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1. Introduction

Depuis maintenant de nombreuses années, la médesincapable de proposer aux
patients de bénéficier d’organes artificiels afenhllier & une déficience ou a une perte de
'un d’entre eux. Ces progrés remarquables ont fgemitameéliorer considérablement la
qualité de vie des personnes concernées. Malheumeus, utilisés a I'état originel, certains
matériaux ne remplissent pas parfaitement le calesrcharges qui leur est imposé, bien
gu’ils soient pourtant tout a fait intéressants palieurs. Ainsi le plus souvent, lorsqu’un
dispositif médical implanté est rejeté du tissuehdtinsuffisance de biocompatibilité est
incriminée®. Cependant, il est désormais possible de fairgrpsser certaines propriétés de
ces dispositifs grace a diverses méthodes regreusdeis le terme générique de
“fonctionnalisation de surface”. La plupart du tesnpette méthode consiste a appliquer un
traitement physique ou chimique a la surface duéraat afin d’en modifier les propriétés
chimiques, électrochimiques ou encore topograplique

La modification de surface des matériaux utilisés médecine doit répondre a de
nombreuses exigences : la premiere d’entre elledessonserver les propriétés physiques et
meécaniques du matériau tout en ne modifiant queaittace la plus externe afin d’influencer
les bio-interactions. En utilisant des modificatiote surface bien conduites, les propriétés
mécaniques et les fonctionnalités du dispositif ic@dresteront inchangées, tandis que les
bio-compatibilité, bio-reconnaissance ou bio-fomctialités seront améliorées. En
conséquence, en restant intimement imprégné paidées, les modifications de surface
peuvent étre utilisées pour 'immobilisation de-hiolécules ou la reconnaissance de ligands,
pour fabriquer des dispositifs qui empécheront gomteraction non spécifigue ou toute
absorption de bio-molécule, ou au contraire poodpire des matériaux qui favoriseront les
interactions avec le milieu environnant.

C’est cette derniére idée qui a plus particulieretiretenu notre attention. Nous nous
sommes concentrés plus précisément sur les prethéaksées en polyéthylene téréphtalate
(PET). Ce matériau peut étre utilisé sous formeauthe plastifié en tant que cathéter trans-
dermique. Néanmoins, des épisodes infectieux smptlierement rapportés a I'endroit ou le
tube pénetre dans l'organisme. Le PET est égalentrest utilisé en chirurgie cardio-
vasculaire, mais présente néanmoins un certain reoddpropriétés qu’il serait opportun de
faire progresser. En effet, ce type de prothésd pa&e sujet aux infections, avec des
conséquences souvent dramatiques pour le patiEntoutre, les patients recevant ce type de
prothése auront I'obligation de recourir a un &aient anticoagulant tout au long de leur vie,
et il a également été rapporté certains cas de fit niveau de ces vaisseaux sanguins
artificiels .

Ainsi, il semble intéressant de chercher a and&lioces propriétés, par exemple en
empéchant I'adhérence plaquettaire, ou mieux enesrdavorisant la re-colonisation de cet
organe artificiel par les cellules endothélialess Caractéristiques pourraient étre obtenues en
modifiant les propriétés de surface du PET, etiseraainsi une premiere étape vers la
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transformation de ce type de prothése en un véitalbbmatériau dans le sens le plus noble
du terme.

Différentes techniques ont été proposées pour cggimbe comportement biologique
de ces matériaux, dans le but de minimiser toguaspost-opératoire pour les patients. Ces
améliorations sont le plus souvent obtenues parndedifications de surface permettant
d’influencer les interactions a linterface matéria biosystéme. Diverses méthodes de
traitement de surface ont été décrites comme pampbe le greffage de molécules, le
bombardement de faisceaux d’électrdng’ions?, le plasma, la déposition de fines couches
par vapeur chimique et bien d'autres encreles irradiations au moyen deASERS
(excimere, CQ YAG ...) sont d’autres moyens de modifier les caastiques de la surface,
pouvant générer une activation de la surface aadsds énergies, ou une ablation moléculaire
a de plus fortes puissanceé<Ces traitements de surface au moyen d’irradiatit®ER font
ponctuellement I'objet de quelques publicationsjspsouvent d’ailleurs dans le domaine
physico-chimique que dans le domaine biomédicalanN®ins, comme nous le verrons
ultérieurement, aucune d’entre elles ne fournitdesditions expérimentales completes, que
ce soit au sujet de Il'utilisation deeE8ERSou de la sélection du polymére étudié.

Pour ces raisons, nous proposons de mettre en gdaceradiations de la surface du
PET au moyen de différentsABERS en travaillant sur du PET sous forme de film afen
faciliter les expérimentations dans un premier ®nhja premiére partie de ce travail consiste
donc & appréhender le fonctionnement deSHRS ainsi qu'a comprendre leurs interactions
avec le matériau. Ensuite, des irradiations deasarkeront réalisés sur trois PET d’origine
distincte, afin de mettre en évidence I'importadcechoix du substrat dans ce type d’étude.
Nous menerons alors différentes investigations dessiomaines physiques, chimiques et
biologiques afin de caractériser au mieux les sedanouvellement créées. Enfin, différents
LASERS seront testés sur le seul PET retenu, afin dectsg@er le meilleur d’entre eux,
c’est-a-dire le plus apte a améliorer les propsi€té surface des prothéses en PET. Pour ce
dernier, nous conduirons alors des caractérisafinysico-chimiques plus poussés (XPS),
ainsi que des tests biologiques plus originaux éaitim cellulaire, marquage immunocyto-
chimique) afin d’acquérir un maximum de connaissangur le meilleur des couples PET —
LASER
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2.1. NOTIONS DE BIOMATERIAUX

La science des biomatériaux examine les propriégé&saniques, physiques et
chimiques des matériaux ainsi que les réponsesm@hisme a l'introduction d’'un matériau,
la surface du matériau et les applications des &fériaux. La science des biomatériaux a été
officiellement définie comme : « L'étude et la caissance des interactions entre les
matériaux vivants et non-vivants ». Concernantlecept méme de biomatériau, la premiere
définition retenue fut proposée par Williams en29& Un biomatériau est toute substance,
autre qu’'un médicament, ou une combinaison de anbs$, d'origine synthétique ou
naturelle, qui peut étre utilisée pour n'importecigl durée, en tant que tout ou partie d’'un
systéme qui traite, augmente ou remplace un tisgane ou fonction du corps ».

C’est seulement en mars 1986 qu’'une Conférenceunlgeasus a été organisée par la
Société Européenne des Biomatériaux afin akeiest sur la validité de tous ces termes et
d’éditer des définitions officielles, établies gk médecins et scientifiques concerfégn
particulier la définition de Williams sur les biotdaaux fut simplifiée dans une formulation
plus générale : « Matériau non vivant destiné @ étitisé dans un appareil médical, et congu
pour fonctionner avec les systemes biologiquesetteQiéfinition fut encore améliorée dans
une seconde conférence de consensus ayant eu(ibaster’, Grande Bretagne, en 1991 :
« Matériaux destinés a étre mis en contact avetisgss vivants et/ou les fluides biologiques
pour évaluer, traiter, modifier les formes ou remepl tout tissu, organe ou fonction du
Corps ».

Connaissant la multitude de signaux transitant dlanganisme, il est utopique de ne
vouloir engendrer aucune réaction. Il est doncépedfle de tenter de les minimiser et de les
orienter. La biocompatibilité se définit donc com#étant : « La propriété d’'un biomatériau
qui est de déclencher chez I'hdte une réactioncggpigre pour une application spécifique ».
Deux facteurs principaux déterminent la biocompltiod’'un matériau : les réactions de
I'organisme induites par le matériau et la dégriadatu matériel dans le milieu biologique.

Le développement des biomatériaux modernes estaliédéveloppement de la
médecine moderne et des nouveaux matériaux. Pa&aumia, deux catégories majeures se
partagent la plus grande part du marché : les métades polymeres. Dans la premiere
catégorie, I'acier inoxydable et les alliages ctlbhfome ont été les premiers matériaux
employés a lintérieur du corps avec succes. Vardin des années 60, les excellentes
propriétés du titane ont été découvertes par Brarieth A cette époque, quelques matériaux
ont commencé a étre classés en tant que biomatérAwjourd’hui, les biomatériaux
métalliques se sont considérablement développéshiuargie orthopédique, maxillaire et
dentaire : les plaques, les clous, les vis pouédaction des fractures et plus récemment les
prothéses ostéo-articulaires et dentaires.
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Concernant la seconde catégorie, les polymérespiisutilisés encore plus largement
que les métaux. Cette catégorie, extrémement feuneigroupe aussi bien les polymeres
résorbables (membranes, colles biologiques ...) gaenbn résorbables. Parmi ceux-ci, les
plus utilisés sont le polyéthylene (cupule réceptride la prothése de hanche) et le
polyéthyléne téréphtalate (prothéses vasculaieghgters).

Aujourd’hui, un grand nombre de professions trdeail dans le domaine des
biomatériaux et I'approche interdisciplinaire estsentielle. En effet, I'élaboration d’un
nouveau matériel implantable, ou I'amélioration sbs propriétés, va faire intervenir des
professions aussi différentes que celles du milieédical (médecin, chirurgien-dentiste,
biologiste ...) et celles du milieu scientifique (glglens, chimistes, mathématiciens ...).
Toute la difficulté de cette tache, mais qui eb éai méme temps toute sa noblesse, consistera
a faire travailler tous ces acteurs en parfaitemboaie, a les faire se rencontrer et
communiquer dans des termes compréhensibles peurchde facon a atteindre le but fixé

par tous : faire progresser la médecine au sedugeatient.

2.2. PRINCIPES GENERAUX DES MODIFICATIONS DE SURFACE

Comme nous l'avons évoqué précédemment, il n'estrgee de devoir améliorer les
propriétés de surface d’'un matériel médical im@hlg. De fines modifications de la surface
sont alors recommandeées. En effet, des transfaynsatjui pénétreraient trop dans I'épaisseur
du matériau pourraient modifier ses propriétés méces et fonctionnelles. D’autre part, des
enrobages trop épais sont sujets a une dégradattanse d’une mauvaise adhérence sur le
substrat en raison des propriétés physid@iekléalement, une altération de la seule couche
moléculaire la plus externe (0,3 - 1 nm) devrai¢ 8uffisante. Mais en pratique, des couches
plus épaisses seront nécessaires dans la mesuteestudifficile de s’assurer que tout le
matériau a été uniformément recouvert lorsquerbgtetents de surface sont aussi fins. De
plus, des couches aussi minces seront plus fagilersgjettes a une réversibilité des
modifications et a une érosion mécanique. Enfimagees transformations auront de toute
facon une épaisseur intrinséque minimale, voire en@uront besoin de cette épaisseur
minimale pour fonctionner correctement. Les modiiiens réalisées sur les matériaux auront
besoin de résister a la dégradation dans les eliffér milieux biologiques qui les
accueilleront. Cette résistance pourra par exem@péeameéliorée grace a la réalisation d’'une
liaison covalente, par l'interpénétration du sudiset de la surface du dispositif médical au
niveau de la zone interfaciale, ou enfin en incoapb des groupements fonctionnels
appropriés afin de réaliser une adhésion interratdée particulierement forte.
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La force qui va diriger ces modifications de scefeest due a la minimisation de
I'énergie interfaciale. Quoiqu’il en soit, une miitiéi atomique ou moléculaire suffisante doit
exister pour que ces changements puissent interdans des périodes de temps raisonnables.
Afin de trouver la stabilité dans ces modificatiatessurface, la réversibilité des phénoménes
doit étre prévenue ou inhibée, par exemple en blogla possibilité pour les différentes
structures de surface de bouger, ou en incorporamicouche rigide et imperméable entre le
substrat et la surface transforntée

L’'un des défits les plus difficiles dans les faaohalisations de surface est de réaliser
un contréle précis des divers groupements foncélenqui ont été créés. La plupart des
modifications de surface amenent a la créationlaqurs groupements fonctionnels tels que
carbonyle, carboxyle, carbonate, hydroxyle ou emébher, et non pas la formation d’'un seul
groupement fonctionnel qui était peut-étre préféeliement attendu. C’est ainsi le cas avec
certaines techniques utilisant le plasma ou I'oxiptla En revanche, la littérature a rapporté
des cas ou la précision et le controle des élénugqssés étaient effectifs, notamment avec le
RF-plasma (Radio-Frequency plasma)Mais 1a ot I'on se heurte peut-étre a la plusidea
difficulté dans la préparation de nouvelles surafmctionnelles est de savoir quelle est la
structure exacte nécessaire pour entrainer ungaediologique donnée. Et tant que I'on ne
connait pas précisément les résultats a atteictkst @ dire quelle est la réaction biologique
spécifiqgue a obtenir afin de définir le groupemfamictionnel adéquat a greffer), alors il est
impossible de savoir quelles nouvelles structugesutface doivent étre créées.

Finalement, la possibilité de donner naissancesamitements de surfaces uniformes,
de formes et de géométries complexes, peut étrenteste pour les applications
biomédicales. Quelque soit la forme de la piécbulmire (face interne ou face externe),
membrane, ou encore découpée de facon complefajt ibouvoir associer cette forme avec
les exigences de fabrication qui découlent de ihetfonnalisation de surface. Les procédés
sont généralement optimisés pour chaque cas spéeifet I'ingéniosité est couramment
nécessaire afin d’atteindre ce but.

2.3. LES DIVERSES METHODES DE FONCTIONNALISATION

Les modifications de surface peuvent étre regresigé deux grandes catégories

& Altérer physiquement ou chimiqguement les atomesmmlécules présents a la surface
(irradiation LASER, plasma a froid...)
@ Recouvrir cette surface avec un matériel présenia intérét particulier, par liaison

covalente ou non.
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Quelques unes des possibilités de fonctionnadisate surface sont présentées dans le
Tableau 1.

Tableau 1 :Différentes méthodes de modification de surfacefds Ratner)

Modification de la surface Liaison covalente Liansmon covalente

- Gravure par plasma - Greffage par radiation - Déposition d’une fine

- Irradiation UV - Greffage chimique couche par vapeur chimique
- Réactions chimiques - Déposition par vapeur de

: . . - Silanisation .
(oxydation, réduction...) meétaux

La fonctionnalisation de surface par irradiation,dtést a dire par traitemenfABER
dans les longueurs d’'onde qui nous intéressentupecaine place de choix parmi les
différentes possibilités évoquées dans ce tableawffet, la technique est plus reproductible
gue celle du plasma, et engendre beaucoup moirgolilgion environnementale que les
différents procédeés de réactions chimiques. Emdlie, ne requiert pas l'utilisation de rayons
ionisants comme dans les procédés de greffagegiation.

2.4. CHOIX DU POLYETHYLENE TEREPHTALATE

Le PET est un matériau dur, rigide, solide, avee lbionne stabilité dimensionnelle et
une faible absorption d’eau. Il posséde de bonmegrigtés de protection contre les gaz et
une bonne résistance chimique, sauf aux alcalinshydrolysent. Sa cristallinité varie entre
amorphe et relativement élevée ; il est le plusvenutrés transparent et incolore, mais les
parties épaisses sont généralement opaques ehaterx

Ce polymeére est largement connu sous la forme Ide drienté biaxialement et
stabilisé thermiquement, appelé plus courammens des noms commerciaux Myfar
Melinex’ ou Hostophafl Ces appellations devraient étre utilisées unigreénpour cette
sorte de film dont les propriétés sont différentes, méme supérieures, aux PET
« ordinaires ». Ces films « type Myfas sont utilisés pour les condensateurs, les guaghi
les pellicules, les bandes d’enregistrement, e2cPET est également utilisé pour une large
gamme de fibres de textile et pour des utilisationdustrielles (Dacrof Trevird,
Terylen&) . D'autres applications incluent les bouteillees composants électriques.
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De tres nombreux polymeres existent sur le mardependant trés peu sont
susceptibles d’étre utilisés en tant que biomai&riae PET fait partie de cette catégorie, ses
applications biomédicales les plus fréquentes Botilisation en tant que matériel de suture
chirurgicale **, remplacement de tendons et ligamett$® meéches chirurgicales’*
cathéters transcutan&s ou encore I'utilisation comme implant palatin dde traitement du
ronflement®®?:

Mais l'application la plus courante reste évideminéatilisation en tant que
remplacement de vaisseaux sanguins, et 'indusei adaptée pour proposer des textiles de
qualité médicale qui peuvent servir a la fabricatite prothéses vasculaires dont la capacité
fonctionnelle est supérieure a I'espérance de uigedeveur. Alors que le nylon, I'lvalon
(polyvinylalcool), I'Orlort’ (polyamide) ont été incapables de résister adgadkationin vivo,
le PET s’est imposé de maniére irréfutable au coles 35 derniéres anné&s® et les
prothéses vasculaires réalisées avec ce type dgmeam sont aujourd’hui les plus
couramment utilisée¥’. Citons & titre d’exemple le Dacfonmarque de commerce du PET
fabriqué par DuPont". Ce dernier constitue effectivement un matériawchieix pour la
fabrication de prothéses artérielles de moyen andjicalibre, qu’elles soient tubulaires ou
bifurquées. En effet, les fils requis sont disptesbsous des formes nombreuses, dans
lesquelles varient la densité linéaire, le diametréa section des filaments et le nombre de
filaments par fil. Le PET est bien toléré apres langation car il est inerte, biocompatible,
souple, élastique et résistant a la stérilisatimydns gamma). Sa formule chimique se
présente comme le montre la Figure 1. Depuis lasressi jusqu’aux protheses vasculaires,
I'utilisation du polyéthylene téréphthalate en tgne matériau médical dure ainsi depuis plus
de cinquante ans et constitue I'un des rares naatérijui ait pu démontrer une efficacité
continue avec un minimum de complications dansatehbmeuses applications cliniques.

o) o)
n >_®_< + n HO/\/OH .
HO OH
A P
HO COC—O%CHQEO H + (n-1)H20
n

Figure 1 : Formule du PET

Cependant, comme nous le disions en introductiongeutain nombre d’événements
indésirables sont ponctuellement rapportés. Utdisétant que prothése vasculaire, le plus
commun est la survenue de réactions de coagulatiorncontrélées, obligeant les patients a
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vivre sous anti-coagulants, et ceci particuliéretmlers du remplacement des plus petits
vaisseaux. En outre, certains cas de fuites ontagggortés, par défaut d’étanchéité au niveau
des zones d’ancrage proximale ou distale entrerdéhg@se vasculaire et le vaisseau natif
réparé®>2® (Figure 2). Utilisé en tant que cathéter transweéf de nombreux cas d’infections
sont régulierement décrits a la jonction entre &ap et le PET. Ces différents types
d’évenements justifient a eux seuls la mise enepthicne procédure de fonctionnalisation de

surface des matériels médicaux en polyéthylenphénélate.

Figure 2 : Exemple de fuite proximale et distale

2.5. FONCTIONNALISATION PAR IRRADIATION LASER

Quelques traitements de surface ont été développés tenter de diminuer la
thrombogénicité et augmenter la biocompatibilité gelyméres’? Le LASER a démontré
des possibilités de modification de la morpholagfieles propriétés de surface, par formation
de nouveaux groupements fonctionnels et de micrctstres a la surface des polymeres
293031 | es modifications de structure induites peuvemgnaenter les interactions avec le
milieu biologique, agir sur I'adhésion et la cr@isse cellulaire, et modifier les interactions
entre les éléments du flux sanguin et la surfasepdéymeéres?.
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2.5.1. Avantages

Nous souhaitons donc évaluer le traitement deaserfiu PET par irradiationABER
¥ L'avantage de cette méthode réside dans sa da&uie provoquer que peu ou pas d'effets
thermiques durant l'irradiatioff, permettant d’obtenir une surface proprement dgéets, et
ne dégradant pas les propriétés mécanique du matéri D’'autre part, il s’agit d'une
technique rapide, soupl€ et biocompatible®™. Enfin, ce procédé rend les résultats plus
reproductibles que le plasma par exempleet permet de fonctionnaliser des surfaces
précisément puisque seule la région désirée sedéiége

2.5.2. Caractéristiques

Les irradiations peuvent s’effectuer selon de Ii@ux paramétres ajustables : taille,
fréquence, intensité et vitesse de déplacemenpdu Elles restent limitées a la surface du
PET sans jamais pénétrer dans la profondeur duriaiatéune étude réalisée par Lazare et
Benet®” a montré que les radiations dues atsER excimére, utilisé & 248 nm de longueur
d’'onde, ne pénétrent pas a plus de 62.5 nm de rmeto. Le résultat de cette irradiation
consiste en une amorphization de la surface du Riglelle ne dépasse jamais 160 nm de
profondeur, quelle que soit I'énergie utilisée (Fry3). Deux hypothéses, vraisemblablement
impliquées toutes les deux, expliqguent cette ampapion : elle peut étre due a un processus
de réchauffement de la surface suivi d’un refraidisent®®">% ou étre la conséquence de
certaines cassures de chaines du polymeére quitiagan certain nombre, ne peuvent plus
se réaccomodér.
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Figure 3 : Profondeur d’amorphization en fonction
de I'énergie du coup (d’aprés Lazare et Béfjet
(1 = seuil d’ablation)
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Les parametres susceptibles de varier sont tredmamx, et malheureusement souvent
incompletement décrits dans les différentes putiiina. Ces imprécisions empéchent ainsi de
pouvoir comparer les études entre elles, voire mé@enpouvoir exploiter les résultats. Les
principales variables concernant ce type d’expémiatéon sont :

- Type de IASER )
- Energie du coup d’'impulsion
- Durée de I'impulsion Parametres liés
- Nombre de coups d'impulsion au LASER

- Fréquence d'irradiation
- Atmosphére utilisée pour lirradiation
- Cristallinité du PET

2.6. EFFETS DU LASER
2.6.1. Sur I'état de surface

La nature du rayonnement délivré sur la surfacadiée permet, au travers de
I'absorption des trés nombreux photons UV par lestéons de valence des monomeres, de
décomposer les chaines polyméres qui y sont pessefitforte concentration d’énergie, un
processus d’émission de matiére, appelé ablatonéseloppe, et permet le décapage ou la
gravure du matériau irradié (Figure 5). Il sembteaors que chaque coup d’impulsion recu
par le matériau formerait un cratére d’environ (% de profondeut*=° Cette ablation se
manifeste & des concentrations d’énergie supéseuum seuil, appelé seuil d'ablatifon

En dessous de celui-ci, des ruptures de chaingmpods sont obtenues sans toutefois
entrainer I'ablation. Ces ruptures de chaines aatdnt de liaisons inter-atomiques brisées
qui matérialisent une sensibilité remarquable defases irradiées a I'environnement (Figure
6). Cette sensibilité permet en particulier de rfixkimiquement des atomes ou radicaux
ionisés. Elle permet aussi de mettre en jeu dese$od’attraction importantes qui aident a
fixer plus ou moins solidement des espéces moliéealaolumineuses, par interaction de
type polaire ou électrostatique. En faisant vddenode d’irradiation d’'une surface polymere
en fonction des difféerents parameétres auparavass,cil est donc possible d’adapter le
processus de sensibilisation optique induit parakiiation LASER, d'une part a la nature du
polymére, et d’autre part a la nature des réacsonsaitées sur cette surface. Par exemple, le
choix de l'atmospheére d'irradiation apparait criycfuisque comme nous l'avons dit, la
surface irradiée devient sensible a I'environnemdddéns le cas d’une irradiation en
atmosphére ambiante, des molécules d’oxygéne fessdans l'air seront ainsi capables de
se fixer sur la surface du PET. Lors d’une irrddrasous atmosphére saturée en oxygene, la
concentration plus importante de cet atome perenettrretour de faire adhérer encore plus de
molécules d’oxygene.
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PET avant irradiation
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—O = Monomere.

Figure 4 : PET avant irradiation

Faisceau laser excimere

o

Figure 5 : Irradiation au dessus du seuil d’ablation

Faisceau laser excimére

Figure 6 : Irradiation en dessous du seuil d’ablation
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2.6.2. Sur la chimie de surface

Au sujet de ce critére, les résultats sont trewesat différents entre les auteurs, voire
méme parfois paradoxaux ; c'est d'ailleurs ce gaient relevé Petiet al. *° dans leur étude.
Une des explications a ce phénomene pourrait éée &u fait que les conditions
d’expérimentation ne sont jamais entierement dégritendant ainsi les résultats impossibles
a comparer. Généralement le type desER utilisé et I'énergie d’irradiation sont détaillés.
Les lacunes concernent le plus souvent le nombreodps, leur fréquence, et la nature du
PET.

Ainsi par exemple, Lazare et Ben®taffirmaient qu'une chute du rapport O/C se
produisait quelles que soient les conditions diiagion, tandis que Dunn et Ouderkifkle
trouvaient invariable, et que Saiai al. > montraient que ce rapport pouvait fortement
augmenter (Figure 7). Ces derniers résultats saitliedrs en accord avec ceux de Ramies
al. ** qui montrent par XPS que les combinaisons d’atore@suvés a la surface du PET
aprés traitement par plasma varient avec l'atmagphsous laquelle a eu lieu la
fonctionnalisation (Tableau 2). Cette analyse nebien la réactivité de la surface avec son
environnement apres une irradiationSER

0.6
0.5
0.4 -
o
.
S 0.3
0.2 -
0.1 +
0,,.LJ..‘.I....[.,..IJ‘J_L
0 W 20 30 40 50
number of pulses

Figure 7 : Rapport O/C en fonction du nombre
de coups (E=100mJ/cm?) (d'aprés Saital >°)
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Atm; C((%)| O(%)| N (%)
Controle 68.2 31.8 0
02/ Hy 56.1 43.9 0
02/ H,0 63.6 36.4 0
NH3 66.5 28.0 5.5
NH3/ Hy 65.4 28.6 5.9

Tableau 2 : Composition de la surface en fonction
de I'atmosphére d'irradiation (Ramiresal*)

Ainsi, un des parametres pouvant agir sur la chaeiéa surface est I'atmosphere sous
laquelle sont irradiés les polyméres. Niino et Y&tmxpliquent que le potentiel de surface du
PET apres irradiation sous différentes atmospheseseilleur qu'apres une irradiation sous
vide. En effet, dans ce dernier cas, les particgjestées vont retomber sur la surface et se
recombiner avec le polymere, rendant I'effet dediliation négligeable. En revanche, sous
une quelconque atmosphére, les particules projetéas alors se recombiner avec les
molécules du gaz présent, évitant de retombertdirent sur le matériau.

Duncanet al. * affinent cette analyse et suggérent deux cas gigefipouvant se
produire lors d’'une irradiation, si celle-ci estlisée en dessous ou au dessus du seuil
d’ablation. Dans ce dernier cas, I'énergie en eXgasn’a pas servi a casser des liaisons) est
convertie en énergie cinétique, et contraint legrrents a étre éjectés a des vitesses
supersoniques. Il se forme alors un volume en esiparextrémement rapide, lequel empéche
I'approche des molécules d’oxygene prés de la sarfa’est ainsi que sont formés la plupart
des radicaux de carbone sur le matériau. Ainsi,itradiation effectuée au dessus du seuil
d’ablation ne semble pas favoriser I'apparitionmédisurface chimiquement intéressante.

Petitet al. *° vont plus loin et analysent par XPS la chimie ddaze du PET aprés
traitement par ASER dans l'air et sous hélium. Cette fois-ci, l'irratdon est réalisée en
dessous du seuil d’ablation, c’est a dire a deftaiddes énergies. Les résultats sont résumés
dans le Tableau 3, qui montre gu'une amélioratierladquantité d’oxygéne sur la surface
peut étre obtenue uniquement apres irradiation dansa partir d'une centaine de coups. La
raison est la suivante : apres traitememseER la surface devient tres sensible a
I'environnement, ce qui permet aux molécules d'@ng présentes dans I'air de se lier plus
facilement au polymére.
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Energie 0 coup 50 coups 100 coups 200 coups 5@fsco
Sous 10 mJ/cm2 0.38 0.30 0.27 0.33 0.24
. 20 mJ/cm? 0.38 0.30 0.27 0.19 0.15
Hélium
30 mJ/cm? 0.38 - - 0.17 0.13
6 mJ/cm? 0.38 0.35 0.39 0.41 0.45
.| 10 mJ/cm? 0.38 0.35 0.39 0.40
Dans l'air
20 mJ/cm?2 0.38 0.36 0.37 0.28 0.32
30 mJ/cm? 0.38 0.34 0.32 0.30 -

Tableau 3 :Rapport Qs/ C;sdu PET apres traitement dans I'air et I'hélium
(d'aprés Petiet al.*?)

2.6.3. Sur les comportements cellulaires

La réponse biologique est un paramétre essengélidier puisque le but final de la
fonctionnalisation de la surface est de pouvoimmttre I'adhésion et la prolifération des
cellules. Il a été montré qu'il était possible dad adhérer des fibroblastes L929 sur du PET
en forme de microfibre$’, méme lorsque la surface n'était pas préparéaefanche, cette
méme adhésion sur des polyméres en plaque estepawire quasi impossibfg, et elle sera
de toute facon améliorée, quelque soit le suppgdite aux traitements de surface.

Afin d’étre capable d’analyser les comportementtulegres de la maniére la plus
fidéle possible, Deweet al.* proposent une classification intéressante permtettgvaluer
de facon reproductible 'adhésion cellulaire. Cassskement repose sur quatre criteres :

- Grade 0: Aucune cellule ne reste attachée au substras aimgage.

- Grade 1. Des cellules adherent au substrat, mais la plugantre elles
conservent une morphologie sphéroidale.

- Grade 2: Les cellules adhérent et s’étalent mais la mi@atientre elles restent
individualisées.

- Grade 3. Les cellules adhérent et s’étalent sur le substi@mant une
monocouche confluente.

Un consensus se dégage pour montrer que troisufacfgincipaux sont capables
d’influencer de fagon essentielle le comportemesitutaire : la tension de surface du
matériau, sa chimie de surface et enfin sa rugd8ifé*®*’ Ces caractéristiques sont
d’ailleurs regroupées sous le terme générique depf@tés physico-chimiques”.
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2.6.3.1. Latension de surface

Ce parameétre est extrémement important a prendreomsidération concernant le
comportement cellulaire sur un biomatériau, quéil goit. Dans le cas des polyméres, les
surfaces originelles ont trés souvent tendance ésepter un caractere hydrophobe,
provoquant une réponse cellulaire peu favorablené&’des facons de calculer cette tension de
surface est de mesurer la valeur de l'angle quadaune goutte de liquide avec la surface
d’'un solide, valeur qui est déterminée par lesgiasrsuperficielles et interfaciales des phases
en présence. Un des avantages présentés pasiRlest de pouvoir augmenter cette tension
de surface, donc augmenter la mouillabilité du nieate c’est a dire diminuer I'angle de
contact d’'un liquide (particulierement I'eau) aveette surface, incitant a une meilleure
réponse cellulairé.

Les figures 8 et 9 montrent deux exemples possithlégolution de la tension de
surface du PET en fonction de l'irradiation patlSER excimeére.
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Figure 8 : Evolution de 'angle de goutte de I'eau en fonctianl’irradiation
(daprés Haulorf®)
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Figure 9 : Evolution de I'angle de goutte de I'eaufenction de l'irradiation
(d'aprés Dadsetaet al*’)
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Deux grandes explications permettent d’argumengtte cdiminution de I'angle de
contact du liquide avec la surfate: d'une part, une rugosité augmentée du matériau,
permettant un meilleur étalement de la goutte. Déapart, une chimie de surface modifiée,
avec notamment I'apparition d’atomes d’oxygéne &rs grand nombre. Ces observations
montrent bien d'ailleurs a quel point ces troisgri@és physico-chimiques sont intimement
liées (tension de surface, chimie de surface aiqits).

Cette amélioration de I'hydrophilie du matériau ieséressante a considérer car I'on
sait que les cellules présentent un comportemens fhvorable lorsque le caractére
hydrophobe est diminué. Il ne faut cependant pa&sctier a obtenir le plus petit angle de
contact possible, car l'activité cellulaire est diionnée par un savant dosage entre les
composantes hydrophile et hydrophobe, et ce ré@sais au niveau des valeurs extrémes de
ces deux paramétres que I'on obtient les meilleésaltats. Leet al.*° réussissent méme a
donner la valeur approximative de 55 degrés comiauet éa meilleure valeur de I'angle de
contact de I'eau avec le matériau afin d’obteng tésultats les plus encourageants. Cette
estimation était d'ailleurs valable quelque soitype de cellule considéré dans cette étude,
comprenant notamment des cellules endothéliales.

2.6.3.2. La chimie de la surface

La chimie de la surface est une notion qu'’il convid’examiner si 'on connait son
importance vis-a-vis des cellules. Intimement méléec les deux autres parametres, Curtis et
Wilkinson ** avaient essayé de comparer I'impact de cette Merily I'activité cellulaire par
rapport a la rugosité. Ills en avaient tiré cettectusion intéressante : lorsque la valeur
moyenne de la rugosité est inférieure a 500 nmrsale comportement cellulaire est
principalement dicté par la chimie de la surface.r&vanche, lorsque les irrégularités a la
surface du matériau présentent une profondeur nmeyesipérieure a pm, alors c’est
incontestablement ce dernier paramétre qui agglus sur les cellules : 80 % d’influence
contre 7 % pour 'effet de la chimie de la surface.

Concernant plus particulierement la chimie de ldase proprement dite, Duncat

al. %°

regrettaient, en 2002, qu’il n'y avait pas enc@rece jour de théorie prédictive

concernant le comportement des cellules en répaagechimie de la surface. Néanmoins, il
est présumé qu'une augmentation du taux d'oxygeme&na a de meilleurs résultats
biologiques. Cependant cet accroissement ne dat §ee obtenu avec n’importe quel

groupement chimique : en effet, il semble que @kiles réagissent mieux avec les fonctions
C-0 qu'avec les fonctions C=8. Ainsi, la réponse biologique dépendrait non seelet du

nombre d’atomes d’oxygéne a la surface, mais adesia réduction des groupements
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carbonyles (C=0) au profit des groupements hydesxyC-OH). Une fonctionnalisation de
surface par irradiation ASER dans une atmosphére ambiante pourrait donc th&ongnt
permettre d’atteindre ce bt

2.6.3.3. Larugosité

Il est admis de maniére consensuelle que les malleésultats concernant les
comportements cellulaires sont obtenus avec uresitégde I'ordre de quelquesn. En effet,
la rugosité augmentant, ce sont alors les adhésioiggations, et syntheses cellulaires qui
augmentent a leur tour.

Les progrés dans les techniques de fonctionnalisate surface et dans I'analyse de
ces modifications aidant, il est maintenant possiiEtudier I'influence d’'une rugosité de
I'ordre de quelques nanométr8gFigures 10 et 11). C’est ce qu’ont réalisé Y. &ial.dans
une étude datant de 206% confirmée par MD Balkt al. en 2007°°. Leurs résultats ont
tendance a montrer que les bénéfices apportés ggatechniques sont inférieurs a ceux
obtenus avec des irrégularités d’ordre micromeégriqu

En résumé, une rugosité de l'ordre de 5ph0 semble étre la plus adaptée en vue
d’optimiser le comportement cellulaire, tout enlsatt que celle-ci devra étre adaptée tout a
la fois au modéle de cellule concerné ainsi quyge de réponse souhaité.

=0 Comrol JEG-3
~&— Trealad

Cell Number {X10 9
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Figure 10 : Effet d’'une rugosité nanométrique sur la
croissance cellulaire (d’aprés Xéeal>%)
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Figure 11 : Effet d’'une rugosité nanomeétrique
sur la sécrétion cellulaire (d'aprés Xieal >

2.7. BUT DE L'ETUDE

L’irradiation d’'un matériau par rayonnememdeR dans le but de faire progresser ses
propriétés de surface est une idée originale, rpais mise en ceuvre, dont les premiers
rapports remontent maintenant a une vingtaine @&asnDifférents ASERSont d'ailleurs été
testés, parmi lesquels sont retrouvés le plus éemuent le BSER CO, #?**et le LASER
excimere®?31:383948 Eny revanche, les irradiations menées au moydnaders YAG sont
particulierement rares®®’. Le LASER excimére a recu progressivement la faveur des
scientifiques pour les divers avantages que nowshsawités au 8§ 2.5.1. Cependant, les
publications traitant d’'une irradiation du PET aoy®an d’'une source ASER ne sont pas si
nombreuses dans le domaine biomédical, et elléésiaguent toutes par un point commun :
I'absence de criteres parfaitement définis permetiae reproductibilité et une confrontation
des résultats. Pourtant, seules des conditions riexgétales parfaitement définies,
agrémentées d'un choix judicieux des matériauxisal permettent un suivi et une
compréhension rigoureuses des modifications engesda la surface du matériau. Ces
dernieres constituent alors la base des connaissareressaires a la future compréhension
des modifications des interactions biologiques.

Ainsi, les critéres susceptibles de varier lorsl’'dglisation de cette technique sont
nombreux, parmi lesquels on retrouve cing pararsgbrncipaux : I'énergie du coup, le
nombre de coups, la fréquence d’irradiation, I'aspiwere utilisée pour lirradiation, et enfin
la cristallinité du PET. Malheureusement, aucungl@€tne définit de fagon tout a fait claire
ces différentes valeurs, et la plupart d’entresetien précisent que deux ou trois sur les cinq
précédemment citées. Le travail publié par Dadsetaal. *’ sur le comportement des
plaquettes sanguines sur une surface irradiee gsgR.excimere est méme le moins bien loti
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dans ce domaine, puisque le seul critere qui safiliéest le nombre de coups recus par le
matériau ! Sans connaitre I'énergie de ceux-cigeunr fréquence, il est alors impossible de
pouvoir renouveler I'expérience ni méme de pouvpiofiter de ses conclusions. En
conséquence, des indications plus précises desitiomsd d’irradiation s'imposent afin
d’uniformiser les modalités d’expérience, et deymiude ce fait les comparer entre elles.

Ainsi, I'esprit qui nous anime au cours de ceteteherche est de clarifier les données
dans ce domaine, et de caractériser de maniéras@rées différents parametres qui
interviennent dans une telle expérimentation. D&art, il serait intéressant de mettre en
evidence l'influence que peut avoir chacune devedsurs sur le résultat final. Par exemple,
nous sommes persuadés que la cristallinité du rmatpeut influer sur le résultat, et pourtant
aucune publication ne définit ce critere dans l@sdidions de départ. Ainsi, nous testerons
trois PET d’origine distincte afin d’examiner ledifférence de comportement physico-
chimique et biologique suite a une irradiatioRSER. De plus, une analyse par calorimétrie
différentielle (DSC) permettra de déterminer laevalde la cristallinité de chaque PET avant
et aprées traitement de surface.

Toutefois, la principale difficulté consiste a ekdbiner les conditions
d'irradiation optimales®. En effet, chaque critére aura des conséquenceds stsultat final.
Une irradiation trop forte du matériau par exemplgrainerait une dévalorisation des
résultats : dans un premier temps, I'excés d’épremgnenerait a des cassures de liaisons
chimiques intéressantés et & une recombinaison des radicaux de carbongs eux,
produisant une surface aux propriétés hydrophébdsans un second temps, les propriétés
mécaniques et fonctionnelles de la prothése risiprer d’étre altérée$”. De ce fait, la
premiére étape de ce travail consistera a déternlenseuil d’ablation du matériau, puis a
rester proche de celui-ci afin de ne pas dégrael®@HT. Dans un second temps, différents
LASERSpourront étre testés afin de comparer les résuitatenus.

Différents tests seront alors réalisés, visangfno de la maniére la plus précise
possible les caractéristiques de la surface ncemelht générée. Puisque les méthodes
d’analyses conventionnelles sont la plupart du tempuffisamment sensibles pour détecter
les modifications de surface, des techniques djaealparticuliéres seront mises en oefirre
Nous citerons ainsi par exemple les mesures d’atgleontact, par la méthode de I'angle de
goutte, afin de définir la tension de surface duémiau®®. Suivront ensuite des analyses au
LASER confocal, pour déterminer la rugosité du matériencompagnées de photographies au
microscope électronique a balayage (MEB).

Concernant la chimie de surface, les techniquesarmiges ou Raman ont déja
démontré leurs limites pour caractériser les mediifons de surfac®>° Ceci s’explique par
une profondeur de pénétration de ces rayonnemmptsniportante par rapport a I'épaisseur,
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tres fine, concernée par la fonctionnalisation uiéase. De ce fait, nous réaliserons d’emblée
des analyses de chimie de surface par XPS.

Enfin des tests biologiques sont indispensables pomnpléter ces résultats, a savoir
des tests de prolifération, de vitalité, d’adhésabrde morphologie cellulaires, et enfin du
marquage immunocytochimigq§é

2.8. CONCLUSION

Le premier but de cette recherche est d’augmédateio-fonctionnalité des prothéses
déja existante&. De précédentes investigations ont réussi a dienitauthrombogénicité de
ces dispositifs, ou encore a y faire coloniser cihiles endothéliales. Cependant, soit ces
résultats n’étaient pas transposables chez I'honswié les industriels ne suivaient pas, par
crainte de se lancer dans des procédures de fidmnidaop complexes. Le traitement par
LASER présente donc une nouvelle alternative, simplaeetroductible, d’activation de
surfaces qui pourrait étre le premier pas vers fan#itation des différentes procédures de
bio-fonctionnalisation des matériaux. Citons aetitt’exemple le greffage de molécules
intermédiaires ou la déposition de protéines ded#ice extra-cellulaire afin de contribuer a
la re-colonisation de ces matériaux par les tiddiglleurs en réalité, le premier événement a
se produire lors de la mise en place d’'une proth@ss le corps humain est I'adsorption de
protéines de la matrice extra-cellulaire, elle-ménfleiencée par les propriétés de surface du
matériau ®2° Ensuite, ces protéines influenceront a leur tbanhésion et I'étalement
cellulaire®®*® Ces protéines de la matrice extra-cellulaire poent étre représentées par le
collagéne bien-sar, mais également la fibronecti@meajitronectine, ou encore des protéines
plus spécifiques des cellules endothéliales, notantha laminine 5.

D’autre part, animés par la volonté d’accéder sarésultats de facon constante, nous
aimerions pouvoir redéfinir les conditions expérnmades par un cahier des charges
parfaitement déterminé. Actuellement, les divensmsables n’étant jamais exhaustivement
spécifiees — et peut-étre d'ailleurs mal connuesaldeurs — il n’est pas possible de tirer de
conclusions satisfaisantes des expérimentatiores rééjlisées. Nous espérons ainsi pouvoir
conduire nos expériences futures de facon plusurggse afin d’obtenir une meilleure
reproductibilité des résultats. En effet, des aatégmis commerciales plus étendues de ces
techniques de fonctionnalisation de surface sepdn$ courantes lorsque les stratégies
développées démontreront un caractere d’uniforrdigéreproductibilité, de rapidité, de colt
raisonnable et d’existence de procédés de contrdle.
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3.1. LE POLYETHYLENE TEREPHTALATE

Le polyéthylene téréphthalate est un matériau giste sous différentes formes, les
deux plus répandues étant la forme fibrillaireéessu tricotée (Figure 12) et la forme de film
plastifié (Figure 13). Dans ce dernier cas, I'extarip plus connu est celui des bouteilles
plastifiées des eaux minérales.

Figure 12 : PET sous forme tricotée (prothése vasculaire D&gro

Figure 13 : PET sous forme plastifiée, apres irradiati®sER

Le but ultime de notre étude est de pouvoir irmratkePET sous sa forme tissée.
Toutefois dans ce travail préliminaire, consistantiéterminer le ASER le plus apte a
fonctionnaliser la surface du matériau, nous nounsnses arrétés a la forme plastifiée afin de
faciliter 'ensemble des expérimentations.

De ce fait, avant de choisir I&AEER le plus adapté, il fallait sélectionner une marque
de PET sous forme plastifiée, capable de simulemaux le comportement du matériau
originel. Nous avons donc décidé de tester troiques différentes de films de PET, afin de
définir si les résultats sont reproductibles efgsematériaux, ou s'il existe des variations plus
ou moins sensibles pour chacun d’entre eux. En, affeque fournisseur peut posséder ses
propres procédes de fabrication, faisant d’ailleasvent I'objet d’'une marque déposée. De
ce fait, les formules exactes des produits fintsn@amment leur pureté) ne sont jamais
intégralement connues et peuvent ainsi influeneerésultats des expériences. En revanche,
I'avantage de se procurer un PET de marque dégsséle pouvoir toujours s’approvisionner
dans les mémes conditions.
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Les trois marques de PET retenues sont donc &% Véralite®
% Melinex’
% Goodfellow

Le Véralit€ est fourni par une entreprise de la banlieueidiélp et présente une
épaisseur de 75Qam. Sa composition exacte nous est totalement ingmgnte fabricant
souhaitant conserver secret son procédé de fabncat

Le MelineX’ a été délivré par DuPont Teijin Film%', entreprise qui fabrique
également le Dacr6h PET sous forme fibrillaire. Le Melin&xest donc I'équivalent du
Dacrorf’, mais délivré sous forme de film. D’'une épaiss#I250 um, il est délivré avec une
fiche technique. Le fabricant nous garanti sagresde purete.

Enfin le dernier, comme son nom l'indique, a éthedé chez Goodfellow, entreprise
de revente de matériaux pour la recherche et l§trts Ce PET est également livré avec une
fiche technique, dont I'analyse minutieuse permetnukttre en évidence des additions de
matieres ignifugeantes. Son épaisseur est égaletee?80 pum.

3.2. LES LASERS

Dans une source de lumiére conventionnelle, laareagst excitée par I'intermédiaire
d’'un courant électrique, lequel permet aux atonepakser d'un niveau fondamental a un
niveau excité. Ces atomes reviennent a leur nifeadamental spontanément, sans aucune
incitation externe, en émettant un photon dontelf§re correspond a la différence entre les
deux niveaux en question. Les photons sont esientant indépendants et chaque photon
émis n'a aucun lien particulier de phase aveclg®s photons.

Mais si nous considérons un ensemble d’atomes aotupn état excité, chacun
d’entre eux peut alors émettre un photon de deuxares :

& Par émission spontanée (cf. ci-dessus)
& Par émission stimulée, caractérisée par une é@misdeclenchée par la
présence d’'un photon de méme fréquence que leplpotovant étre émis.

Une caractéristique remarquable de ce dernier psoseest que le rayonnement émis
est en phase avec le rayonnement stimulateur, ldam&me état de polarisation, et qu'il se
propage dans la méme direction. L'intensité lumggeg’'en trouve ainsi renforcée. C'est le
principe fondamental de la plupart desSERS ce qui permet d’en comprendre facilement
I'abréviation :

LASER = Light Amplification by Stimulated Emission of Biation
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Un LASER est traditionnellement constitué de deux élémeuntsmilieu amplificateur
et un résonateur optique. Le milieu amplificatewa amplifier une longueur d’onde
déterminée ; il peut étre de différentes naturéguide, solide ou gazeux - parfois milieu
plasma. Le résonateur optique est composé d'unndrieede miroirs, formant une cavité
résonnante correspondant a la longueur d’onderditée par le milieu amplificateur. Ceci
permet de créer une densité de photons trés étp¥éeermet a I'émission stimulée d'étre
beaucoup plus importante que I'émission spontab@emilieu ne devient amplificateur que
lorsque I'on y crée une inversion de population gggvort d’énergie extérieure. Cette énergie
nécessaire a 'amplification peut étre apportéedifégrentes méthodes :

- décharge électrique AISERSa gaz)

- flash lumineux tres intense ABERSa solide)

- réaction chimique (ASERSchimiques).

- courant électrigue ASERSa semi-conducteurs)

- autre lASER (LASER solide, liquide ou gaz)

Il existe de nombreux ASERS sur le marché, différenciés entre eux essentieliém
par leur nature, leur puissance, leur fréquence,fede d’irradiation (continu ou pulsé) et la
longueur d’'onde de leur rayonnement. Le tableauastidécrit, de facon non exhaustive,

quelques types deaAlsersdisponibles sur le marché (Tableau 4).

Matériau - : Longueur | Techno- : Durée des
: Milieu actif : : Energie |. . Cadencg
actif d’'onde (um)| logie impulsions
Scellé | 1a100W | Quelqueg
o 1500 W 2 - Continu | centaine$
: ux al _Ppulsé | dHz
Gaz carbonique transverse| 45.000 W (pulsé)
CO, + hélium 10,6 oucd
+ azote . Continu Qu_e.que‘
Flux axial Jusqua Pulsé milliers
18.000 W S Isd d’'Hz
uperpulsé (pulsé)
Cristal de grengt 1 pga Barreau | Jusqu’a . )
d'yttrium et ’ cylindrique| 4.000 W Continu
Nd-YAG | d’aluminium 0,532
. 2 2
dopé au 0,266 I?ar(jre_au 150J 0,5a20 rrs1 aH1000
néodyme cylindrique z
: Semi- ... 0,80 a . Jusqu’a | - Continu )
Diodes conducteur 0,98 ... Solide 4000 W - Pulsé
Mélange de 0,157
plusieurs gaz : 0,193 100 nJ
o - Halogene 0,248 Flux X R 1 a500
Excimereg . a 10 a 30 ns
- Argon, xénon, 0,308 transverse 13 Hz
krypton, hélium 0,351
néeon

Tableau 4 :Exemples de ASERSdisponibles sur le marché

31



3. Matériels

3.2.1. LES LASERS EXCIMERES

Les LASERS exciméres sont desABERS a gaz, pulsés, émettant généralement un
rayonnement ultra-violet. Leur nom francais proviate l'anglais « excimer ASER»,
contraction des mots « excited » et « dimer ».drené excimére désigne ainsi une molécule
constituée de deux atomes électroniquement ex@ii@sbinaisons diatomiques entre un
atome de gaz rare et un atome de gaz halogenejl@joermettre la réaction chimique. Ces
molécules, liant un atome de gaz halogéne et uneatte gaz rare, n’existent évidemment pas
a I'état naturel. On a donc recours a une déchéleggrique trés puissante pour réaliser cette
réaction qui permet de parvenir a I'état excitéogidine du rayonnement. Cette décharge
haute tension nécessite une densité de puissaweélavée qui ne peut étre maintenue que
durant quelques dizaines de nanosecondes et, paéquent, le ASER résultant est pulsé.
Ces lAsSERs délivrent, en général, un faisceau de sectionangttlaire présentant une
répartition d’énergie quasi uniforme. Ce faiscestuggnéralement remis en forme par passage
au travers d’'un masque.

Comme le montre le Tableau 4, cing longueurs domsdat plus fréguemment
disponibles pour lesASERSexciméres, en fonction du gaz rare utilisé. Dagtecétude, qui
vise a terme a pouvoir industrialiser le procesaosis nous sommes concentrés sur les deux
LASERSexcimeres les plus couramment accessibles, ardagsdongueurs d’onde de 193 nm
(ArF) et 248 nm (KrF) (Figures 14 et 15). Par exEmpe LASER excimére a 248 nm de
longueur d’onde se base sur la modification deracgire électronique de deux atomes, le
krypton et le fluor, pour former un dimére instale se dissociera en émettant un photon par
le biais d’'un électron. C’est donc un processusnaioe d’émission cohérente de photons.
Cette source ASER émet un rayonnement ultraviolet mono-chromatiquputsé (durée : 40
ns), de trés grande puissance instantanée (20 MW).
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Cavité LASER

Systeme
d’aspiration

Chambre

d’irradiation
Figure 14 :Exemple de BSER excimere utilisé dans cette étude
Table X,Y
Cavité LASER

Masque

Miroir

plan

Sortie faisces

Figure 15 : Vue en détail de la chambre d’irradiation
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3.2.1.1. Etude théorique de fonctionnement du ASER KrF (248nm)

Nous allons étudier dans ce paragraphe la théaidodctionnement du ASER
excimere KrF & 248 nm de longueur d’onde. Bienrahiecette théorie reste la méme dans le
cas du IaAseER excimere ArF a 193 nm de longueur d’'onde. Poudaraier, seul le gaz rare
change, puisque l'argon (Ar) remplace le kryptonr)(KEn référence a son mode de
fonctionnement, le ASER excimere est appelé «&ER a quatre niveaux » (Figure 16).

Dans la cavité du ASER se trouvent deux atomes a |'état gazeux, le fliat le
krypton Kr, sous une pression deIDorr. Sous I'action d’une différence de potentiel20 a
27 kV générée par deux électrodes, positive ettivegde krypton s’ionise :

Kr » Krf+ 16

Le krypton ionisé et le fluor s’associent alors pfmrmer le dimére excité [KrF] qui
occupe un niveau métastable : la place libre soolehe superficielle du krypton est occupée
par le fluor. Cependant, la dissociation initiale ldypton laisse dans le mélange gazeux une
abondance d’électrons libres. Ceux-ci peuvent agfieravec le dimére excité pour former du
[Kr F]. Cette réaction s’accompagne de I'émissiamghoton UV de 5 eV :

[Kr* F]+ 1le-- [KrF] +5eV

Bien vite le niveau [Kr F], quasiment vide car der@ de vie tres courte, se
transforme en Kr + F et il s’établit alors un retau’état initial :

[KrF] - Kr+F

Kr*, F (EZ)
. \ (Es) [Kr* F]
€ > l > hv 5 eV
(=Es-Ey)
/' (E) KA
Kr, F (E)

Figure 16 :Mode de fonctionnement dlAEER excimere 248 nm
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A la sortie du IASER utilisé dans nos études, le faisceau a une dimerdg 15 x 25
mm et est homogéne sur environ 80% de cette surfacgon rendement maximum, le
faisceau possede une énergie de 0,6 J sur I'ensesnbspot, ce qui équivaut donc a 0,16
Jlenf. En exprimant cette valeur en nombre de photonS d¥ par centimétre carré, cela
donne :

(2e)
-19
% =2x10" photons de 5 eV/ch

Ce nombre est considérable et montre bien lintdrdiliser un LASER exciméere UV
pulsé. L'émission des photons se fait pendant 2%secondes. Le ASER utilisé peut
travailler a des fréquences allant de 1 a 100 Hz.

Pour faire varier I'énergie sur la cible, deux mmyesont a notre disposition : faire
varier la tension d’alimentation dulABER de 20 a 27 kV et/ou utiliser une lentille réduxri
pour focaliser le faisceau, la distance lentillbagdillon déterminant la variation d’énergie. |l
est a noter que la premiere solution ne modifie lpamille du faisceau, a l'inverse de la
seconde. Dans le cadre de notre étude, nous avmaspour la variation de la tension
d’alimentation du RSER (premiére solution).

Dans la premiére partie de notre étude (choix di, BE5.1), les expérimentations ont
éte réalisées au Laboratoire de Physique de |&iite (LPES, Mons, Belgique). L'appareil
utilisé était un ASER Lambda Physik (Lasertechnik, Goéttingen, Allemags&yie Compex
205, fonctionnant a une longueur d’onde de 248 rangga un mélange de gaz Fluor-Krypton
(KrF).

Pour la seconde partie de I'étude (choix dwsER, § 5.2), et suite a la fermeture du
premier laboratoire, nous avons poursuivi nos erpEntations au Centre d’Etudes et de
Recherches ASERS et Applications (CERLA, Villeneuve d’Ascq, Francd)es appareils
utilisés étaient un ASER excimere de la marque GSI Lumonics ipex-848 famctant a une
longueur d’onde de 248 nm (n° série : E040101ndtASER excimére de la marque Lambda
Physics fonctionnant & une longueur d’onde de 183 n
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3.2.2. LES LASERS YAG

Contrairement aux ASERS excimeres qui utilisent des gaz, leasSERS solides
utilisent, comme leur nom l'indique, des milieuxlides comme milieu d’émission des
photons tels que des cristaux ou des verres. ktatou le verre n’est que la matrice et doit
étre dopé par un ion qui est le milieu amplificatedsSER. Le premier IASER est le IASER &
rubis dont I'émission provient de Iion €r D’autres ions sont trés utilisés (la plupart des
terres rares : Néodyme, Ytterbium, PraséodymeuBrpThulium ..., ou encore le titane et le
chrome, entre autres).

Le choix entre le verre ou le cristal en tant querice se fait sur l'utilisation attendue
du LASER:

- Le verre est utilisé pour desA&ERS nécessitant de fortes puissances, mais des
fréquences faibles. Cependant, le probleme posélgarerre est sa faible
conductivité thermique, rendant ainsi difficile lefroidissement du ASER
lorsqu’il tourne a plein régime.

- Le cristal est choisi lorsque des fréquences éfegéat nécessaires (supérieures a
1 coup par seconde, soit 1 Hz). Dans ce cas, uagéégent important de chaleur
doit étre opéré en dehors dadeR, mais la conductivité thermique du cristal étant
supérieure a celle du verre, le refroidissemerfiagedans de bonnes conditions.
L’exemple le plus connu de cristal est le grenatuthinium et d’'yttrium, YAG en
abrégé (de I'anglaigttrium Aluminium Garngt

Le milieu amplificateur peut étre un barreau dansds d’'un RSER Nd-YAG (donc
dopé au Néodyme et utilisant comme matrice du YA@is il peut aussi se présenter sous la
forme d’une fibre dans le cas desdeRs a fibre (donc dopé a I'Ytterbium et utilisant une
matrice en silice).

La longueur d’onde d’émission dua&ER dépend essentiellement de I'ion dopant,
mais la matrice influe aussi. Ainsi, le verre dapenéodyme n’émet pas a la méme longueur
d’onde (1053 nm) que le YAG dopé au néodyme (106 His fonctionnent en continu ou de
maniere impulsionnelle (impulsions de quelques aosiecondes a quelques picosecondes). lls
sont capables d’émettre aussi bien dans le vidibleroche infrarouge ou l'ultraviolet.
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Tout comme le RSER excimere, le BSER YAG est un IASER a quatre niveaux
(Figure 17). Un apport d’énergie extérieur par yste&ane de pompage optique a pour effet de
porter les atomes (ou ions) de leur état fondarhehtaa un niveau excité. Un transfert
d’énergie par vibrations au réseau cristallin le@e alors rapidement au niveauniveau
supérieur de la transitionASER, ou ils peuvent s’accumuler : c’est la relaxatiba.systeme
est « piegé » dans ce niveau en raison de I'existdiune relaxation lente du nivehwers le
niveaua, c’est la transition ASER Enfin le niveaug, lui, se vide rapidement vers le niveau
fondamental, par relaxation également, permeteargriouvellement continuel du cycle.

e Transitions
.. hon radiatives
rapides
b = Niveau
meétastable
Pompage
v LASER 1,06 um
a
f /_ Rapide

Figure 17 : Mode de fonctionnement dlinEER YAG 1064 nm

3.2.2.1. Les LASERSYAG continus

Plusieurs technologies deA&ER YAG existent privilégiant la qualité ou la puissan
maximale du faisceau pouvant étre extraite de Mté&cales LASERS YAG présentent
'avantage, par rapport auxABeErRS CO,, de pouvoir utiliser des fibres optiques pour le
transport du faisceau. Le cristal de grenat diytiriet d’aluminium (¥AlsO;2) contient en
faible quantité du néodyme, qui est I'atome adt.milieu actif est excité par une ou deux
lampes flash émettant en "continu”, positionnédswaudu cristal ; 'ensemble constitue la
chambre de pompage. Il est possible d’assemblsiepits chambres de pompage et ainsi de
réaliser des ASERsd’une puissance totale maximum de 3000 W. L’angalifon du faisceau
d’énergie s’effectue par allers et retours sucéesisins le milieu amplificateur constitué d’un
résonateur simple, ou d’'un résonateur simple ehal’'uhambre de pompage montée en
amplificateur. Le faisceau émis est guidé versdstg de travail par des miroirs ou par une
fibre optique. L’émission du néodyme a lieu dangrleche infra rouge a 1,06 pum.

37



3. Matériels

3.2.2.2. Les LASERSYAG pulsés

Le résonateur et les chambres de pompage sontrdept@mn similaire a celles des
LASERS YAG continus. L'excitation s’effectue de maniénéf@ente. Les lampes flash sont
alimentées a des fréquences et des durées d’irmpulsriables, parfaitement définies et
reproductibles dans le temps. A chaque impulsi@ttétjue correspond I'émission d'une
impulsion LASER Un pilotage de I'excitation des lampes flash petrae contréler le profil
temporel de I'énergie émise par l'impulsiomdER Un module de pompage permet la
production d’une énergieASER de I'ordre de 50 J pour une puissance moyenn®d&\b

Dans le cadre de ce projet, nous avons utiliséASER YAG pulsé dit « Q-switched »
grace a des cellules de Pockels et émettant aougedur d’'onde de 1064 nm (Figure 18). Il
s’agit d’'un LASER YAG ND 6000 Continuum. Un systeme de cristaux tinéaires permet
de doubler ou de quadrupler la fréquence, perntettatteindre les longueurs d’onde de
532nm et 266 nm.

Miroir plan Sortie faisces Cavité LASER

el NS T—

Lt i L _—
convergente @/j-@ = Eg .
e == Table XY
Lentille i - ”/////’/////'/,’,’,’
divergente - \ ‘.

Figure 18 : Exemple de RSER YAG utilisé dans cette étude
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3.2.3. INTERACTION LASER - MATIERE

Un photon du rayonnement est absorbé par un éted&osalence du matériau, celui-
ci passe alors de la bande de valence vers la liEndenduction, et il y a création d’une paire
électron-trou : la liaison est donc momentanémersisée. Avant qu’il ne puisse y avoir
recombinaison de I'électron et du trou, ceux-ceiagissent avec le réseau et cédent une
partie de leur énergie sous forme de vibrationsnajoes : il y a création de phonons. Les
phonons se propagent et vont distribuer leur éaaigiétique pendant environ ¥0seconde.
Aprés recombinaison, qui a lieu au bout d& §6conde environ, le réseau se retrouve dans un
nouvel état d’équilibre thermodynamique, possédaettempérature [égérement supérieure a
la température avant irradiation. En revanche,qi@ils se produit un couplage entre un
photon et un électron déja excité et qui n'a paseeiemps de se recombiner, ce dernier va
absorber l'intégralité de I'énergie du photon.dta alors expulsé dans le vide et il se produira
ainsi une ablation “froide”. Etant donné l'ordae grandeur de I'énergie des photons émis
par un lASER travaillant dans le visible ou l'ultraviolet (d@idre de I'électron-volt), seuls
les électrons libres et les électrons faiblemeés lc’est a dire les électrons de valence)
peuvent absorber cette énergie par couplage éhecpriooton.

L’intérét du LASER réside dans le fait de sa grande densité d’énekEgieeffet, si
plusieurs électrons de valence appartenant a des®ris voisines, c’'est a dire proches de
guelques distances inter-atomiques, se trouvenilsinément excités (en fait dans le temps
de recombinaison de PGeconde), il peut se produire I'éjection d’un grew’atomes de la
surface : c’est I'ablation. Cependant si ce n'es |@ cas, I'électron et le trou se recombinent,
permettant & I'électron de retourner dans sond#atalence : la surface est excitée, devient
sensible a I'environnement, mais il n’y a pas daioh de la surface du matériau. C’est donc
la densité de liaisons instables par unité de vel@tnpar unité de temps qui va générer la
perte de matiere.

En résume, pour qu'’il y ait ablation, il faut que :

M L’énergie des électrons incidents soit supérieute kargeur de la bande
interdite de la liaison.

M Le faisceau soit focalisé dans I'espace pour pérenkt rupture de liaisons
voisines.

M L’émission de photons soit concentrée dans le tgmops permettre a des
liasisons de se rompre simultanément (ou tout aunsndians un temps
inférieur au temps de recombinaison).
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4. METHODES
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4.1. EXPERIMENTATIONS SUR LE PET
4.1.1. Préparation des échantillons

Les échantillons de PET étaient découpés de mareetangulaire et mesuraient 2,5
cm de largeur sur 8 cm de longueur. Chaque éclmmél été nettoyé durant 15 minutes dans
un bain d’éthanol aux ultrasons, puis laissé sadrar libre.

Un masque était alors découpé dans de l'aluminisenyant a centrer le faisceau
irradiant sur le matériau. Ses mesures étaienterd de largeur et 2 mm de hauteur. Son
premier intérét est d’éliminer les parties les pixdernes du faisceau, lesquelles sont les
moins homogenes, et de ne conserver que la parpu$ énergétique du faisceau. Seule la
partie la plus centrale de ce dernier atteint diansurface, permettant d’en réduire les
irrégularités. En effet, le profil de sortie d’'uoup de IASER sur une surface quelconque n’est
pas homogéne sur toute sa largeur, mais préseatentamsité d’énergie plus importante au
centre et plus faible sur les cétés. En fait, ktriiution d’énergie ressemble a une courbe
d’allure gaussienne (Figure 19).

Le deuxieme intérét du masque est de nous pernw#ssurer que la dimension du
faisceau qui atteindra I'échantillon de PET sergdiors la méme. Le réglage de la vitesse de
balayage sera donc toujours identique (fixée a Zaoohde), permettant la reproductibilité
des expérimentations entre les differerdskERS

Energie

maximale
/ apportée sur
la surface

/

L’énergie regue
par la surface
est plus faible
pd N
~ 7
Largeur de la surface irradiée

Figure 19 : Profil d’énergie typique du faiscealhtER

Les échantillons de PET sont fixés a l'aide d’aiteasur une table capable de se
déplacer suivant deux directions (table X, Y) (Fegu20 et 21). La vitesse de déplacement est
déterminée par l'opérateur, et permet de produire wradiation en mode balayage, par
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opposition au mode statique. Cette option a étésighoar elle permet d’'une part d'irradier
des surfaces plus importantes, et d’autre parradyire un résultat plus homogéne.

Figure 20 : Echantillon de PET Figure 21 : Echantillon de PET
avant irradiation pendant irradiation

Nous avons décidé de réaliser les irradiationsfaisaau-dessus et au-dessous du seuil
d’ablation €f. paragraphe suivant). Le polymére irradié peut seilécomposer directement
(ablation photochimique), ou subir un procédé dexegion non radiative qui chauffe le
polymére jusqu'a atteindre une température pyrogéaelation photothermique) en
convertissant I'énergie électronique en énergierntigue. Concernant les phénomenes
d’ablation engendrés par lesaderRs UV, le mécanisme dominant la décomposition du
polymeére reste controversé a cause de la difficuttdesurer les variations de température, et
donc a déterminer précisément le mécanisme miswedyrant des périodes aussi courtes que
les nanosecondes ou méme picoseconfle®urant le phénoméne d’ablation, de petits
segments volatiles de haute densité, des moléetildss ions, sont produits dans un espace et
un temps trés limités. Ainsi une trés forte prassést produite a la surface du PET, se
rapprochant d’'un effet « explosif ». D’ailleurs dat le traitement ASER, réalisé au dessus
du seuil d’ablation, un bruit de claguement netyadiétre entendu, accompagné parfois d’un
léger dégagement de fumée.
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4.1.2. Choix de I'énergie d’irradiation

La littérature rapporte de maniere unanime un sBafllation du PET situé entre 20 et
50 mJ/cmz lors d’une irradiation au moyen d&SERS ultraviolets. La valeur exacte de ce
seuil d’ablation varie d’ailleurs de quelques njulliles en fonction de la longueur d’onde du
LASER; en effet, le coefficient d’absorption du PET lesfiqguement modifié en fonction de la
longueur d’onde du rayonnement recu.

Nous avons donc décidé de réaliser les expérimensaen nous situant entre 12
mJ/cmz2 pour la valeur la plus bass@$ER excimére 248 nm) et 1000 mJ/cmz2 pour la valeur
la plus haute (ARSER YAG 1064 et 532 nm), et ceci en faisant varienddgie par paliers,
adaptés en fonction de la valeur d’énergie mininalenaximale pouvant étre fournie par
chaque ASER

4.1.3. Calcul de l'intensité de I'énergie d’irradiation

Le faisceau sort de la cavité dadER et se dirige dans la chambre d’irradiation. Il
passe alors successivement dans différents digpasin d'étre modelé : la totalité pour le
LASER YAG (Figure 18) ; le premier et le dernier poutkesER excimere (Figure 15) :

et & garantir une reproductibilité de la taillefdisceau.

Nous avons dd ajouter les lentilles convergentelietrgente au ASER YAG en
raison de la taille inappropriée du faisceau etiesde la cavité ASER Ces lentilles ont été
choisies pour leur absence de modifications soatare du faisceau.

Afin de rendre plus facilement compréhensibles d&plications sur le calcul de
l'intensité de I'énergie d’irradiation, nous allopsendre pour exemple IeABER excimére
248 nm. Cette démonstration reste valable aveaugss types deASERS

Un premier tir IASER est effectué sur un papier thermique afin de Viseraet de
mesurer I'impact du faisceau sur la surface. Lard’idradiation, le papier thermique subit
une élévation de température entrainant un changeseecouleur a I'endroit de I'impact du
rayonnement. Cette opération est a réaliser a ehagssion, car |leASER peut se dérégler
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d’'une séance a l'autre. Le jour de notre opérafionpact affiché sur le papier thermique a
été mesuré a 0,42 cm? (Longueur:L x largeur:l) & 0,2 cm).

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent, férdifice de potentiel générée par
les deux électrodes peut varier de 20 a 27 kVafisinsi varier l'intensité du faisceau
LASER Cependant, les valeurs les plus faibles sontitarésar a ce niveau, le faisceau est
plus instable. Ceci réduit un peu les possibilitésteindre les valeurs d’irradiation tres faible
de l'ordre de quelques mJ/cmz.

La vitesse \{) de translation de la table motrice est fixée mr@/s, ce qui permet
d’irradier un échantillon en 35 secondes enviramfiéquencd du LASER est fixée a 10 Hz.
Le nombre de coups recus par la surface est donc égal a :

N=(@fI)/v
N=(10x2) /2
N =10

Le fait de déterminer ainsi un nombre de dix coppsr chaque unité de surface
permettra ici encore de diminuer les risques d'mbgénéité d'irradiation. En effet, lorsque
chaque unité de surface ne recoit qu'un seul cdap,disparités peuvent se produire dans
l'irradiation. Cette affirmation s’explique par fait que chaque coup envoyé a une intensité
d’énergie légerement différente de ses voisinsragson de la stabilité imparfaite dénotée
dans la cavité du ASER En revanche, sur une moyenne de 10 coups, leardés sont
fortement diminuées.

La derniére étape consiste alors a calculer, poaque énergie d’irradiation recue par
le PET (en mJ/cm?), la puissaregui doit étre établie a la sortie de la lentitt&eét a dire en
sortie du miroir plan pour lesASERS excimeéres ; en sortie de lentille divergente plesr
LASERS YAG). SoientP la puissance mesurée en sortie de lentille (ertsjyatla longueur
du faisceau (2,1cm), sa largeur (0,2cm)S sa surfaceEi I'énergie par impulsion eEd
I'énergie déposée sur I'échantillon (en mJ/cm?2).chkul est alors simple. lllustrons le avec
une irradiation souhaitée a 120 mJ/cBEd € 0,12 J/cm?) :

Sachant que : P =1fEi (1) et Ed= (Ei/S).N (2)
Alors : Ed= (Ei/L.l) . (f.Iv)

Donc : Ed = (Ei.f) / (L.v)

D'ou : Ei=(Ed.L.v)/f (3)

Avec (1) et (3) on obtient : P = Ed.L.v
P=0,12x 2,1 x 0,2 =0,0504 W
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Il suffit alors d’obtenir une puissance en sodgelentille de 50,4 mW. Pour cela, nous
faisons varier la tension d’alimentation dadeR entre 20 et 27 kV de maniére a obtenir la
quantité d’énergie souhaitée. Un mesureur de puiss@owermeteren anglais) placé en
sortie de lentille permet d'objectiver ce résulthé réglage est jugé satisfaisant lorsque
I'écart-type moyen obtenu pour dix mesures estlde pu moins 10 mW, les précisions du
LASER et de I'appareil de mesure utilisés ne nous pd¢amepas de descendre en dessous.
Ceci nous donne donc une incertituadke :

i=P/f.S

i=10/4,2=

2,4 mJ/cm?2

Pour chaque niveau d’irradiation donné, l'incedis s’établit donc a plus ou moins
2,4 mJ/cm? par rapport au niveau d’énergie souhagéTableau 5 résume les différents
parametres utilisés dans cette étude.

Excimere Excimere
LASER 248 nm 193 nm YAG 266 nm| YAG 532 nm| YAG 1064 nm
Maraue GSI Lumonic{ Lambda |YAG ND 6000[ YAG ND 6000 YAG ND 6000
a ipex-848 Physics Continuum | Continuum Continuum
Tension 22 a 27 kV| 22 a27k\ 22a27kVv  22a27kv22a27kV
Energie 12 4210 20 a 500 20 a 270 30a1000 | 150 a 1000
d’irradiation mJ/cm?2 mJ/cm?2 mJ/cm? mJ/cm?2 mJ/cm?2
Incertitude +2,4nJ/cm?| £ 2,4mJ/cm2| £ 2,4mJ/cm?2| £ 2, 4mJ/cm?| + 2,4mJ/cm?
Nombre de cps 10 coups 10 coups 10 coups 10 coups 0 coups
Fréquence 10 Hz 10 Hz 10 Hz 10 Hz 10 Hz
A,t_mos_ph_ere Air Air Air Air Air
d’irradiation
. Mogje_ Balayage Balayage Balayage Balayage Balayage
d’irradiation
Vitesse de 2 mm/s 2 mm/s 2 mm/s 2 mm/s 2 mm/s
balayage

Tableau 5 :Parametres utilisés pour l'irradiation du PET.

Le seul parametre variable est I'intensité de Ii§reeutilisée (en gras).
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4.2. LE SPECTROMETRE

Le spectrometre utilisé dans notre étude permeéaleser des mesures d’absorbance
du matériau irradié ou vierge. Il s’agit d'un speantéetre Lambda 19 de Perkin Elmer. Le
balayage en longueur d’'onde a été effectué entdeeB@B0O00 nm, par intervalles de 1 nm.
L’analyse est donc effectuée dans le visible pasgrus petites longueurs d’onde (environ
350 a 1000 nm), puis dans le proche infrarouge pearplus grandes valeurs (1000 a 3000
nm). Un premier passage est fait avec un "blanai dé tracer I'horizontale, puis les
échantillons sont analysés les uns apres les autres

Les mesures de longueur d’onde données par leigbdiambda 19 sont donc
exprimées en nanometre pour les analyses effecitié&achant que la longueur d’'onde (
est reliée au nombre d’onde (en Bmon peut en déduire ce dernier grace a la formule
suivante :

Nb ondes (cri) = 10.000 A (um)

En résumé, la gamme des nombres d'ondes sur laguelis avons travaillé est
comprise entre 33.333 ¢met 3.333 crit pour le visible et le proche infrarouge
respectivement.

4.3. CALORIMETRIE DIFFERENTIELLE (DSC)

La calorimétrie différentielle permet de détectes kffets thermiques (phénomenes
endothermiques ou exothermiques) se produisant dbwse transformation ou d’une
évolution structurale. La mesure revient a déteemia quantité H (variation d’enthalpie
positive ou négative) mise en jeu lorsque le matérest soumis a une variation de
température parfaitement linéaire avec le temps.

Lors d’'une analyse calorimétrique, le thermogramemeegistré correspond a la
variation de dH/dT, c’est-a-dire a la variationakeleur spécifique (§ avec la température.
Le systeme est constitué de deux boucles de cerdedthauffe. La boucle "intégrale” permet
d’assurer une montée linéaire de la températunetfégeence () et de I'échantillon (J) en
fonction du temps. La boucle différentielle perntgdjuster la puissance de chauffe de
I’échantillon de telle sorte qu’a chaque instaatidmpérature JISsoit égale a la température T
en compensant les effets endothermiques et exatipges1mis en jeu lors des transitions de
phases. La compensation de puissance calorifiquelt d€3t mesurée en fonction de la
température T (Figure 22).

L’appareil utilisé est un microcalorimetre DSC-7 Herkin Elmer. Le systeme est
initialement étalonné en température et en puissaradorifigue a I'aide d’échantillons
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d’'Indium de grande pureté. Les échantillons a amalysont mis dans des capsules en
aluminium puis dans le four. Une capsule en alummmiest utilisée comme référence, la
différence de température entre les deux échamil{®ET et aluminium) étant enregistrée.
Les mesures de DSC des échantillons de PET somtteds a une vitesse de chauffe de
20°C/min sur la plage de température de 20 a 280°C.

La température de transition vitreuseg)(Est enregistrée au point d’inflexion a
I'endroit ou la courbe marque un premier saut danpuissance calorifique. Le taux de
cristallinité (X)) est estimé a partir de I'énergie correspondatierkdotherme de fusion
divisée par I'enthalpie de fusion d’'un PET 100%st&ilin (AH:° = 120 J/g, paramétre donné
par le fabricant DuPont Teijin Film'&"). Le taux de cristallinité du Melin&nous est donné
par le fabricant comme situé dans une fourchettemnade 50 a 55 % lorsqu’il est calculé a
partir de la densité du film terminé.

Récipient Récipient de
témoin référence
(PET) (aluminium)

Q

Vers 'ordinateur

o
»

AN ya

Four Thermocouples

Figure 22 : Principe de fonctionnement de la DSC

4.4. MESURES DE RUGOSITE
4.4.1. Le profilometre

Les mesures de rugosité ont été effectuées aveprafiltometre Taylor Hobson
Précision de type FormTalysurf Intra avec un palgminte diamant d’'un rayon de 2 um et
une pression de palpeur de 0,8 mN (soit 8mg). Ismluéon du capteur est de 3,2 nm.
L’enregistrement du profil a été effectué sur umgamce de 5 mm linéaire avec une pré-
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course de 0,3 mm et une vitesse de 1 mm/s. Poanioli¢s valeurs de Ra, le traitement des
données a été effectué par le logicigllixa » spécialement concu pour la Métrologie.

Dans ce systeme, les mesures sont donc faitegofietaniquement en déplacant
I'échantillon au dessous d’'un stylet a pointe diat@a. Le stylet est relié a un cristal piézo-
électrique qui convertit le déplacement verticalstlglet en un signal électrique. Celui-ci est
ensuite digitalisé et gardé en mémoire. Une impmimareliece a l'appareil, permet de
matérialiser sur support papier le profil de swefda matériau analyse.

4.4.2. Le microscope photonique

Le microscope photonique permet de réaliser unemigre observation des
échantillons irradiés. L'appareil utilisé est uncriscope métallurgique POLYVAR MET,
relié a une caméra CCD qui permet de capturer emgyes sur I'écran d’'un ordinateur
adjacent. Ce microscope permet d'observer en lengélarisée, dont I'intérét s’explique par
le fait que deux faces distinctes d’'un échantillpeuvent réémettre la lumiere a des
polarisations différentes. Les filtres du microseopétallurgique peuvent alors éliminer I'une
des polarisations pour mettre une des faces ermséd permettant bien souvent d’obtenir a
la fois un meilleur contraste et un relief augmetds surfaces étudiées.

4.4.3. Le microscope électronique a balayage (MEB)

Le microscope électronique a balayage ne nous dpasale mesures de rugosité a
proprement parler. En revanche, il donne une bdée de la topographie et du relief de la
surface aprés traitemenAgER

Dans cette étude, le MEB utilisé a été un microscélectronique a balayage avec
canon a émission de champ (FEG), équipé d’'une amalgse EDS, de marque Hitachi
S4700. Avant observation, les échantillons sontaltigés (chrome), puis l'analyse est

réalisée sous vide, sous un voltage de 1,0 kV.

4.5. MESURES D'’ENERGIE DE SURFACE

Des gouttes d’eau, sur une surface hydrophobe,epeéysrésenter des angles de
contacts tres différents, car ces surfaces non |fablés ne sont presque jamais a cent pour
cent hydrophobes. L’hydrophobie peut étre défimenme une répulsion vis-a-vis de I'eau.
Cette définition est limitée car un substrat hythape interagit avec I'eau par le biais des
forces de dispersion et il peut également contdas groupements polaires susceptibles
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d'attirer les molécules d'eau. Hoffmdii précise d'ailleurs que les termes hydrophile et
hydrophobe ne sont pas adaptés pour décrire lecteegad’'un biomatériau dans un

environnement biologique, et en particulier pous lmteractions protéines/cellules a
l'interface d’'un biomatériau. Les notions de malbiilité et d’absorption d’eau sont plus

adaptées pour de telles interactions.

4.5.1. Mouillabilité, tension superficielle, énergie defaige

Afin de comprendre parfaitement les différents sramployés dans ce paragraphe, il
n'est pas inutile de rappeler les principales dédins : mouillabilité, tension superficielle
d’un liquide, énergie de surface d’'un solide.

4.5.1.1. Mouillabilité

Elle représente I'aptitude qu’a un liquide a ocauleeplus grande surface possible
lorsqu’on le dispose sur une surface solide. Lailabilité d’un corps par un liquide dépend
de la tension superficielle de ce liquide et desds de cohésion entre ce liquide et ce corps.

Pour un systéme liquide-solide donné, le mouillagpend de la pression, de la
température, de 'hygrométrie, ...

4.5.1.2. Energie superficielle d’un liquide

Prenons I'exemple de I'eau. Une molécule d’eau @urcdu liquide est attirée par
toutes ses voisines, elle ne subit donc globalemastde force résultante : la résultante des
forces est nulle. En revanche une molécule d’eda derface est attirée de tout cété sauf vers
le haut, puisqu’elle n'a pas de voisine dans aittection : la force résultante est donc vers le
coeur du liquide (Figure 23). C’est la raison poaqukelle les molécules de surface se
comportent comme celles d’'une membrane confinafigjléde. Comme les molécules sont
attirées vers le liquide, elles forment la plustpeturface pour un volume donné : la sphére.
Pour définir I'intensité de ces forces de cohésmmus parlons de tension superficielle.

La tension superficielle caractérise donc l'aptugu’a la surface d'un liquide a
prendre la plus petite valeur possible dans unemitionné. Elle caractérise également la
cohésion d’'un liquide puisqu’il faut vaincre legdes de cohésion interne de celui-ci pour
accroitre cette surface.
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Figure 23 : Résultante des forces exercées sur une moléade d’
au cceur ou en surface du liquide
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4.5.1.3. Energie de surface d’un solide

L’énergie de surface est une grandeur thermodynamiaqui contribue a
l'interprétation des phénomenes d’adsorption iammdux. Une méthode indirecte pour
I'évaluer consiste a étudier les interactions égban entre le solide et un liquide choisi. La
méthode de mouillabilité par une phase liquide merla détermination expérimentale des
composantes superficielles des polymeres, afinrdgop leurs aptitudes a interagir avec
d’autres matériaux via des liaisons non covaler@esne goutte de liquide est déposée sur la
surface parfaitement lisse d’'un solide, elle prenébrme d’une calotte sphérique. En effet,
cette forme est celle qui donne a la goutte I'd&eplus faible pour un volume donné :
augmenter la surface consisterait a fournir deekgre. Celle-ci est représentée par la tension
de surface, caractéristigue de chaque matériae etbalue liquide (72 mN/m pour I'eau pure
par exemple).

La forme de cette goutte, en particulier I'angle rdecordement du liquide sur le
solide, est déterminée par les énergies supelésiet inter faciales des phases en présence.
Le modéle de Young (Figure 24) illustre ces inteoas.

Vapeur Yiv

Liqguide 7ys. ©

7777777777 7777777777

Solide

Figure 24 : Représentation schématique de la méthode de I'alegiputte
utilisée pour déterminer I'énergie de surface dwénieu®
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D’aprés ce modéle, le contact solide-liquide estndopar la relation :
Ysv =vsL + v €OSO (MJI/m?) (1)
Avec :ysy = énergie libre de surface du solide en préseasadeur liquide (mJ/m?)
vsL = énergie libre inter faciale solide-liquide (m3ym
yov = tension superficielle du liquide (N/m)
0 = angle de raccordement du liquide sur le solide

L’angle 6 caractérise la mouillabilité vis-a-vis du support
Si 0 est élevé, le support est peu mouillant
Si 0 est faible, le support est mouillant.

L’aptitude d’un liquide a mouiller un solide (andlepetit) sera d’autant plus élevée
que I'énergie libre de surface du soligg sera élevée. Les mesures des angles de céntact
d’'une série de liquides polaires et apolaires demicomposantes polaires et dispersives sont
connues vont nous permettre de déterminer les igtéprde surface des solides analysés. Si
I'on utilise 'eau comme liquide de mesure d’andke contact, on peut déduire le caractére
hydrophobe (faible énergie de surface) ou hydreplgrande énergie de surface) de la
surface. Si I'on utilise plusieurs liquides de réfices différentes, on peut accéder a I'énergie
libre de la surfacey(), tout en discriminant les composantes polaiygd pu dispersivesy(®)
de cette énergie. Ces solvants doivent présentetemsions superficielles assez différentes
pour permettre d’accéder a une gamme assez latgdapasolution graphigue. Le Tableau 6
présente les caractéristiques des solvants utdisgés notre étude.

Composante dispersiy€omposante polaitdnergie totalg
Solvants
(mJ/m?2) (mJ/m?2) (mJ/m?2)
Eau 21,6 51 72,6
Formamide 39,5 18,7 58,2
a-bromonaphtaléne 44,6 0 44,6
Ethyléene glycol 29 19 48
Diiodométhane 50,8 0 50,8

Tableau 6 : Composantes dispersives et polaires de I'énermudace
de différents liquides tests de référence

4.5.2. Evaluation des angles de contact

La méthode de mouillabilité entre une phase liquitleune phase solide est une
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méthode optique nécessitant un appareillage otgdeties de faibles volumes (& pour
éviter les distorsions dues a la gravité) sont déese a l'aide d’'une micro seringue sur
I'échantillon a tester. Pour chaque échantillomgcsolvants sont utilisés : eau, formamide,
alpha-bromonaphthaléne, éthylene glycol et diiodbiarée (Tableau 6).

La manipulation est réalisée dans une enceintenttetatée a 37° C. Une caméra fixée
sur I'appareil permet de suivre I'évolution de laugge au cours du temps sur I'écran du PC
(Figure 25). Elle permet également d’enregistrez photographie de cette méme goutte 10
secondes apres avoir été déposée.

Sur cette photographie, le logiciel DigidfogGBX Scientific Instruments, France)
permet de numériser le contour de la goutte paeinent des images. Il détermine ensuite
I'angle de contact par des méthodes d’interpolatRour chaque goutte déposée, cing modes
de calcul sont effectués afin d’en déduire I'andgecontact moyen : contour, automatique,
semi-automatique, manuel 1 et 2. Les trois premmardes sont automatiquement ou semi-
automatiquement déterminés par l'ordinateur. Lesixdautres modes font intervenir
I'opérateur qui choisit, selon le cas, deux oustfmints de référence, permettant d’en déduire
I'angle de contact. Dans tous les cas, I'ordinatgude en mémoire la mesure moyenne entre
les deux angles (droit et gauche) formés par latgaur le support.

Seringue

; Fond noir
Caméra :l H’ Goutte
. Echantillon

i
[ —]

Figure 25 : Schéma de principe de la mesure de I'angle degoutt

Trois gouttes de chaque solvant sont déposées’é&thrahtillon pour affiner la
moyenne. Pour chagque solvant, ce sont donc quinzeumds qui sont retenues afin de
déterminer I'angle de contact moyen que réaligmlate sur son substrat.

La méthode d’Owens-Wendt est utilisée pour calclégrergie de surface totale des
échantillons ainsi que leurs composantes polaidisgersive’. Ce modéle d’Owens-Wendt
a été choisi car il est bien adapté a la mesurkédergie de surface des biomatériaux. Ce
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modele se base sur la décomposition des énergadiftirentes phases et sur I'expression de
la tension interfaciale suivante :

YsL = ys+ v — 2087 ys D)2 - 26y P2 (2)

La résolution graphique donne une droite du type XX + B. En combinant (2) et
(1) on obtient :
X= ((yov - yov )y = o Hy
Y=yv(1 + cosh) / 26y

1/2

Avec I'équation (2), les valeurs de A et B sontedétinées :

A=)
B = ()"

Ainsi, en ayant la valeur des composantes dispess{i8) et polaire (A), I'énergie
totale est facilement calculée (énergie totale mpmsante dispersive + composante polaire =
A + B). Le programme informatique nous donne deewnt la valeur des trois composantes
de I'énergie du matériau étudié.

4.6. MESURE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DE SURFACE:
XPS

Des échantillons du PET Melin®xierges et irradiés (a 24 mJ/cm? et 120 mJ/cnt) on
été analysés par XPS (X-Ray Photoelectron Specipg¥cCes analyses ont été conduites
avec le spectrométre ESCALAB 220XL. Les photonsdeats étaient inclinés a 45°, puis
seuls étaient collectés les photoélectrons émipepéiculairement a I'’échantillon. La
profondeur d’analyse était de 10nm. Une ligne cAtkonochromatique (1486,6 eV) a été
utilisée pour I'excitation, a une puissance de Y20 produisant un spot de 500 um sur
I'échantillon **. Le spectrométre fut utilisé selon un mode d'émepmpssante constante (20
eV), produisant un spectre de haute résolutionudefyt enregistré par I'intermédiaire d’'une
lentille électromagnétique. Un bombardement d'étexs a 6 eV d’énergie a également été
appligué sur les échantillons afin de compenséfet ele charge durant I'analyse. Un masque
en acier avec une ouverture de diaphragme de 2 pptigaé sur les échantillons a permis de
stabiliser cette compensation de charge. Les @asedg liaison ont été analysées en prenant
référence sur le niveau d’énergie du carboneaC284,7 eV pour les espéeces de carbone a
noyau aromatique. Ces expérimentations ont étéuitasddans un vide supérieur &'1Pa.

Les données expérimentales ont été interprétéeke pagiciel Eclipse fourni par la maison
VG Scientific.
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4.7. TESTS DE CULTURE CELLULAIRE

Tous les tests de prolifération ont été réalisélon les normes internationales et
européennes (ISO 10993-5 / EN 30993-5).

4.7.1. Les cellules L132

Les cellules de la lignée L132 (ATCC CCL 5, celtukpithéliales embryonnaires de
poumon humain) ont été isolées par E.V. Davis & \Bolin®" en 1960 et sont reconnues
pour leur grande reproductibilité (Tableau 7). @eflules sont cultivées dans du Milieu
Essentiel Minimum (MEM) avec des sels de Earl shfSlutamine (Gibco) additionné
extemporanément de 0,292 g/L de L-Glutamine, Olldg streptomycine, 100 Ul/mL de
pénicilline et 5% de sérum de veau fcetal (Eurobio).

Leur choix résulte de trois caractéristiques. D’'pae, ces cellules épithéliales ont la
particularité de toujours vivre et proliférer (cetexistique des lignées cellulaires). D’autre
part, cette lignée est extrémement sensible atdamycité et réagit avec une reproductibilité
tres constante. Enfin, ces cellules forment facdethdes colonies avec des coefficients de
clonages élevés (37% a 408%§°

Désignation L132

Numéro ATCC CCL-5

Organisme Humain
Dépositaire E.V. Davis
Morphologie Epithéliale

Marqueur HELA Oui

Virus Poliovirus type 1,2,3 ; Adénovirus type Besicular Stomatis

Tableau 7 :Caractéristiques des cellules L132

4.7.2. Test de cytotoxicité par clonage

Le test de viabilité consiste a établir I'effetatdfl de clonage (ERC) et par conséquent
la concentration Iétale 50% (LC50) en étudiant &hnde de formation de colonies avec des
cellules L1327 Le test mesure quantitativement un seul critéréodicité qui est la mort
ou la survie cellulaire. Il est par conséquent Higge, fiable et reproductible. Il permet
d’établir une idée de la cytotoxicité de toute sabse chimique par comparaison des LC50.
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Les cellules sont exposées en continu a deux ctiatiens de poudres du matériau a
tester (200 et 40Qug/mL) sans changement de milieu de culture pentardurée de
I'expérience : 9 jours a 37°C et 5% de £Qe nombre de cellules inoculées est déterminé
pour obtenir environ 100 unités par boite de calt@haque cellule déposée sur le fond de la
boite de Pétri est & I'origine de la formation dwolonie de cellules filles appelée clone.

Huit expériences séparées sont conduites pour ehaapcentration. Apres coloration
au cristal violet permettant de mettre en évidele= clones, ceux-ci sont comptés et
comparés au témoin. Une poudre de Nickel pur aiséa# comme témoin positif. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de survie léa cultures exposées aux poudres de
PET par rapport aux cultures témaoin.

La poudre de PET a été obtenue par un procédéayader mécanique du polymere
dans de l'azote liquide. Cette technique présemtdouible avantage de ne pas échauffer le
matériau d’'une part (et donc de ne pas modifiermepriétés physico-chimiques), et de
laisser un produit tres cassant d’autre part, gbus facile a broyer. Cette caractéristique est
due a la température trés basse de l'azote liggiderend le PET trés rigide malgré sa
souplesse initiale.

Les poudres de PET de différentes concentratioaierét préalablement stérilisées
sous deux lampes a ultra-violet de 15W de puissahaeune, a 20 cm de distance, pendant
une durée de 2 heures.

4.7.3. La prolifération cellulaire

Le test de prolifération cellulaire consiste endétermination de la croissance
cellulaire in vitro. Le test est effectué sur des lignées cellulagesnales ou humaines
provenant on non du futur site d'implantation (cgpicde cellules cibles). Dans le cadre de
notre expérimentation, nous avons choisi les @dlw132 pour déterminer le type de PET
optimal d’'une part, et leASER le plus efficace d’autre part.

4.7.3.1. Détermination de la durée de prolifération optimale

Les Figures 26 et 27 montrent I'évolution de lalifgoation et de la vitalité des
cellules L132 pendant une durée de 7 jours sanggenaent de milieu. La densité de cellules
inoculées le premier jour est de 7500 cellules/dma2courbe de cinétique de prolifération
montre que le nombre de cellules atteint son maxirapres 6 jours de prolifération, avant de
diminuer par la suite, les cellules n'ayant pluseasde nutriments pour vivre et se reproduire.
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Le temps d’'incubation des cellules L132 dans I'imeieur ne doit donc pas excéder 6 jours
sans changement de milieu.
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Figure 26 : Cinétique de prolifération des cellules L132 (inkation 7500 cellules/cm?)
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Figure 27 : Cinétique de vitalité des cellules L132 (inoculatitb00 cellules/cm?2)

4.7.3.2. Tests de prolifération

Les proliférations sont conduites dans des plaquas puits, sur des éprouvettes d’'un
diamétre de 14,9 mm. Les échantillons étaient pbdamnent stérilisés 2 heures sous
rayonnement ultra-violet (1 heure par face), putsiguméthode de I'autoclave ne pouvait étre
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retenue en raison de la sensibilité du PET a ¢e flampérature (135°C, au-dessus de la
température de transition vitreuse et trés proeha dempérature de cristallisation).

Toutes les manipulations ont été effectuées dassaeditions stériles, sous hotte a
flux laminaire. Un anneau de viton a été déposé dhraque puits pour maintenir la pastille
de PET au fond de celui-ci, évitant qu’elle net#oa la surface apres la mise en place du
milieu de culture. Une suspension de 10.000 calléi@ait déposée dans chaque puits. La
période de culture était de 3 jours et de 6 joarssschangement de milieu. Cette double
période de prolifération cellulaire a été choidi@ ae suivre I'évolution de la reproduction
cellulaire dans le temps. Les puits sans pastill@is avec anneau de viton, constituaient les
témoins.

4.7.3.3. Comptage cellulaire

Trois et six jours aprés inoculation, un comptaghutaire est réalisé a l'aide d'un
compteur de particules Coulter Z1 (Coulter Eledtren Les puits sont vidés de leur milieu a
I'aide d’'une seringue et 0,3 mL de trypsine sooutgs pendant 10 minutes afin de décoller
les cellules. L'effet de la trypsine est alors ndilen injectant 0,7 mL d’EDTA dans chaque
puits. La suspension cellulaire (1 mL) contenuesdaraque puits est ensuite aspirée a l'aide
d’une pipette Pasteur et déposée dans un pot aolesavec 7 mL de solution filtrée de NacCl
a 0,9% massique, soit un volume total de 8 mL.

Le compteur préléve alors une goutte de,%et détecte toutes les particules ayant
un diametre supérieur an. Le nombre total de cellules est déterminé entiptiaint le
résultat du comptage par le facteur de dilution6j=1e comptage est réalisé trois fois par
puits.

Le taux de prolifération relatif est exprimé en mantage + écart type par rapport au
témoin. Pour faciliter la lecture des résultats,Maleurs de prolifération des puits témoin sont
donc fixées a 100%. Six expériences séparées dtettuees chaque fois sur trois
échantillons pour chaque niveau d’irradiation, smite moyenne effectuée sur dix-huit
comptages.

4.7.4. Vitalité cellulaire en contact direct

Les tests de vitalité cellulaire (Bleu Alamar) soflisés en méme temps que les tests
de prolifération, 3 jours et 6 jours aprés inodolaf Le test du Bleu Alamar étant un test
non destructif (une toxicité minimale sur la viddaire a été démontrée), il est effectué juste
avant le comptage de la prolifération cellulaire.héme puits sert donc a la fois a réaliser le
test du Bleu Alamar et celui de la prolifératiom, qui permet de mettre en parallele les
résultats.
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4.7.4.1. Etalonnage du Bleu Alamar

La Figure 28 montre I'évolution de la fluorescenceBleu Alamar en contact avec les
cellules pendant des temps croissants. Cette é&ué& réalisée pour une prolifération
cellulaire de 3 jours et de 6 jours avec une dérst 7500 cellules / mL. Un palier est obtenu
au bout de trois heures de réaction du Bleu Alasnardes cellules ayant proliféré durant 6
jours. Pour la détermination de la vitalité deslutes L132, un temps d’action du Bleu
Alamar de trois heures sera donc choisi quellesgitda durée de prolifération.
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Figure 28 : Evolution de la fluorescence du Bleu Alamar
en fonction de son temps d’action sur les cellules

4.7.4.2. Manipulation

Pour la manipulation proprement dite, une solutontenant 0,15 mL de colorant
fluorescent ptiblue viable cell counting reagentnterchim Réf. : UP669413) est ajoutée a
chaque puits, puis la boite est remise en étuvdgrar8 heures. Ensuite, une goutte deu,2
est prélevée et déposée dans une boite a 96 lpuiteuleur de la solution varie alors du bleu
au violet en fonction de la vitalité cellulaire, en passage en fluorescence permet
d’objectiver le résultat (FluoroCouttde Packard).

Une fois les 3 heures d’incubation passées et ldtgyale 0,2uL prélevee, les puits
sont vidés de leur solution et rincés a 'EB&ar(e’s Balanced Salt SolutipnLe protocole
se poursuit alors par celui décrit au 8§ 4.7.3.3nfutage cellulaire). De méme que pour la
prolifération, six expériences séparées sont défectaées chaque fois sur trois échantillons,
soit une moyenne effectuée sur dix-huit comptages.
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4.7.5. Etude de la cinétique d’adhésion cellulaire pané&hode dyp-NPP
4.7.5.1. Le principe

C’est en 1997 que Trochaet al. " ont mis au point la méthode d’étude quantitative
de la cinétiqgue d’adhésion cellulaire par la mééhdd para-nitrophényl phosphatg{NPP,
Sigma). Celle-ci consiste a quantifier le nombrecdiiules ayant adhéré a un support par la
mesure de l'activité des phosphatases présentes ldancellules, phosphatases qui vont
dégrader le produit epara-nitrophénol. Ce composé est incolore en miliedacous sa
forme protonée. En présence de soude, la dépratanaar équilibre, entraine I'apparition
d’'une forme chargée et colorée en jaune. Un dosalgeimétrique par spectrophotométrie a
la longueur d’onde de 405 nm est réalisé. La déngjitique (DO) lue est directement
proportionnelle au nombre de cellules vivantes eatitéau support. Pour utiliser cette
technique avec les L132, une mise au point estssége.

4.7.5.2. La mise au point de la technique

La Figure 29 montre I'évolution de I'absorbancepdNPP en contact avec les cellules
pendant des temps croissants. Cette étude a digéeépour une adhésion cellulaire de 2
heures et une densité croissante de cellules. tediude déterminer le nombre optimal de
cellules a inoculer ainsi que le temps de réacii@al dup-NPP. Pour une détermination
optimale de I'absorbance par le lecteur optiqube-@ doit étre comprise entre 1 et 1,5. Pour
la détermination de la cinétique d’adhésion delilesl L132, un temps d’action ¢uNPP de
trois heures et un nombre de cellules de 40.006nsatonc choisis pour les trois temps
d’adhésion étudiés (30, 60 et 120 minutes).
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Figure 29 : Evolution de I'absorbance guNPP
en fonction de son temps d’action et du nombreetlales
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4.7.5.3. La cinétique d’adhésion sur les matériaux nus

Les échantillons sont ensemencés avec une conemtdg 40.000 cellules par puits
a raison de deux échantillons par matériau teqpéwat chacun des trois temps (30 min, 1 h et
2 h). Aprés ces différents temps d’adhésion, lassmont rincés avec du PB8Hosphate
Buffered SalingSigma) pour éliminer les cellules qui n'ont pdsére. 300 pL de solution de
p-NPP a la concentration de 3 mg/mL dilués dans dwyptam acétate (50 mM acétate de
sodium, 0.1 triton-X 100, pH=5.5) sont ajoutés dehaque puits. Les boites sont placées a
I'étuve a 37°C, a I'abri de la lumiere pendant 3 .&.réaction est ensuite arrétée par ajout de
150 pL de soude (NaOH 1N) par puits. L'absorbarstareesurée par spectro-photométrie a
405 nm. Le pourcentage d’adhésion cellulaire es¢rdéné par rapport aux puits témoin
(fond du puits de la boite de culture : polystydeh&xpérience est réalisée 6 fois.

4.7.6. Le microscope électronigue a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (JEOL J-8BB5Scanning Microscope)
permet de visualiser la morphologie des cellulésriagrossissement. La résolution du MEB
est de 22 nm. L'observation est réalisée apres jiars de culture cellulaire.

Les échantillons destinés a étre analysés sons fexéec un premier fixateur :
glutaraldéhyde (2,5% v/v) dans un tampon Phosptiat&odium 0,1 M, suivi d'une post-
fixation par une solution de 0, a 2% et de HgGlsaturé (6 volumes pour 1 volume
respectivement), puis déshydratés successivemens die I'éthanol a concentration
croissante. Apres déshydratation, les échantillmst conservés au sec et a l'abri de la
poussiere jusqu’a l'observation. Juste avant ag)lds sont métallisés par vaporisation sous
vide d’'une fine couche d’or, et observés sous utage de 20 kV et un courant de 100 pA.

4.7.7. Marquage immunocytochimique des protéines d’adnésio
4.7.7.1. L’adhésion cellulaire a la MEC

L’adhésion des cellules a la matrice extra-celteldMEC) joue un réle fondamental
dans les fonctions de régulation des différenamatioroissance et survie cellulaire. Le
cytosquelette d’'une cellule est relié a la MEC pas jonctions d’ancrage ou jonctions
adhérentes. Ces jonctions sont composées de digodas de protéines (Figure 30) :

- Les protéines d’attachement intra-cellulaire, quinfent une plaque distincte sur la

face cytoplasmique de la membrane plasmique etsquconnectent soit aux
filaments d’actine, soit aux filaments intermédiair
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- Les protéines de liaisons transmembranaires, dentdbmaines cytoplasmiques

lient une ou plusieurs protéines d'attachementainglilulaire, alors que leurs
domaines extra-cellulaires interagissent avec |ICME
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Figure 30 : Représentation schématique d’'un contact focal
(d’aprés Koolman et Rohif)
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Des cellules cultivées sur un support artificietaevert de molécules de la MEC
adherent fortement en des régions particulierda deembrane plasmique appelées points de
contact focaux, au niveau desquelles les faiscdauitaments d’actine aboutissent

Les protéines de liaison transmembranaire, qui sEsonsables de ces adhérences et
qui servent de lien entre la matrice et les faisgede filaments d'actine au sein de ces
plagues sont appelées intégrines. Leur domaine-egttulaire interagit avec la plupart des
protéines de la MEC, dont le collagéne, la fibramecet la laminine alors que leur domaine
intra-cellulaire se lie indirectement aux faisceale filaments d’actine par l'intermédiaire
d'un complexe de protéines d’attachement, incllantaline, la-actinine et la vinculine,
formant ainsi les contacts foca(fx
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4. Méthodes

L’étude immunocytochimique que nous avons mise ktcepconcerne les filaments
d’actine du cytosquelette et la vinculiffe

4.7.7.2. Le protocole opératoire

Apres une culture de trois jours, le milieu de undtest retiré, les cellules sont rincées
avec du PBS, puis fixées dans une solution de gamaldehyde a 2% (Sigma), a température
ambiante pendant 20 minutes. Aprés rincage au RBSellules sont incubées 15 minutes
dans du PBS / Triton a 0,2% (Sigma), afin de pehitiéar les membranes. Les puits sont de
nouveau rincés au PBS, puis les sites antigénigoesspécifiques sont bloqués par une
solution de PBS/BSA a 1% (Sérum Albumine Bovinacfion V, Sigma). Enfin, une fois
rinces, les échantillons sont transférés dans atie B4 puits seche.

Les filaments d’actine du cytosquelette sont miségilence par marquage direct
grace a une solution de Phalloidine-FITC (Sigméa)2% pg/mL en contact avec les cellules
pendant 1 heure.

Un double marquage est nécessaire pour mettreidanee la vinculine. Le premier
anticorps, 'anti-vinculine, est donc déposé lenpiex (anticorps monoclonal anti-vinculine
produit chez la souris, Sigma) dilué au £/DIl est laissé en contact 1 heure & température
ambiante, en atmosphere humide. Apres rincageedensl anticorps couplé au marqueur
fluorescent est déposé sur les échantillons. gis@de I'lgG anti-souris-FITC (Sigma) dilué
au 1/108™ pour révéler la vinculine. Cet anticorps est émalet laissé en contact pendant 1
heure a température ambiante, en atmosphére hanfimlari de la lumiere.

Apres rincage, les échantillons sont placés eatreelet lamelle avec une solution de
milieu de montage (PBS/GlycérBlopidium lodide Solution PIS) et conservés a 4°C a
I'abri de la lumiére. Le PBS/Glycérol permet de manir les échantillons en milieu humide ;
le PIS permet de marquer les noyaux cellulairesoetfeur rouge.

Les échantillons sont enfin observés au Microscdmafocal LASER (Leica TCS NT).

Le marquage de I'actine a également été réaliséesigchantillons de nickel qui sert
de témoin positif, le nickel étant reconnu commeéléiment cytotoxique pour les cellules de
maniere géneérale.

4.7.8. Analyses statistiques

Pour les tests biologiques de prolifération, Jiégliet adhésion cellulaire, des tests
statistiques ont été réalisés. Une analyse de naamiaa une variable (ANOVA) a été
entreprise, suivie par un test de Tukey HSD unlida logiciel de statistiques ‘SPSS’. Pour
gue les résultats soient considérés comme sigtiifica fallait obtenirp<0,05.
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5.RESULTATS
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5. Résultats : choix du PET

La présentation des résultats obtenus au courstde étude a été subdivisée en deux
grands chapitres. Le premier chapitre (8 5.1, esdas) montre les résultats physico-
chimiques et biologiques obtenus sur trois PET édiffits : MelineX, Goodfellow et
Véralite®. Le but de cette premiére partie est de connkittipact du choix d’une marque de
PET sur ses capacités a simuler les caractéristidiue biomatériau. La seconde partie (85.2,
p.94) nous permettra, une fois le PET choisi, dectiénner le IASER le mieux adapté a la
fonctionnalisation de surface d’un tel matériau.

5.1. CHOIX DU PET
5.1.1. SPECTROMETRIE

Une analyse par spectrométrie a été effectuée almrmommencer les traitements
LASERS dans le but de connaitre dans quelle gamme dgudéams d’onde optimale le
polyéthyléne téréphthalate était capable d’absddserayonnementsAsers(Figure 31). Par
la suite, les échantillons irradiés a différentgensités d’énergie ont été a nouveau analyses
par spectromeétrie (Figures 32 a 34).

Les courbes correspondant aux échantillons de Piefiges montrent une forte
capacité d'absorption du Véralfftelans la gamme de longueurs d’onde s’étendant 27@e
et 3000 nm, ce qui n'est pas le cas des deux dRE®&sEn revanche, les trois PET présentent
une bonne capacité d’absorption pour des rayonnismeont la longueur d’onde est
inférieure a 600 nm, et plus particulierement eaqmvur des longueurs d’onde inférieures a
300 nm. L'utilisation du RBSER excimere a 248 nm de longueur d’onde est donc
particulierement adaptée a cette étude préliminaoresistant a déterminer le plus apte des
trois PET sous forme de film a simuler le compodathd’un biomatériau.
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5. Résultats : choix du PET

Spectrométrie des 3 PET vierges
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Figure 31 : Spectrométrie du Melin&x du Goodfellow et du Véralifenon irradiés

5.1.1.1. Véralite®

Le résultat de I'étude spectrométrique sur le Wéfa montre que la courbe est
inchangée, gu'il soit vierge ou irradié, et cecglggue soit le niveau d’irradiation (Figure 32).

Véralite
6 _
5 1
é 47 — Vierge
S 3 — 60mJ/cm?
§ 2 I — 120mJ/cm?
3 ey
0 | | ‘ ‘ ‘
300 800 1300 1800 2300 2800
Longueur d'onde (nm)

Figure 32 : Spectre d’absorption du Véralite
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5. Résultats : choix du PET

5.1.1.2. Melinex® et Goodfellow

Concernant le Melinéket le Goodfellow en revanche, la totalité des pisparait sur
le graphique (Figures 33 et 34). On retrouve séersient les mémes pics que le Vérdljte
avec toutefois une amplitude moins élevée pourwhdtentre eux.

Melinex

—— Vierge

—— 24mJ/cm?
——48mJ/cm?
—— 60mJ/cm?

——72mJ/cm?2
——96mJ/cm?2
\ A ——120mJ/cm?
O \
I T T

300 800 1300 1800 2300 2800

Longueur d'onde (nm)

Absorption
O P N W &~ 01 O

Figure 33 : Spectre d’absorption du Melinex

Goodfellow
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Figure 34 : Spectre d’absorption du Goodfellow
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5. Résultats : choix du PET

Par contre, la partie du spectre située entre 22800 nm présente une évolution tres
distincte en fonction des échantillons considéies. effet, cette partie du spectre reste
identiqgue de 00 a 24 mJ/cm?, puis montre une a@vate plus en plus forte de sa pente.
Cette évolution se poursuit jusqu'a faire appagatte nouveaux pics dont la situation est
variable en fonction de l'intensité de l'irradiatiomais toujours située entre 500 et 800 nm.

Plusieurs hypothéses ont été émises pour explopgerariations, la premiére d’entre
elle étant bien évidemment l'apparition de nouve@oxnposes chimiques en réponse a
l'irradiation du matériau. La seconde suggestionceonait la théorie des lames minces : en
effet, lorsque deux fines lames d’épaisseur apprattvement identique composent le
matériau, alors une diffraction des rayons peuprseluire, engendrant ce signal particulier
bien visible en fin de courbe. Cependant, le caractres superficiel du traitemenh3ER
(quelques dixiemes de micrométres) est bien peoritapt par rapport a I'épaisseur du
polymere (250 um) pour expliquer cette variationiadeourbe. En effet, la théorie des lames
minces suppose deux lames d’épaisseur approximativeidentique.

Finalement, il semblerait donc que les changemebservés dans le spectre soient
dus a un indice de réfraction différent entre le@ses irradiées et les zones non atteintes par le
LASER dans |'épaisseur du matériau. De ce fait, pludatmge est important et plus la
différence entre les deux indices de réfractiongeahde, faisant ainsi varier la pente de la
partie terminale de la courbe.

5.1.2. CRISTALLINITE DES MATERIAUX

Afin de définir précisément les caractéristiques BET en plaques utilisés dans cette
étude, une analyse DSC est réalisée avant et i@@iation.

5.1.2.1. Etude avant irradiation
5.1.2.1.1. DSC du Véralit&

Sur la courbe, on observe tout d’abord un pic itédorrespondant a la transition
vitreuse (), caractéristique de la phase amorphe du matéfigure 35 et Tableau 8). Il
apparait a 78°C. Le second pic correspond a ltaligation du matériau ¢J, et se distingue
a 137°C. Il s’agit d’'un pic exothermique qui copesd a la cristallisation de la partie
amorphe du PET, qui devient donc a ce stade dealsipmiation quasi cristallin. L'étape
suivante correspond a une évolution entre le picrikallisation et le pic de fusion. Le
polymére est a I'état métastable, il subit donovigillissement qui se traduit par une légére
fluctuation de la courbe. Finalement, le pic cqumeslant a la fusion du Vérafftdréaction
endothermique) apparait vers 245°G).(Le polymere a ce stade est compléetement fondu, a
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5. Résultats : choix du PET
I'état amorphe.

Avec les difféerents chiffres obtenus, il est alpossible de connaitre le pourcentage de
cristallinité du matériau (). Celui-ci est égal a la valeur de I'énergie dmdlotherme de
fusion ("delta H") divisé par la valeur de I'enthi@ de fusion d’un PET 100 % cristallin
("delta H" théorique d’'un PET cristallin & Ho). Dans le cas du Véralftecela nous donne
donc :

A Ho = 120 J/g

Xc=1180/120
Xc=9,8%

Ce pourcentage de cristallinité est donc assemr@ode celui des prothéses
vasculaires.

Véralite® Goodfellow Melinex"
Transition vitreuse (J) 78°C - -
Cristallisation (T) 137°C - -
Fusion (F) 245°C 258°C 262°C

Tableau 8 : Températures d’apparition des différents pics niésesuite a I'analyse DSC
avant et apres irradiation
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Figure 35 : Courbe de DSC du Véralfte
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Les courbes de ces deux PET sont similaires ;ed&it un seul graphique a été
représenté ici. Elles sont bien peu semblablescaugbe du Véralité (Figure 36). En effet,
on remarque tout d’abord que le pic corresponddatransition vitreuse est inexistant, tandis
gue le pic de cristallisation est complétement ab<eette observation nous indique donc que
la phase amorphe est inexistante dans ce matériaudifférence du Véralif® les deux PET

Figure 36 : Courbe de DSC du Melin&et du Goodfellow

5.1.2.1.2. DSC du MelineX et du Goodfellow




5. Résultats : choix du PET

étudiés ici sont donc quasi cristallins, se rapipant fortement de ce fait des prothéses tissées
utilisées en chirurgie vasculaire. Seul le picugdn du polymere apparait, a une température
de 262°C. Le calcul du pourcentage de cristalliddéne donc :

Xc=5180/120
Xc=43%

5.1.2.2. Etude aprés irradiation

Les courbes obtenues aprés irradiation n'ont pageprésentées ici : en effet, elles
sont absolument identigues a leur conformation igiloe, quel que soit le niveau
d’irradiation. Cette vérification nous permet dodans les limites de sensibilité de ce test, de
présumer du caractere superficiel du traitemergcafe, puisque le matériau conserve la
méme caractérisation. Les propriétés mécaniquepradseses en PET ne devraient donc pas
étre altérées par le traitememdeRr
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5. Résultats : choix du PET

5.1.3. MORPHOLOGIE DE SURFACE
5.1.3.1. Mesures de profondeur d’ablation des trois PET

Les relevés de l'état de surface du PET ont aksés avec le profilométre Taylor
Hobson Précision de type FormTalysurf Intra. Lesultats affichés sur I'écran peuvent étre
reproduits sur une feuille de papier grace a ur@imante reliée au systeme. La Figure 37
donne un exemple de tracé obtenu avec ce typealaihp

Sur I'échelle des abscisses, graduée en micrometpgmrait la longueur du trajet
effectué. Sur I'échelle des ordonnées, graduée ammometres, apparait la mesure de la
profondeur relevée par le stylet.

Le trajet est réalisé de telle sorte qu’il se siweheval sur la zone irradiée et sur la
zone non irradiée, obligeant donc le stylet a fnimie seuil, trés net, entre les deux parties.
Chaque courbe présente trois entités différentegpremier palier, inférieur, correspond a la
zone irradiée du PET. Puis une élévation franchia deurbe indigue le passage du stylet sur
la zone de transition. Enfin le second palier gpomd a la partie non irradiée du matériau,
sur laquelle le stylet termine son trajet. La diéféice de hauteur entre les deux paliers
détermine donc la profondeur d’ablation du polymé&teur chaque mesure effectuée, nous
nous sommes systématiquement positionnés au aatiee zone d’irradiation, de maniéere a
ne pas étre trompés par les inhomogénéités duetaisparfois visibles sur la surface du

matériau.
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Figure 37 : Exemple de tracé obtenu avec le profilométre (\é;al20 mJ/cm?2)
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Figure 38 : Profondeur d’ablation des 3 PET en fonction dediéie d’irradiation

La courbe représentée sur la Figure 38 montradilerses profondeurs d’ablation
mesurées pour différentes intensités d'irradiati®dour les trois PET étudiés, le profil de la
courbe obtenue est particulierement significatifréisente de maniére suffisamment nette une
forme de "S" aplati. Ainsi, la profondeur d’ablationesurée est quasiment nulle a faible
énergie, puis monte brutalement pour se terminerup& ligne droite dont la pente est
variable en fonction du PET concerné.

Le seuil d’ablation que l'on peut donc déduire cde graphigue se trouve en
considérant le point de la courbe a partir dugasicension de celle-ci est particulierement
marquée. Cette observation donne donc comme résalseuil d’ablation de 24 mJ/cm2 pour
le Goodfellow, 36 mJ/cm? pour le Melin&xet 48 mJ/cm? pour le VéralfteCes données sont
donc conformes a celles relevées dans la littédfdf-78-7-8081

En réalisant une lecture attentive des trois caureerésentées sur la Figure 38, on
peut remarquer qu'une légere profondeur est mesmédessous du seuil d’ablation trouvé
ci-dessus. Cette remarque se justifie par I'expbicasuivante : le matériau a été irradié avec
10 coups par unité de surface et non un seul, cegjususceptible d’engendrer le profil
rencontré sur ce graphique.
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5.1.3.2. Observations au microscope photonique

Les observations réalisées au microscope photenmput été faites en lumiere
polarisée avec un grossissement x100 pour chaquegraphie représentée sur les Figures
39 a 47. Lors d’'une observation a I'ceil nu déj& différence de taille est remarquée entre le
Véralite® et les deux autres PET. En effet, si ces dermmenstrent aprés lasage une surface
blanche, laissant apparaitre trés nettement l'ilngadaisceau (Figure 13, p.29), en revanche
le Véralité® reste transparent quelle que soit I'énergie d'iation utilisée. Il en est de méme
au microscope photonique : aucun relief de surféest mis en évidence (Figures 39 et 40).
L'effet du LASER semble simplement produire un « nettoyage » dmitéace, puisque cette
derniere, qui parait particulierement inhomogeénel'sghantillon vierge, est nettement plus
lisse apres lirradiation ASER Enfin des impuretés sont aléatoirement détectiées le
Véralite® irradié & 120mJ/cmz2. Ces impuretés sont trés piebeent déja présentes et ancrées
dans le PET vierge, puis sont fusionnées dans $s@mu polymeére lors du traitememsER
Les impuretés ont été analysées par EEXgefgy-dispersive X-Ray Spectroscoel/se sont
révélées étre de la calcite ou de I'aragonite (CQ®0inéral parfois ajouté comme charge a
ce type de polymeére industriel dans le but derene plus hydrophobe.

10u 10u

Figure 39 : Photographie en microscopie  Figure 40 : Photographie en microscopie
photonique du Véralite vierge, x100 photonique du Véralite 120mJ/cmz, x100

En revanche, pour le Goodfellow et le Melifiexine modification de la surface du
matériau est nettement visible dés les premiersanix d’'irradiation, ceci étant en parfait
accord avec les différentes données de la littédli®® La premiére observation manifeste
a mettre en évidence concerne les matériaux vienges différence notable se situe entre ces
deux PET, puisque le Goodfellow fait apparaitrexdebreuses rayures sur sa surface (Figure
42). En revanche le Melin@xprésente une surface lisse, avec uniquement eeeligfauts
microscopiques vraisemblablement générés par leédéo de fabrication (étirage biaxial)
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(Figure 41).

L’état de surface de ces deux polymeres évoluencigme de maniére identique par la
suite. Lors d'une irradiation a 24 mJ/cm2, doncdelssous du seuil d’ablation, une Iégere
ondulation est visible sur la surface du matéripu,ne fait pas encore disparaitre les défauts
microscopiques (Figure 43). Ce type de structuten@sntenant connu sous le terme anglais
de LIPSS Kight Induced Periodic Surface Structiiret n'apparait qu’a de faibles énerdiés
Il s’agit d’'une structure périodigue comme son ribndique, dont la période est proche de la
longueur d’onde du ASER utilisé, soit 248 nm dans le cas présent.

Lors d’une irradiation a partir de 48 mJ/cmz2, danc dessus du seuil d’ablation,
I'aspect de la surface change de fagcon remarqu&mere 44). Il ne s’agit plus seulement
d’'une ondulation de surface, mais le matériau ésitablement ablaté. Il en résulte une
surface au relief tres tourmenté — et en méme teimgss homogene — avec un taux de
répétition de 2 a 3 um. Cette fois-ci, le termelasgconsacré a cette structure esblklike
structures», qui regroupent des reliefs diversement appeléeaux, ride$®, cellules® ou
dendrites® selon les auteurs. La distance entreroidike structuresaugmente & la fois en
fonction de la longueur d’'onde dw&ER utilisé, de l'intensité de I'énergie, du nombre de
coups et enfin de I'angle incident du faisceaskR sur sa cible. La technique utilisée en
microscopie photonique ne permet pas de connaitneglosité de I'échantillon (hauteur pic /
creux), mais il est possible de distinguer lesiparsaillantes (plus claires) et les zones en
profondeur (plus foncées).

Lorsque I'énergie d’irradiation continue d’augmenta méme structure est formée
sur la surface, avec un relief qui s’accentue. bafiguration de I'ablation semble plus
organisée, avec des sommets et des vallées deeplydus étendus (Figure 45). Il reste
cependant difficile de donner une orientation gaéleéa cette structure, méme si elle parait
approximativement horizontale sur cette photogmaphi

Enfin, méme en soumettant le PET de Goodfellowe émergie de 72 mJ/cmz, il est
visible que les rayures superficielles n’ont tougouypas disparu, malgré le processus
d’ablation en cours (Figure 46). Cette observatimus confirme dans notre idée que
I'ablation reste superficielle, et n'amoindrit dopas les propriétés mécaniques du matériau.
Cette idée est d’ailleurs confirmée par I'analyasnddchantillon irradié, découpé et regardé
transversalement par microscopie photonique (Figlife L’échelle indiquée sur cette
photographie nous confirme que la profondeur du Rfamsformé n’excéde pas quelques
micromeétres d’épaisseur, a relativiser par rapgart 250 um d’épaisseur du polymeére
originel.

Inévitablement, sans parler encore de la chimia derface, il apparait évident que de
telles modifications physiques auront des consémpgesur les comportements cellulaires
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%51 | es types de changement de structure observési@oscope photonique paraissent
favorables vis-a vis des cellules, car nous aviooi® qu’un relief d’ordre micrométrique
semblait plus favorable qu’un relief d’'ordre nandmnage (8 2.6.3.3). D’autre part, Duncan

al. * avaient observé que les cellules répondaientfpltarablement en regard d’'une surface
aux transitions douces, plutét que vis-a-vis d'weface tres fortement tourmentée. Les
observations au microscope photonique semblent imdigguer que nous nous situions plutot
dans le premier cas. Cette hypothése sera néanrhoaffiner avec d’autres techniques
d’analyses : microscope électronique a balayagdyses de rugosité.
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Figure 41 :Melinex vierge, x100 Figure 42 : Goodfellow vierge, x100

10u 10u

Figure 43 :Melinex 24mJ/cm?, x100 Figure 44 :Melinex 48mJ/cm?, x100
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Figure 45 :Melinex 72mJ/cmz?, x100 Figure 46 : Goodfellow 72mJ/cm?, x100
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Air

PET irradié et modifié PET dans le volume

Figure 47 : Coupe transversale de Meliffeixradié & 72mJ/cm?
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5.1.4. ANALYSES DE MOUILLABILITE

L'analyse de I'énergie de surface d'un biomatéridéierminera les possibilités
d’adhésion cellulaire a la surface de celui-ci.paeametre aura donc une répercussion sur les
propriétés biologiques du biomatériau étudié.

En terme d’énergie de surface, il existe I'énenifiee de surface non polaire ou
dispersive qui résulte des interactions de Londbiiéaergie de surface polaire résultant
d’interactions du type dipdle-dipble, dipble indeit liaison hydrogéne. Tous les matériaux
comportent une composante dispersive mais pasabbligment une composante polaire.
C’est cette derniére qui, si elle est présentdyentera le plus les capacités d’adhérence au
matériau. Par exemple le PTFE, pour lequel la caaupie dispersive est prédominante, a de
faibles propriétés adhésives. A l'opposé, les gdlsa ou les polyméres présentant une
composante polaire peuvent servir de support paire fadhérer des cellules. C'est la
composante dispersive qui permet un bon étalemaist lancomposante polaire est nécessaire
pour permettre un bon accrochage sur le support.

Les mesures de tension de surface des différentssBit réalisés a I'aide du logiciel
Windrop®. Pour chaque échantillon, le logiciel déterminemayenne et I'écart type des
quinze mesures d’angle de goutte effectuées paguehsolvant. Par souci de lisibilité des
graphiques, I'écart type n'a pas été représentécsux-ci, sachant que sur toutes les
manipulations, il a toujours été égal a plus ou mmol,5 degré. Pour illustrer cette
manipulation, nous présentons les photographi¢etaéement d’une goutte d’eau sur le PET
Goodfellow, respectivement a 12 et 120 mJ/cm? (feigu4l8 et 49) : une évolution trés nette
de cet angle de goutte est observable.

Figure 48 : Angle de goutte de I'eau Figure 49 : Angle de goutte de 'eau
(Goodfellow, 12 mJ/cm?) (Goodfellow, 120 mJ/cm?)
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Avec l'équation d’Owens-Wendt, I'énergie totale ssts composantes dispersive et
polaire sont calculées a I'aide d’'une droite deeggion lin€aire. Le logiciel fournit, en fin de
manipulation, une feuille avec les résultats comsppour I'échantillon considéré. Lorsque
I'énergie de surface totale du matériau augmengdyi-ci est dit plus hydrophile : sa
mouillabilité est augmentée. L'intérét de I'équatid’ Owens-Wendt réside dans sa faculté a
pouvoir dissocier les composantes dispersive aiqgotlu matériau, dont la somme est égale
a I'énergie de surface totale. Ainsi l'utilité denmaitre ces deux composantes permettra
d’estimer les capacités d'étalement et d’accrocluegecellules sur les supports considérés.

5.1.4.1. Energie totale

La Figure 50 représente les résultats de I'évatutie la tension de surface de chaque
PET en fonction de lintensité de I'énergie d’irraibn. Pour chaque PET considéré,
I'énergie de surface du matériau est augmentéd, guee soit le niveau d’irradiation, par
rapport au méme matériau vierge, confirmant aiesidonnées de la littératue*®*° D'un
point de vue individuel, il s’agit du Melin&qui obtient, en tout point, les plus fortes vateur
d’énergie de surface. La différence entre la valawplus faible (44,6 mJ/m?) et la valeur la
plus forte (50,4 mJ/m?) représente méme un gait3ée

Pour chaque polymére étudié, 'augmentation deef'gie de surface est importante au
tout début de l'irradiation, puis évolue plus lenent. L'irradiation par BRSER excimere
produit des radicaux (formation de fonctions hydmxydes et hydroxyles) qui sont
convertis en groupement hydrophiles au contaciite’f.

—e— Goodfellow
—m— Véralite

—a— Melinex

Energie de surface totale
(mJ/m?)

Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 50 : Evolution de la tension de surface du PET
en fonction de I'intensité de l'irradiation
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5.1.4.2. Composante dispersive

La Figure 51 nous montre I'évolution de la composatispersive de chaque polymére
en fonction de la méme gamme d’irradiation. Iciaeg la tendance est la méme, et montre
une propension a 'augmentation de cette varididece fait, les liaisons de type hydrophobe
se produisant entre ce type de matériau et lesdiy@upements ou molécules a greffer
seront facilitées, ce qui permettra d’envisagerlidésons plus fortes.

Il est intéressant de noter a ce stade que cettpasante dispersive soit augmentée
bien que I'hydrophilie du matériau soit elle augkis élevée. En effet, ces deux criteres ne
sont pas antagonistes puisque I'énergie de suttdake est égale a la composante dispersive
augmentée de la composante polaire.

48
" M
44

£

Lap)

E

g
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=2 40 \ | —=— Melinex
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‘g 38
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Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 51 : Evolution de la composante dispersive de I'énedgisurface du PET
en fonction de l'irradiation

5.1.4.3. Composante polaire

Finalement, c’est sans doute la composante palieireénergie de surface qui a les
variations les plus chaotiques, concernant notarhieelelineX’ (Figure 52). De plus, les
résultats sont différents sur les trois PET, nemgtiant pas de dégager une conclusion
commune pour ces trois matériaux. Une des explicatgui peut étre avancée concerne la
différence de composition des trois matériaux.

En effet, les courbes montrent une tendance arfiam¢gtion de la composante polaire
du PET pour le Véralife mais pas ou peu d'influence pour le Melifie€oncernant le PET
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de Goodfellow, la composante polaire est fortendéminuée avec l'intensité de l'irradiation,
constat que I'on pouvait présumer a la vue deseandé goutte de I'eau présentés sur les
Figures 48 et 49. Des trois PET étudiés ici, coedti qui présente la plus faible composante
polaire apres irradiation, alors qu’il a pourtaat plus élevée au départ. Un plus faible
accrochage des cellules & la surface de ce matpaatra donc étre soupgonné lors des
différents tests biologiques.

12

—e— Goodfellow
—m— Véralite

—a— Melinex

Composante polaire (mJ/m?)

Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 52 : Evolution de la composante polaire de I'énergisuidace du PET
en fonction de l'irradiation

Enfin le dernier graphique a pour but de préseeterordonnée le taux de la
composante polaire rapporté a celui de la compesatéle (Figure 53). En effet, comme
nous l'avons vu, lorsque la composante polaire ange) la composante totale augmente elle
aussi. Il était donc intéressant de savoir comraealuait, en pourcentage de la valeur totale,
cette valeur de la constante polaire. Les courli@enoes sont en fait identiques a celles
représentant uniguement la composante polaire (&B2), ce qui nous indigue que la valeur
relative de cette composante suit la méme évolufienla valeur brute.
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©
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Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 53 : Pourcentage de la composante polaire
par rapport a I'énergie de surface totale du PET
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5.1.5. TESTS DE CULTURE CELLULAIRE
5.1.5.1. Résultats du clonage

Le PET est un matériau dont la biocompatibiliteresonnue, puisqu’il est amplement
utilisé en tant que biomatériau, concernant notamres prothéses vasculaires. Cependant,
dans cette utilisation particuliére, il est empl®phis sa forme tissée ou tricotée, c’'est a dire
sous forme de fils, et non sous forme de plagqugathissait donc intéressant de vérifier
I'absence de cytotoxicité de ce matériau sous ¢ettee particuliére. Pour cela, nous avons
utilisé une poudre provenant du cryo-broyage dumnéef (cf. § 4.7.2).

Les résultats sont sans équivoque et montrentaur tle survie des cellules en
présence de PET supérieur a 90 %, et ceci quedlesgjtila concentration utilisée (Tableau 9
et Figure 54). En revanche pour le Nickel, la surest inférieure a 50 % dés h@/mL,
démontrant la toxicité de ce métal.

Concentration Survie Relative / témoin
ug/ml cli | c2 | c3]|] ca)]|cs | ce | ciz]| ce Poudre PET SD
0 100%)| 100%)| 100%| 100%| 100%| 100%| 100%| 100% 100 % 0%
200 103%)| 101%)| 102%| 95%| 99%| 94%| 87%| 85% 96 % 4%
400 107%| 95%| 95%| 79%| 9206| 91%| 85%| 88% 92 % 9%

Tableau 9 :Résultats des huit clonages exprimés en pourceptagapport au témoin

0 50 100 150 200 250 300 350 400
. | I | I I }

3

Hg/ml
100 %

LC 5

—e—PET
—LC50
—o— Nickel

Taux de survie

10 %

Figure 54 : Résultat du clonage sous forme graphique,
compareé au Nickel comme témoin négatif (L132, n=38)
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5.1.5.2. Prolifération cellulaire
5.1.5.2.1. Résultats

Les résultats des proliférations effectuées ssrtieis PET sont proposés sur les
Figures 55 a 57. lIs refletent la moyenne des gpéamentations pour les trois polymeéres.

Concernant le PET de Goodfellow, les effets dealdration sur les cellules sont
légers, puisque les résultats restent toujourshede 100 %. Cependant, cbté positif, on
peut également conclure que lirradiation ne praxg@as d'effets délétéres sur ces mémes
cellules. Les barres d’erreur liées aux six ma@ipohs sont un peu importantes, et peuvent
s'expliquer par des ajouts de matieres ignifuges gaus avons retrouvées sur la fiche
technique du matériau. De toute évidence, nouneaissons pas la nature de ces matieres,
ni surtout leurs répercutions possibles apres wadiation par KSER excimére a 248 nm de
longueur d’'onde.

Concernant le Véralife le constat est & peu prés le méme, a ceci préslau
prolifération est parfois moins bonne suite a unadiation. D’autre part, les barres d’écart
type sont relativement importantes, indiquant uméase a I'aspect moins homogene du point
de vue physico-chimique et surtout une faible rdpotibilité des résultats. L'interprétation
probable de ce phénoméne réside dans la compoditidféralit€ qui nous est inconnue : il
est possible que le passage amsHR libére ponctuellement certains composés non
biocompatibles. En outre, la topographie de laasm@faprés irradiation montre le moins de
variations en microscopie photonique, et peut égeie expliquer I'aspect de ces résultats.

Enfin le MelineX est de loin celui qui donne les meilleurs résult@prolifération :
pour tous les niveaux d'irradiation la prolifératianoyenne est améliorée par rapport au
témoin, et nettement plus encore par rapport au #EMe. Cette tendance est nettement
visible sur la Figure 57, laquelle révéle des md'erreur bien moins importantes que sur les
deux autres PET. L’homogénéité et la reproductébiies résultats ne fait donc aucun doute
avec ce type de matériau. De plus, ce graphiques méuéle une augmentation de la
prolifération cellulaire directement liée a I'inw@té de lirradiation : en effet, plus I'énergie
d’irradiation augmente, et plus les valeurs deifgn@tion sont élevées. Il est intéressant de
remarquer la trés bonne valeur de prolifératioduzte a 12 mJ/cm2. A cette valeur
d’énergie, nous nous situons en dessous du saiiladion du PET (36 mJ/cm?). Il n’y a donc
pas de conséquences sur la topographie de la surédcpourtant la prolifération est
notablement augmentée. Deux raisons nous permek@xjliquer les bons résultats a cette
énergie d'irradiation : tout d’abord la chimie deface. Apres passage du faisceasiR, la
surface est devenue sensible a I'environnemeng, @bnc capté les molécules d’oxygéne
présentes dans l'air, favorables au comportemdhtlaiee (cf. 82.6.2 et §2.6.3.2). Comme
I'avaient démontré Curtis et Wilkinson en 1997nous sommes dans un cas de figure ot la
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chimie de surface joue un rble prépondérant sutopagraphie. La deuxiéme raison est
'augmentation notable de I'énergie de surface datémau des cette premiere valeur
d’énergie d'irradiation (Figure 50, p.79), permattan meilleur étalement et une meilleure
adhésion des cellules.

Pour I'ensemble des autres valeurs d'irradiatices thter-combinaisons complexes
des données de chimie de surface, de topographirigbsité et de mouillabilité expliquent
'augmentation constante des valeurs de prolifénatellulaire. Il est cependant intéressant de
constater que la propension du Melifiex montrer un taux de prolifération amélioré avec
I'intensité de l'irradiation peut étre approximaiment comparée a I'évolution de la tension
de surface du PET irradié (Figure 58). Plus I'éreede surface du polymére est élevée, et
donc plus il est hydrophile, et plus la proliféoatiest améliorée. Il convient toutefois de ne
pas oublier que tous les autres parametres citédébunt de ce paragraphe interviennent
également chacun a leur propre niveau.

Le MelinexX’ est un matériau garanti sans additif par DuPonjtriTEilms ™. Il nous
montre donc parfaitement lintérét de choisir miausement tout matériau avant une
expérimentation : des trois polymeres testés datts partie, il se détache nettement des deux
autres par la qualité de ses résultats.
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Figure 55 : Prolifération & 6 jours de cellules L132 sur Gotidfe en fonction de l'irradiation (n=6)
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Figure 56 : Prolifération & 6 jours de cellules L132 sur Végilien fonction de l'irradiation (n=6)
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Figure 57 : Prolifération & 6 jours de cellules L132 sur Mekihen fonction de I'irradiation (n=6)
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Figure 58 : Evolution comparée du taux de prolifération a G$ou
de cellules L132 et de la tension de surface duride?

5.1.5.2.2. Indice de corrélation

Un indice de corrélation a été calculé entre lewade I'énergie d'irradiation et le
résultat de la prolifération pour les trois PETvdlie entre -1 et +1, et se définit ainsi : proche
de +1, il signifie qu'une forte corrélation exisatre les deux séries de données. Voisin de
Zéro, il montre qu’aucune relation n’existe, etgh® de -1 il indique que la corrélation entre
les deux séries est inversement proportionnelleestl accompagné de son coefficient de
détermination (R?), égal au carré du coefficientdeélation, qui peut étre interprété comme
la proportion de la variance gemputable a la variance de C’est a dire que plus les deux
séries de données sont liées, plus I'indice estherale 1. Le Tableau 10 résume les résultats.
Ceux-ci montrent indiscutablement que le Melihegpond le mieux aux variations des
intensités d’irradiation, avec un indice de cotiéla de 0,874 et un coefficient de
détermination de 0,763. Au contraire le R2 du &3] particuliérement proche de zéro, nous
montre l'absence totale de lien existant entre efgie du IASER et les résultats de
prolifération cellulaires.

Goodfellow Véralit& Melinex®
Indice de corrélation (R) 0,465 - 0,044 0,874
Indice de détermination (R2 0,216 0,002 0,763

Tableau 10 :Indices de corrélation et détermination entre @if@ration et I'énergie d’irradiation
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La Figure 59 illustre un exemple de tracé de coutbetendance concernant les
résultats de la prolifération sur le MeliffexHormis les deux points & 12 et 96 mJ/cm?, tous
les autres sont fortement rapprochés de la drSaes ces deux points décalés, l'indice de
détermination R2 serait méme supérieur a 0,9 !
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Figure 59 : Courbe de tendance relative & la prolifération\elinex®

5.1.5.3. Vitalité cellulaire

Le réactif Bleu Alamar (Interchim) incorpore un dicateur de croissance
colorimétrique et fluorescent basé sur la détectlenl’activité métabolique cellulaire. Le
systéme comprend un indicateur de I'oxydation Ucéidn qui devient fluorescent et change
de couleur en réponse a la réduction chimique dieurde culture. Cette transformation n’est
possible que par des cellules vivantes. Lintensiééla coloration est proportionnelle a
I'activité cellulaire. L’indicateur du taux d’oxyd@@duction relatif au métabolisme cellulaire
indique des changements clairs et stables.

5.1.5.3.1. Résultats

Concernant les résultats de la vitalité celluladreproprement parler, ils ont été
regroupés sur un seul graphique pour les trois BlETla Figure 60. En effet, 'impact de
I'irradiation sur la vitalité cellulaire semble agsproche pour les trois polymeéres : une légére
amélioration se produit avec le traitement de serfear rapport au matériau vierge, et plus
encore par rapport au témoin. Comme pour les gdsude prolifération cellulaire, le témoin a
éte ramené a 100% afin de faciliter la lecture yhique.

87



5. Résultats : choix du PET

Ainsi, ces résultats prouvent I'impact favorable tdaitement IASER sur la vitalité
cellulaire. En effet, malgré le fait que I'expérimation ait été menée dans la plus difficile des
configurations pour les cellules (six jours de ardtsans renouvellement du milieu, donc sans
réapprovisionnement de nutriments), la Figure 6(tneoune vitalité cellulaire Iégérement
améliorée. Pourtant les cellules, d'autant plus bremses, disposent de moins de
« carburant » pour leur métabolisme. Un temps dHureu moins important ou un
renouvellement du milieu a mi-parcours permette@dttainement d’obtenir des résultats
encore meilleurs.

Vitalité

Taux de vitalité

S PN F S S P S
A
Energie d'irradiation (mJ/cm?) w5

‘ B Goodfellow B Melinex 0O Véralite ‘

Figure 60 : Vitalité comparée des cellules L132 cultivées Ggaur les 3 PET
par rapport au témoin (n=6)

5.1.5.3.2. Indice de corrélation

De méme que pour la prolifération cellulaire, ndice de corrélation et un coefficient
de détermination ont également été calculés pouwitidité cellulaire (Tableau 11). lls
confirment que la réponse des trois PET aux vanatide l'intensité d’irradiation n’est pas
hautement significative dans ce domaine. Ici encibre’agit cependant du Melin€xqui
répond le mieux aux changements de l'intensitgatliation en terme de corrélation avec un
indice de 0,573 (soit R2 = 0,328).

Goodfellow Véralit& Melinex®
Indice de corrélation (R) 0,05 - 0,268 0,573
Indice de détermination (R%) 0,002 0,072 0,328

Tableau 11 :Indices de corrélation et détermination entre talié et I'énergie d'irradiation
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5.1.5.4. Observations au MEB

Aprés avoir évalué les prolifération et vitalitéllalaires, nous avons observé I'impact
d’une irradiation IASER sur la morphologie cellulaire. Rappelons que Ehiles observées
sont des L132, apres 3 jours de culture sans retlement du milieu.

Une observation sur une surface vierge du Mefimarntre des cellules correctement
étalées, avec toutefois quelques signes de déamiteprobablement liés au laps de temps
passé sans renouvellement du milieu (Figure 61n.uBa surface irradiée a 12 mJ/cmz, les
résultats sont différents : on observe des commesintercellulaires (Figure 63). En outre, un
grossissement plus important nous permet de veirsurface cellulaire plus complexe et plus
développée, signe de vitalité accrue (Figure 6Rigtire 64). Ces cellules ont développé de
plus nombreuses micro-villosités, ainsi que dedadgmellipodes. Dans ce cas, nous pouvons
remarquer que la morphologie cellulaire passe dghadle 1 a un grade 2, voire méme grade 3,
dans la classification de Dew&zdéveloppée au paragraphe 2.6.3, p.21.

A forte intensité, il est trés intéressant de Vaispect transformé de la surface, sur
laquelle le passage dw&ER est bien visible (Figure 65). Les cellules n'ospendant pas
souffert d’'une intensité si élevée, puisqu’ellesdgat le méme aspect que sur le matériau
vierge. Elles sont néanmoins moins structurées de’alus faibles énergies, et ne montrent
pas de tendance a s'orienter préférentiellements damcune direction. Ces résultats
corroborent ceux de Yat al. >’ qui avaient noté qu’en comparaison avec des eslIHIPF
(Human Pulmonary Fibroblasensemencées sur des reliefs en ligne, les cellidposées sur
des reliefs en forme de plots ne montraient audireztion spécifique, mais étaient plutot
orientées aléatoirement a l'instar des cellulesencées sur le polymere vierge. Enfin, la
Figure 66 montre le PET Goodfellow traité a 120am3/: des rayures sont toujours visibles
sur le matériau, qui pourraient éventuellemenuiflle comportement cellulaire : les cellules
semblent s'aligner le long des trajets ainsi cfééls'état de surface de ce matériau, imparfait
au départ, n'est donc pas amélioré par le traitérh@sER lorsque les rainures sont trop
profondes.
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Figure 61 a Figure 66Micrographies de cellules L132 a différents gressiments, apres
trois jours de culture cellulaire.
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Figure 63 : Melinex® 12mJ/cm? Figure 64 : Melinex® 12mJ/cm? (zoom)
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Figure 65 : Melinex® 96mJ/cm?2 Figure 66 : Goodfellow 120mJ/cm?
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5.1.6. CONCLUSION SUR LE CHOIX DU PET

L’idée de cette premiere partie est de compareréggltats d’'une série d’irradiations,
effectuées le méme jour et dans les mémes consglitsum trois marques de PET différentes,
hypothése qui n’avait jamais été mise en oeuvre rauvgat. Les conclusions sont
intéressantes et montrent bien l'intérét de chomgticuleusement les matériaux destinés aux
expérimentations scientifigues. En effet, ce prenmukapitre nous a permis de révéler
l'influence que la composition chimique initiale ks propriétés physiques d’'un méme
polymére, le PET, pouvaient avoir sur les modifarad physico-chimiques dues au traitement
LASER La connaissance de ces parameétres est esseptialieffectuer raisonnablement le
choix d’un film de PET en vue d’applications biodlieales, choix qui était au contraire fait
de facon arbitraire jusqu'a présefit?®84041.54.598287888% y effet aqucune de ces études
n'avait jamais évalué les conséquences de I'impasER sur différents substrats, dans les
mémes conditions expérimentales. Ainsi, dans qatteniere partie, nous présentons des
résultats biologiques complets, en relation avecrésultats physico-chimiques, plutdt que de
simples estimations d’ordre qualitatif ou semi-afa#F 2,

Les mesures des profondeurs d’ablation sur les R&T nous ont permis de conclure
a des seuils dablation différents pour les troislymeres, conduisant ainsi a des
comportements différents de ces substrats en répanane méme énergie d’irradiation
appliguée. Les photographies prises en microsoopiigue démontraient un état de surface
similaire entre le Goodfellow et le Melingxmais I'état de surface du Vérafiteestait
inchangé quelle que soit I'intensité de I'impaetsER Ce résultat est expliqué par la faible
cristallinité du Véralit&® mesurée par DSC, faisant suspecter que le procelisradiation
puisse générer un film liquide de faible viscositi@ surface du PET, lequel se re-solidifierait
a l'issue du traitement. Ce faible taux de cristallinité est en outre asdeigné de celui des
prothéses vasculaires, quasi cristallines.

Ainsi le Véralité® semble procurer les moins bonnes propriétés ptrdigniques des
trois polymeres étudiés : sa composition chimigse ieconnue, présentant des additifs
ignorés tels que de la calcite ou de l'aragonite gous avons pu détecter. De plus la
composante dispersive de son énergie de surfamepeau, ne favorisant donc pas I'étalement
des cellules. Enfin comme nous le disions, son déttsurface reste inchangé malgré
I'application du traitement ASER Sans véritable surprise, les résultats biologigse
montrent similaires aux propriétés physico-chimgjueest a dire modestes et faiblement
reproductibles. La composition exacte du Vér&liteus étant inconnue, il est possible que le
passage au ASER libere certains composés non biocompatibles. Qetpothése serait a
vérifier avec des méthodes de caractérisation cfiende surface (infrarouge, XPS). Enfin ce
PET d’origine industrielle, voué a des applicatiomdustrielles, ne présente donc sdrement
pas la méme rigueur de fabrication que ses deugsacbncurrents.

91



5. Résultats : choix du PET

Le PET de Goodfellow présente un probleme majéboodfellow est une entreprise
de vente de métaux et de matériaux pour la recheachindustrie, a un degré de pureté plus
ou moins poussé. Cependant, cette entreprise smurpraces matériaux chez différents
fournisseurs, suivant I'évolution du marché. Nowssommes donc pas sdrs de pouvoir a
nouveau nous réapprovisionner dans les mémes morddans les années a venir. Pourtant,
il est particulierement important de sélectionnes chatériaux parfaitement connus et surtout
faisant I'objet d’'une marque déposée, garante dfiaidité dans les méthodes de fabrication.
Cette garantie permet d’éviter d’aboutir & des ltésiinexplicables hérités de conditions
expérimentales mal définié§

D’autre part, une analyse minutieuse de la ficheatactérisation du PET fourni par
Goodfellow nous a permis de trouver des ajouts daémes ignifuges dans sa composition.
Ce constat n’est pas de bon augure, car Lipgeat. °* avaient montré qu’une petite quantité
d’additifs ajoutés au PET pouvait modifier grandatre phénomene de 'ablatiomEER En
effet, les additifs possédent généralement desficests d’absorption plus éleveés, ainsi
gu’'une plus basse stabilité thermique et photoniggeePET de Goodfellow n’est donc pas
non plus pur, le faisant s’éloigner lui aussi dedmposition des protheses vasculaires, bien
que les tests cellulaires ne semblent pas en go@ks résultats biologiques ne concluent
cependant pas a l'utilité de réaliser une irradratie surface en vue d’améliorer les propriétés
de biocompatibilité du matériau : en effet, la dmurde prolifération cellulaire ne montre
qu’une faible tendance a 'augmentation du nombta tle cellules aprés six jours de mise en
culture. Enfin, la présence de nombreuses rayul@suérface de ce PET est inopportune pour
les tests que nous reéalisons: le comportementlae## risque d’étre influencé par la
disposition de ces défauts incontrolabfes 2

En ce qui nous concerne, nous poursuivrons doréhaedte étude avec le Melirfex
de DuPont Teijin Films™, qui présente plusieurs avantages sur ses contsirreson
épaisseur et sa composition sont identiques attkgses vasculaires, et il provient du méme
fournisseur que les prothéses vasculaires en Dac®a PET est sans rayures, plan, et
garanti sans additif : il est de pureté biomédic&lefin il présente les résultats les plus
probants vis-a-vis des comportements cellulairéssugtout avec le meilleur indice de
corrélation. Différentes raisons peuvent expliques bons résultats : 'augmentation de la
tension de surface du PET, I'apparition d’'une ritgod la surface du matériau, ou encore la
propreté sans reproches du matériau irradié. Ceiedteparaméetre a été confirmé par les
observations en microscopie photonique, mais sudau les micrographies au MEB : les
surfaces des différents PET sont tres propres é&ptégitement RSER, quelque soit I'énergie
appliguée, et aucun débris n’a jamais été retrauvda surface. Enfin la chimie de surface
joue trés probablement un rdéle sur ces bons résutests que nous mettrons en ceuvre dans
la deuxieme partie de cet exposé. Nous pressem@asmoins d'ores et déja cette
amélioration, au regard de la différence des rawulbiologiques obtenus sur le PET de
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5. Résultats : choix du PET

Goodfellow et sur le Melinék En effet ces deux polyméres présentent une augtiende
mouillabilité, une rugosité accrue, une surfaces tpgopre et pourtant les résultats de
prolifération cellulaire sont dissemblables, difiéce certainement expliquée par les
variations de la chimie de surface entre ces deatémaux. Cette observation montre avec
force que ce sont des combinaisons complexes dé&xedis parametres physiques et
chimiques qui contribuent a une interaction optéaientre la surface du matériau et le
biosystéme, et qu’'un seul de ces parametres caoasgEeément ne serait pas suffisant a lui
seul pour expliquer 'amélioration des résultateldmiques obtenus sur la surface du
Melinex®.

Une fois le polymere choisi grace a de tels @#&ewbjectifs, il nous est maintenant
possible de faire varier les paramétres d’irradiaans avoir a réaliser les expériences en
triple exemplaire a chaque fois. Les premiers tamilobtenus dans cette partie sont
prometteurs. Le seuil d'ablation du Meliffegst conforme aux données de la littérature
293139 ot les conséquences de lirradiation sont déa hisibles & I'ceil nu et au microscope.
De plus, le lasage ne modifie pas les propriétésamdues du matériau, et peut donc étre
utilisé sans crainte de ce point de vue. Nous alldonc maintenant étudier I'impact que

peuvent avoir quatre autres types @sERSsuUr les propriétés biologiques du Melifiex
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5. Résultats : choix duASER

5.2. CHOIX DU LASER

Aprés avoir sélectionné le Melin®xomme étant le meilleur PET, capable d’imiter au
mieux le comportement d’un biomatériau, nous allov@ntenant tester différents types de
LASERS dans le but de choisir le plus efficace dans IBpeEetive qui nous anime, a savoir
'augmentation de la biocompatibilité du polyétheetéréphthalate. Deux grandes catégories
de LASERSONt été sélectionnées : lesdERS excimeres et lesASERS YAG. Ces appareils
ont été utilisés a cing longueurs d’onde différengesavoir :

YAG 1064 nm
YAG 532 nm
YAG 266 nm
Excimere 193 nm
Excimeére 248 nm

9 § § § 9

L’avantage des ASERS excimeres réside dans leur faculté a laisser urface tres
propre aprés traitemerit, ils ne dégradent pas les propriétés mécaniquenalériau et
constituent une technique rapide, souple, biocoilpaiet reproductible (8 2.5.1). Les
LASERS YAG posseédent les mémes propriétés, et présemenplus l'avantage d’'étre
beaucoup plus accessibles pour le monde industtidls sont moins chers a l'achat et a
I'entretien. Enfin, ce sont desABERS a solide qui ne nécessitent pas l'utilisation @& g
dangereux a l'inverse desA&ERS excimeres (BSERS a Krypton / Fluor ou Argon / Fluor
selon la longueur d’onde).

Les résultats présentés dans cette seconde parieerneront a la fois des tests
physico-chimiques et des tests biologiques. Legmxgntations les plus courantes ont été
systématiquement réalisées quel que soit le tyderdER (a savoir mesures de rugosité et de
mouillabilité pour la partie physico-chimique ; pfération, vitalité et adhésion cellulaire
pour la partie biologique). Les expériences plusgeantes telles que le marquage
immunocytochimique ou le calcul de la chimie defate par XPS ont été réservées au
LASER présentant les meilleurs résultats biologiques.

Animé par le souci de pouvoir comparer facilemestLASERSentre eux, nous avons
décidé de fixer tous les parametres d'irradiatipaur ne faire varier que l'intensité de
I'énergie d'irradiation, exprimée en mJ/cmz2. Le§étents traitementsASERSont donc tous
été réalisés en atmosphére ambiante, par balayade surface du PET a une vitesse de
2 mm/s, avec un nombre de coups par unité de suéigal a 10 et une fréquence de 10 Hz
(Tableau 5, p.45). De la méme facon, concernanelglages d’intensité de I'énergie utilisée,
nous avons essayé chaque fois que possible derdggtmémes valeurs entre les différents
LASERS Cependant, en fonction du type desER utilisé, il n’était pas toujours possible de
monter a la méme valeur maximale d’énergie (Tab®au
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5. Résultats : choix duASER

5.2.1. LASER YAG 1064 nm
5.2.1.1. Rugosité

Les mesures de rugosité ont été effectuées avegmoldometre Taylor Hobson
Précision. Comme le montre la Figure 67, la rugodit PET irradié parASER YAG n’est
pas affectée par le traitement de surface. En, effdle-ci reste constante aux environs de
0,007 um (soit 7 nm).

Rugosité YAG 1064
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Figure 67 : Rugosité due au traitemema$ER (YAG 1064 nm)

5.2.1.2. Mouillabilité

De méme que pour la rugosité, les mesures de rabllii¢ effectuées avec cing
solvants difféerents montrent I'absence d’évolutgignificative de I'énergie de surface du
PET suite a un traitement pas$ER YAG 1064 nm (Figure 68).
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Figure 68 : Energie totale du Melin€xaprés irradiation auASER YAG 1064 nm
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5.2.1.3. Prolifération et vitalité cellulaires

Les graphiques présentés ci-apres montrent ledtatssiiologiques en terme de
vitalité et de prolifération cellulaire obtenus @pi3 jours et 6 jours de culture cellulaire, sans
renouvellement du milieu de culture. Ces résultetsmontrent pas d’effet favorable sur le
comportement cellulaire d’'un traitement paxSER YAG 1064 nm. Au contraire, le bilan
biologique semble montrer un effet préjudiciable tdaitement IASER sur les cellules,
puisque la prolifération cellulaire aussi bien daeitalité diminuent par rapport au PET non
irradié (Figures 69 et 70).

120% |Prollferat|on - YAG 1064nm |
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Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 69 : Proliférationcellulaire apres irradiation parBER YAG 1064 nm (L132, n=4)
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Figure 70 : Vitalité cellulaire aprés irradiation pan8ER YAG 1064 nm (L132n=4)
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5.2.1.4. Adhésion cellulaire

Contrairement aux prolifération et vitalité cellwés qui peuvent durer jusqu’a six
jours, les mesures d’'adhésion cellulaire se font3§y 60 et 120 minutes. Une éventuelle
surface défavorable du matériau a donc moins lepdede se faire ressentir au niveau
cellulaire. C’est ce que I'on peut voir sur la Fgw1 qui ne nous montre aucune différence
entre le matériau vierge et les matériaux irradiésdlifférentes intensités. L'effet d’'une
irradiation par IASER YAG 1064 nm n’est donc ni bénéfique, ni néfastetegme d’adhésion
cellulaire immédiate.

Adhésion - YAG 1064 nm
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| B 30 min B 60 min 0 120 min |

Figure 71 : Adhésion cellulaire aprés irradiation paxdER YAG 1064 nm (L132n=4)

5.2.1.5. Conclusion sur le LASER YAG 1064 nm

Au vu des résultats biologiques présentés ci-avamadiation du PET par ASER YAG
1064 nm ne présente pas d'effet bénéfique surdegportements cellulaires. Son utilisation
ne sera donc pas prorogée dans le projet qui nbresse.
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5.2.2. LASER YAG 532 nm

5.2.

2.1. Rugosité

5. Résultats : choix duASER

Les résultats de rugosité obtenus avecAsHR YAG 532 nm sonsimilaires a ceux
obtenus avec le ASER YAG 1064 nm, c’est-a-dire que I'on ne dénote paffets dus a
I'irradiation, avec une rugosité de surface moyequieoscille autour de 6 nm (Figure 72).
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5.2.2.2. Mouillabilité

Figure 72 : Rugosité due au traitememd$ER (YAG 532 nm)

Pour la mouillabilité comme pour la rugosité, lésultats entre les deurnEERSYAG
a 532 nm et 1064 nm sont assez semblables, puigquen plus il n’est pas mis en évidence

de différence notable avant ou apres traitemeseRr (Figure 73).
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Figure 73 : Energie totale du Melinéxapreés irradiation auASER YAG 532 nm
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5.2.2.3. Prolifération et vitalité cellulaires

Pour les tests biologiques comme pour les testsigbrghimiques, les résultats entre
le LASER YAG 532 nm et le BSER YAG 1064 nm sont tres proches, puisqu’ils montient
encore une prolifération et une vitalité cellulaidiminuées par rapport au PET vierge de
toute irradiation (Figures 74 et 75). Seule diffiae les barres d’erreur assez importantes,
puisque sensiblement égales a 20% du total, mdnimedifficulté a obtenir des résultats
homogeénes entre les différentes séances avessSERLYAG 532 nm.
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Figure 74 : Prolifération cellulaire apres irradiation pak4ER YAG 532 nm (L132n=4)
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Figure 75 : Vitalité cellulaire apres irradiation parn8ER YAG 532 nm (L132n=4)
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5.2.2.4. Adhésion cellulaire

Pour faciliter la lecture du graphique et la commn des différentes valeurs, les
résultats d’adhésion cellulaire sont présentés desdraits reproduisant la valeur d’adhésion
de I'échantillon vierge pour chaque durée détermifi@gure 76). Ces résultats ne montrent
pas d'effet significatif de lirradiation parASER YAG 532 nm sur lI'adhésion cellulaire

immédiate, ceci quelle que soit la durée de I'eixpéntation.
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Figure 76 : Adhésion cellulaire aprés irradiation paxdeR YAG 532 nm (L132n=4)

5.2.2.5. Conclusion sur le LASER YAG 532 nm

Puisque les résultats biologiques obtenus ave@$ER YAG 532 nm ne montrent pas
non plus d’amélioration du comportement cellulagen utilisation, comme celle dlAEER
YAG 1064 nm, ne sera pas prolongée dans le cadpeajiet qui nous intéresse.
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5.2.3. LASER YAG 266 nm
5.2.3.1. Rugosité

Contrairement aux deux précédentasSERS YAG, la rugosité est cette fois-ci
augmentée corrélativement au traitement peseER YAG 266 nm (Figure 77). Le Ra moyen
est augmenté d’un facteur 10 pour une énergieadiation de 200 mJ/cmz, pour redescendre
ensuite aux énergies plus élevées. Comme nous psueoremarquer sur ce graphique,
I'énergie d’irradiation maximale que nous avons giteindre avec ce type dern$ER est
limitée a 270 mJ/cm?2.
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Figure 77 : Rugosité due au traitemema$ER (YAG 266 nm)

5.2.3.2. Mouillabilité

La mouillabilité du MelineX aprés traitement paraSER YAG 266 nm est augmentée
dans un premier temps, avant de redescendre aveawuninférieur a celui de départ pour les
plus fortes énergies (Figure 78).
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Figure 78 : Energie totale du Melin€xapreés irradiation auASER YAG 266 nm
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5.2.3.3. Prolifération et vitalité cellulaires

Les prolifération et vitalité cellulaires ne sordspaugmentées par un traitement par
LASER YAG a 266 nm de longueur d’onde (Figures 79 et 8@tte impression visuelle a la
lecture du graphique, est confirmée par les testgssques. Concernant la prolifération
cellulaire, il est intéressant de noter que lawloe » de prolifération en fonction de I'énergie
d’irradiation semble étre inversement proportiolmelux valeurs de I'énergie de surface
totale du matériau (Figure 78). En effet, le maximwae convexité de la courbe de
mouillabilité est situé aux environs de 60 mJ/cahys que c’est précisément la plus faible
valeur de prolifération cellulaire.
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Figure 79 : Prolifération cellulaire apres irradiation paxderR YAG 266 nm (L132n=6)
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Figure 80 : Vitalité cellulaire apres irradiation par8ER YAG 266 nm (L132n=6)
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5.2.3.4. Adhésion cellulaire

L’adhésion cellulaire n'est pas augmentée non parsun traitement parAser YAG
266 nm comme le montre la Figure 81. Au contrgieyr les valeurs situées a 30 min, il
semblerait méme que I'adhésion cellulaire ait tecdaa étre diminuée par I'irradiation.
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Figure 81 : Adhésion cellulaire aprés irradiation paxdeErR YAG 266 nm (L132n=6)

5.2.3.5. Conclusion sur le LASER YAG 266 nm

Malgré un effet perceptible du traitememdER sur les rugosité et mouillabilité du
polyéthyléne téréphthalate, les résultats biologggue sont pas convaincants. @sER sera
donc abandonné lui aussi pour la suite des traviaux,comme les deux précedentssERS
YAG.
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5.2.4. LASER EXCIMERE 193 nm
5.2.4.1. Rugosité

La rugosité de la surface du PET traité paskRr excimere a 193 nm de longueur
d’onde montre d’abord une Iégére augmentation dd’®afacteur 4, avant de diminuer pour
les plus fortes énergies (Figure 82). Une fois @ada valeur de 120 mJ/cm?, la surface est
vraisemblablement fondue par la puissante éneigighiiée par le faisceaulrABER, puis, en
se re-solidifiant, ne laisse qu’'une faible ondwlatide surface : le Ra se situe alors aux
environs de 15 nm.
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Figure 82 : Rugosité due au traitemena$ER (Excimere 193 nm)

5.2.4.2. Mouillabilité

L’augmentation de mouillabilité obtenue sur le Mek® suite & un traitement par
LASER excimére a 193 nm de longueur d’'onde est la plysortante de tous leSABERS
(Figure 83). Il est cependant intéressant de ntmtes,d’'une analyse plus fine de ces résultats,
que pour la plus grande valeur de mouillabilité (60/m2 pour une irradiationASER de
300 mJ/cm?), nous obtenons au contraire une valamgle de goutte de I'eau trés haute a
99,5°. A titre comparatif, pour le PET vierge, lalaur d’angle de goutte de I'eau se situe a
78,5°. Il en résulte une composante polaire deefge de surface extrémement faible,
puisque égale a 0,2 mJ/mz2, donnant ainsi une caampmslispersive égale a 58,8 mJ/m2,

104



5. Résultats : choix duASER

Energie de surface - Excimere 193
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Figure 83 : Energie totale du Melin€xapreés irradiation auASER Excimére 193 nm

5.2.4.3. Prolifération et vitalité cellulaires

Les résultats de prolifération cellulaire montreette fois-ci une tendance différente a
3 jours et a 6 jours. En effet aprés 3 jours ddifpration, la tendance est a la baisse puisque
le taux de prolifération, pour les fortes énergidsscend a 80% par rapport au matériau
vierge, avec de surcroit des écarts-types pagi@rient importants (Figure 84). Ces résultats
confirment l'impression laissée par l'angle de geutle I'eau, tres élevé a ces valeurs
d’irradiation. Les cellules subissent donc la lei Ithydrophobie de ce matériau fortement
irradié. En revanche aprés 6 jours de culture leglk) I'effet est atténué puisque I'on
retrouve des valeurs de prolifération proches dutériz vierge. Enfin le dernier
enseignement fourni par cette figure concerne fefge apporté par les différentes énergies
fournies par le BSER. En effet, il n'est pas utile d’appliquer des énes maximales, puisque
au contraire la prolifération cellulaire est dim@éguaux plus fortes énergies. Cependant, la
Figure 85 nous montre que les cellules ne semblemsouffrir de cette situation en terme de
vitalité : les tests réalisés au Bleu Alamar ne et pas de changement significatif par
rapport au témoin.
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Figure 84 : Prolifération cellulaire apres irradiation pax4ER Excimére 193 nm (L1321=6)
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Figure 85 : Vitalité cellulaire aprés irradiation parn&ER Excimere 193 nm (L1321=6)

5.2.4.4. Adhésion cellulaire

Sur la Figure 86, il est intéressant de noter a poi@t la courbe d’adhésion cellulaire
ressemble a celle de I'énergie de surface. En, afédte derniére nous montrait une double
ascension que l'on retrouve, toutes proportionsiégs, sur le graphique d’adhésion, quelle
que soit la durée étudiée. Ce résultat est le\ptilsle aprés 60 minutes d’incubation, mais la
tendance est la méme pour les autres durées. ¢drendu point de vue de l'adhésion
cellulaire, nous constatons qu'’il n’est pas utéepibusser lirradiation ASER aux plus fortes
énergies, puisque des valeurs moyennes de l'ordré&0d mJ/cm?2 donnent d’aussi bons
résultats que des valeurs beaucoup plus élevées.
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Figure 86 : Adhésion cellulaire aprés irradiation paxdeR Excimére 193 nm (L132, n=6)

5.2.4.5. Conclusion sur le LASER EXCIMERE 193 nm

Les changements apportés par une irradiation @&/ksdER excimére 193 nm sont les
plus nets des differentsABERS étudiés dans ce chapitre, aussi bien sur le pleysiqo-
chimique que sur le plan biologique. En effet, eattodification de la surface induite par le
rayonnement UV induit des différences en terme utmsité, mouillabilité, prolifération et
adhésion cellulaire. Néanmoins les résultats biglogs ne sont pas a la hauteur des
espérances et ne justifient pas l'intérét d’effectun traitement de surface du PET pasitR
excimére 193 nm. En outre, les tests statistiquest ndémontré aucune différence
significative pourp<0,05. Une fois encore, ceAKER sera donc abandonné pour la suite de

cette étude.
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5.2.5. LASER EXCIMERE 248 nm

Les résultats présentés ici reprennent une frademrésultats de la premiére partie.
Néanmoins, ils ont été complétés par des expémanciiant plus de puissances d’irradiation
(jusqu’a 210 mJ/cm?) et par d’autres approchesuétiaks physico-chimiques et biologiques
(rugosité, XPS, marquage immunocytochimique).

5.2.5.1. Rugosité

La rugosité de surface obtenue apres une irradiavec le IASER excimere 248 nm
est augmentée de facon progressive en fonctiorédergie d’irradiation (Figure 87). Cette
élévation semble néanmoins atteindre un paliesqud la courbe a tendance a redescendre
aux tres fortes énergies. Concernant le Ra, celestcdonc augmenté d’un facteur 6 dans la
fourchette des valeurs étudiées. La différenceudesité obtenue entre une irradiation par
LASER YAG 266 nm et par ASER excimere 248 nm est donc évidente, ceci malgré leu
longueur d’onde pourtant trés proche. Il sembletaitc que le PET possede un coefficient
d’absorption particulierement sensible a I'une ée deux valeurs.

Rugosité Excimere 248
0,06
-
0,05 /\/ T—
_. 0,04
S
< 0,03
&
0,02 /
0,01 —=
0
0 30 60 90 120 150 180 210
Energie d'irradiation (mJ/cm?)

Figure 87 : Rugosité due au traitemernt$ER (Excimere 248 nm)
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5.2.5.2. Mouillabilité

: choix duASER

Energie de surface (mJ/m?)
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Figure 88 : Energie totale du Melin€xaprés irradiation auASER Excimére 248 nm
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Figure 89 : Angle de goutte de I'eau apres irradiation as#R Excimére 248 nm

Les valeurs concernant les résultats d’analyse aeillabilité nous indiquent

~

clairement une tendance a l'augmentation de la lhabiité liée a lirradiation IASER
(Figure 88). La courbe nous montre une aptituddAsER excimére 248 nm a augmenter
rapidement la tension de surface du matériau pesr gremieres valeurs d’énergies
d’irradiation, puis a poursuivre plus lentemente@rogression, donnant ainsi a la courbe une
allure exponentielle. Aux plus fortes énergiesudimentation de I'énergie de surface se
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stabilise en atteignant un plateau. Comme pourréphijque de rugosité, la courbe de
mouillabilité n'est pas parfaitement «lisse », snanontre parfois quelques légers
soubresauts. Ce constat, tout aussi valable psuauges courbes de mouillabilité, peut tirer
son explications de différentes origines, comme g@ample les variations possibles des
degrés d’hygrométrie dans I'air ambiant (ce parae@®tant pas contrélé dans notre étude),
ou encore la topographie de la surface. En effegt lal. °* avaient déja calculé des énergies
de surface hétérogenes lorsquils les avaient rdesun difféerents endroits d’'un méme
polymere. lls avaient expliqué ce phénoméne par wygwsité qu'ils avaient trouvée
différente selon gu’elle était mesurée au sommet tzubase des reliefs (sous forme de lignes
dans leur étude) créés par leSER

Pour en revenir aux résultats, il est extrémemetéréssant de comparer cette
augmentation de mouillabilité a la valeur de I'andke goutte de I'eau (Figure 89). En effet,
celui-ci a tendance a diminuer a faible énergialigmant donc une augmentation de
I’hydrophilie. Cependant, I'angle de goutte de lisaigmente ensuite nettement pour les plus
fortes énergies, atteignant des valeurs de l'od#reB5°, c’est-a-dire supérieures au PET
vierge (72°). Ce constat qui peut paraitre conttade trouve cependant son explication
grace a ce que l'on appelle désormais « l'effetidot: I'effet lotus est un phénomene
physique d’interactions entre des gouttelettes w'eaune surface hydrophobe utilisé par
certaines plantes pour nettoyer la surface de feuiies, tout en les maintenant « séch&s »
Cette particularité est présente dans la familldéotius qui, malgré son développement dans
des rivieres et des lacs boueux, arrive a consettesr feuilles propres. La structure
microscopique de la surface et les propriétés ces de la plante font que ses feuilles ne
sont jamais mouillées. Au contraire, les gouttesad’ roulent a la surface de la feuille,
emportant avec elles débris, insectes et poussieres

Le principe de cette hydrophobicité tres élevéerppport aux normes habituelles est
maintenant bien connue des scientifiques : unetgalieau déposée sur une surface lisse
hydrophobe forme un angle de contact légeremenérsyp a 90°. Or, cet angle peut
augmenter fortement en présence de micro-aspéptisjant atteindre pres de 180°: la
goutte reste alors dans une forme sphérique (Fi§le On atteint un état de « super-
hydrophobie » caractéristique de I'effet 1ofdS® Ce phénomeéne tire son explication de deux
causes : une physique et une chimique. Dans leigreas, des photographies au microscope
électronique ont montré que la surface est couvktmicro-textures, a des échelles souvent
comprises entre 1 et 10 um. Du point de vue chimigm a découvert que ces surfaces sont
des cires : la cire étant hydrophobe, I'eau ne tiermpps les intervalles entre les textures et
repose donc principalement sur de l'air — comme lellfait dans un nuage. Pour la goutte, il
devient énergétiquement trop colteux de mouillex sarface si hydrophobe. La meilleure
configuration pour la goutte devient alors de seep@u sommet des reliefs, tel un fakir sur
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une planche de clous. On comprend ainsi pourgag@ut des micro-textures peut amplifier
« artificiellement » I’hydrophobie. Il est a notque la taille des aspérités a cependant une
certaine importance : si la rugosité n’est pas tgpga gouttelette peut « s’empaler » sur les
pointes, réalisant un « état de Wenzel » superdiaatiet contraire a I'effet souhaité (Figure
90).

Pour revenir aux analyses d’angle de goutte du REsTrésultats que nous trouvons
aux fortes énergies sont assimilables a cet dftes|: I'angle de goutte de I'eau est assez
élevé, faisant soupgconner une certaine hydrophélde la surface, mais la tension de surface
du PET irradié (analysée a l'aide de plusieursastb) est tout de méme augmentée.

Goutte
d'eau

Goutte
d'eau

Figure 90 : Goutte d’eau sur une surface Figure 91 : Goutte d’eau sur une surface
rugueuse rugueuse, super-hydrophobe

Enfin pour en terminer avec les analyses de tendesurface, nous avons étudié
I’évolution de la mouillabilité du polymeére irradsur plus de deux mois (Figure 92). Ce
graphique nous permet de voir une surface qui deypileis hydrophobe la premiére semaine,
avant que les gouttes d’eau ne s’étalent progressut de plus en plus. L’hydrophilie du
matériau est méme améeliorée la neuvieme semainelgoirradiations a 90 et 120 mJ/cm?
par rapport au PET vierge (72° d’angle de gouttbede!).
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Figure 92 : Evolution de I'angle de goutte de I'eau sur 9 seem

5.2.5.3. Chimie de surface

Les Figures 93 & 98 montrent les résultats deysemXPS réalisées sur le Melifiex
vierge et irradié. Ces courbes montrent les résuttatenus pour I'analyse dud®t de I'Qs
Ces graphiques nous permettent de mettre en éédmis phénoménes majeurs :

- Une différence est nettement observée entre lerimat@ierge et les éprouvettes
irradiées. Par contre, aucune différence signifieat’apparait entre les deux PET
irradiés a différentes énergies (24 mJ/cm? et 12@mg).

- Les Figures 95 et 97 montrent I'apparition d’'un veau pic (pic C) a 287.0 eV
correspondant a l'apparition du groupement cartor(@=0). Ce groupement
n'est pas présent sur le matériau vierge (Figure P3isqu’a I'état originel ce
carbone doublement lié a 'oxygene I'est aussi aautre carbone et a un autre
oxygene (cf. formule du PET, Figure 1, p.14). Gaul&ét nous permet de mettre en
évidence que la coupure des liaisons suite auemnait IASER se fait

bY

préférentiellement a cet endroit, entrainant doac chssure au niveau du

groupement :
@)
o<
C

et libérant ainsi des groupements carbonyles auttace du PET irradié. Cette
hypothese est confirmée par les Figures 94 et @iGmgntrent la diminution du
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pic éther (C-O-C, pic B) comparativement au pidoarle (C=0, pic A).

- Enfin 'analyse du rapport oxygéne / carbone m®aone Iégére diminution de ce
ratio qui passe de 0,40 sur le PET vierge a 0,84esRET irradié, quelque soit
I'intensité de I'énergie d’irradiation. La surfacki PET est donc plus riche en
carbone apres irradiation pas$ER excimere 248 nm.

[ [ i T
421 |
24
40— —
o A N 22— A —
36 — B
34— - |
20—
32 =
30 - 1o -
28— —
26— N 16— 7
24— -
22— — 14 |
&
20— - §
18- - 12— 1
16— -
14— - 10— -
12— D -
10— B — 8- n
8 -
] 6 .
e
4 ] —
-
2k e SO -
o ] —
2
T | | | [ | ] | | x | | | |
294 292 290 288 286 284 536 535 534 533 532 531 530 529
Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)
Figure 93 : Pic Gsdu PET vierge Figure 94 : Pic Osdu PET vierge
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Figure 97 : Pic Gsdu PET irradié a 120 mJ/cm?
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Figure 95 : Pic Gsdu PET irradié a 24 mJ/cm?2
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Figure 96 : Pic Osdu PET irradié a 24 mJ/cmz
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Figure 98 : Pic Osdu PET irradié a 120 mJ/cmz?
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5.2.5.4. Prolifération et vitalité cellulaires

Les résultats de prolifération et de vitalité cialiee sont montrés sur les figures 99 et

100. Par rapport aux résultats présentés en premétie (choix du PET), ceux-ci sont plus
complets car effectués aprés trois et six jourprdéfération. En outre, nous avons testé des
énergies plus élevées, puisque les résultats diéepation présentés sur la Figure 57 (p.85)
montrait une courbe ascendante dont on ne savagidle pouvait continuer a augmenter ou
au contraire atteignait un plateau. Le graphiquapces nous permet de tirer plusieurs
conclusions en terme de prolifération cellulaire :

1-

L’allure générale de la courbe est la méme que geisentée sur la Figure 57, puisque
I'on retrouve notamment la valeur de prolifératamilulaire la plus élevée aux environs
de 120 mJ/cm2. Néanmoins, cette valeur est quebgue inférieure a celle trouvée
précédemment (126% contre 141%). Ce résultat pexplguer par le changement de
laboratoire et surtout deaseR entre les deux expérimentation®A@ER Lambda Physik
série Compex 205 (LPES, Mons, Belgiquen\sER GSI Lumonics ipex-848 (CERLA,
Villeneuve d’Ascq, France)). Un affinement des a@gls du BRSER pourrait peut-étre
s’avérer nécessaire pour retrouver les résultaenab a Mons.

Les tests statistiques montrent que les différemeeterme de prolifération cellulaire
sont statistiquement significatives aprés six jodesculture cellulaire par rapport au
PET vierge pour les valeurs de 90 mJ/cm? et 128m#Jp<0,05). En outre, la valeur de
prolifération obtenue a six jours avec le PET iidaal 120 mJ/cm?2 est statistiquement
plus élevée par rapport a toutes les autres valexcepté contre le 15 mJ/cm? et le
90 mJ/cm?§<0,05).

Il n'est pas utile d’irradier a des valeurs supénes a 120 mJ/cm? avec ce type de
LASER, puisque les résultats montrent que la prolifératiellulaire diminue a nouveau
a partir de 150 mJ/cmz2 (différence statistiquensghificative). En outre, les barres
d’erreur ont tendance a augmenter, ce qui signe moms bonne répétitivité des
résultats.

L'effet de lirradiation est bénéfique en terme gdmlifération sur plusieurs jours
puisque jusqu’a 150 mJ/cmz, la courbe montre uogrpssion en nombre de cellules
apres six jours de culture cellulaire plutét quésptrois jours de culture. Néanmoins a
partir de 180 mJ/cm?, l'effet est inverse: le noenlde cellules a la surface de
I'échantillon est proportionnellement moins impattaprés six jours de culture plutot
gu’apres trois jours.

Enfin en terme de vitalité cellulaire, I'effet dlw&ER sur les cellules n’est absolument
pas négatif, puisque le résultat reste proche galtur du témoin a trois jours ou a six
jours, quelle que soit la valeur de I'énergie cdéste. Aucune différence significative
n'a été mise en évidence.
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Figure 99 : Prolifération cellulaire apres irradiation paxdeR Excimere 248 nm (L1321=6)
* Différence statistiquement significative par rappau PET vierge
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Figure 100 : Vitalité cellulaire aprés irradiation pan&ER Excimere 248 nm (L132)=6)

5.2.5.5. Adhésion cellulaire

Les résultats obtenus sur la Figure 101 sont tofditaparlants : lirradiation par
LASER excimere 248 nm permet d’augmenter notablemedhé&aion cellulaire a trés court
terme, c’est-a-dire a 30 min, pour les plus foxekeurs d’énergie. Cette amélioration reste
valable aprés 60 min d’adhésion cellulaire, pussrisultats ont tendance a se lisser au bout
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de deux heures. L'effet de lirradiatiom&ER est donc particulierement efficace des le début
de l'accrochage cellulaire sur le polymére, ce paurrait théoriquement permettre une
colonisation accélérée de la prothése par lesleslhumaines. L'explication majeure de ce
phénomeéne d’adhésion accélérée peut étre attribli@egmentation de la rugosité, ainsi qu'a
la présence d’une chimie de surface plus favorable les cellules”*®

Les tests statistiques n’ont néanmoins pas pu diégerode différence significative
pourp<0,05.

1,8 Adhésion - Excimére 248 nm

T T - T . II ] .

Absorbance

O 7 T T 1
Vierge 15 30 60 90 120 150 180 210  Témoin
Energie d'irradiation (mJ/cm?)
| m30m/t m60m/t 0 120m/t |

Figure 101 :Adhésion cellulaire apres irradiation patdeR Excimere 248 nm (L132)=6)

5.2.5.6. Marquage immunocytochimique

Le marquage de la vinculine et des filaments d&ctie cellules L132 cultivées sur
cing substrats (Nickel, ThermarfgxMelinexX® vierge, MelineX irradié & 120 mJ/cm? et &
210 mJ/icm?) a été réalisé a la phalloidine conjagaél’isothiocyanate de fluorescéine
(coloration verte). En outre, un marquage compléaiende 'ADN a l'iodure de propidium
a éte réalisé (coloration rouge du noyau).

Le cytosquelette est un réseau complexe de filanamotéiques s’étendant dans tout
le cytoplasme, et organisant celui-ci, permettant eellules eucaryotes de s’adapter a une
grande variété de changements morphologiques #ectiger des mouvements coordonnés.
Le cytosquelette est constitué de trois types nénts protéiques : les microfilaments
d’'actine (7 a 9 nm de diametre), les microtubu2s Gm de diametre) et les filaments
intermédiaires (10 nm de diametre).

L’actine est la protéine intracellulaire préponadéeadans la cellule eucaryote. Elle se
présente dans la cellule soit sous forme de moregiébulaire (actine G) soit sous forme de
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polymére (actine F). Le réseau d'actine est loéalldune part juste sous la membrane
plasmique, ou il constitue un maillage bi-dimensiginrassocié a la membrane, et d’autre part,
au sein de la cellule, ou il constitue un réseaditnensionnel conférant un aspect gélatineux
au cytosol. L’actine polymérise au niveau du frdetmigration de la cellule, en fibres qui
soutiennent des profusions cellulaires appeléesllgmdes ou filipodes et qui s’ancrent au
niveau de zones d’adhérences focales conduisaisseinblage spatialement controlé de
filaments d’actine organisés en faisceaux puishmes de stress. L'actine est donc reliée aux
molécules d’adhérences membranaires et cela péamagration. Comme les microtubules,
les fibres d’actine forment un ensemble trés dynamise polymérisant et se dépolymérisant
sans cesse.

Le réseau de microtubules est responsable de &itgotellulaire. De plus, lors du
déplacement de la cellule, les microtubules voat@ocher aux zones d’adhérence focales
pour permettre la locomotion. Enfin, il existe deyges de microfilaments intermédiaires, les
kératines et la vimentine qui sont essentiellememliqués dans les jonctions stables
(desmosomes, hemidesmosomes).

Le cytosquelette constitué de cet ensemble de ipestéfilamenteuses assure le
modelage de la forme de la cellule et sa mobili mobilité de la cellule est obtenue par
modification de sa forme, et par formation de pspades.

5.2.5.6.1. L'organisation du cytosquelette

L’observation au microscope confocahdeER de I'adhésion cellulaire est un examen
qualitatif effectué avec les cellules L132 aprasstjours de culture cellulaire. Pour les
cellules L132, le marquage de l'actine avec la Ipk@dihe/FITC met en évidence sur les
échantillons et les témoins des fibres de stressir Icépartition spatiale et leur nombre
permettent de distinguer plusieurs réponses celsl® (Figures 102 & 106).
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Figure 102 :Marquage a 3jours de l'actine  Figure 103 :Marquage a 3jours de I'actine
de L132 sur Therman8xtémoin négatif) de L132 sur Melinexvierge

e
50u

Figure 104 :Marquage a 3jours de l'actine  Figure 105 :Marquage a 3jours de l'actine
de L132 sur MelineXirradié & 120 mJ/cm2  de L132 sur MelineXirradié a 210 mJ/cm?

Figure 106 :Marquage a 3jours de 'actine de L132 sur Nické&ipin positif)
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Sur le témoin négatif, la répartition des celludeta surface de I'échantillon se fait
sous forme polygonale typique des cellules épiledi Les formes obtenues sur les
échantillons testés sont globalement toutes polyigsna I'exception des observations faites
sur le nickel pur. Sur cet échantillon au contrdies cellules sont trés fortement arrondies,
leur cytosquelette est fortement altéré avec ungolgénérisation importante des fibres
d’actine. Il n’est pas possible de mettre en éwdetiorganisation fibrillaire, ce qui montre
que la cellule est tres peu adhérente au substrat.

Le deuxieme critere d’évaluation concerne le nondiréorganisation des fibres de
stress au sein de la cellule. Sur le témoin nédatjuantité de fibres de stress est importante
signant un nombre conséquent de zones d’adhéréncales, signifiant un contact et une
adhésion intime sur le matériau. Les fibres d’acparcourent toute la longueur de la cellule,
et sont parfois trés épaisses, signes d’'une bagitkté des cellules. Cette quantité et cette
répartition des fibres d'actine sont retrouvées ®s échantillons de Melin€xvierge.
Cependant, des quantités moins nombreuses de fdwestress sont observées sur les
échantillons de polymeére irradié. Le cytosquelsémble ainsi quelque peu désorganisé avec
assez peu d’actine polymérisée. Enfin, sur le higke, plus aucune fibre de stress n’est
visualisable et I'organisation du cytosqueletteaeshplétement altérée. L'irradiation du PET
par LASER excimére n’altere donc pas la morphologie celtalainéanmoins elle désorganise
discrétement la structure du cytosquelette, cetbstia trés forte énergie (210 mJ/cm3).

5.2.5.6.2. Le marquage de la vinculine

Un double marquage est nécessaire pour obserwgndaline. Celle-ci est repérée
sous forme de patchs de couleur verte, tandisegiadyaux ont été colorés en rouge a l'aide
du Propidium lodide SolutionLa localisation de la vinculine dans la cellubgig en fonction
des matériaux (Figures 107 & 110). Sur le ThernfgniexMelinexX® vierge et le Melinek
irradié & 120 mJ/cmz, la protéine se situe en hérip cellulaire. En revanche sur le Melifiex
irradié a 210 mJ/cmz?, si les patchs de vinculingerg préférentiellement disséminés en
périphérie de la cellule, leur nombre est néanmi@iriement diminué.

Les cellules L132 cultivées sur le Meliffeikradié & 120 mJ/cm? ne souffrent donc
pas du passage dulAtER Certes, les patchs de vinculine semblent deetddgérement
inférieure, mais leur nombre est plus grand esalst parfaitement répartis sur la périphérie
cellulaire, traduisant une bonne adhérence au suppo leur est proposé. Dienet al **
avaient d’ailleurs expliqué cette diminution detddlle des adhésions focales par la rugosité
accrue de la surface du biomatériau. C’est pourquoipeut conclure avec eux que les
caractéristiques de surface du biomatériau inflaehle nombre, la taille et la dynamique des
adhésions focales.
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et
50umr

Figure 107 :Marquage a 3jours de la vinculine Figure 108 :Marquage a 3jours de la
de L132 sur Therman8xtémoin négatif) vinculine de L132 sur Melinéxvierge

50umr

Figure 109 :Marquage a 3jours de la Figure 110 :Marquage a 3jours de la vinculine
vinculine de L132 sur Melinéx120mJ/cm? de L132 sur Melin€% 210mJ/cm?
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5.2.5.7. Observations au MEB

Des observations au microscope électronique a agéaynt été réalisées dans la
premiere partie de ce mémoire avec des expérietecesltures de cellules épithéliales (L132)
sur des échantillons de Melirfexierge et irradiés a 12 et & 96 mJ/cm? (85.1/529). Nous
avons ici complété ces expériences avec des élbbasitirradiés par des valeurs d’énergie
plus élevées de 120 et 210 mJ/cm?, apres trois firiculture cellulaire (Figures 111 a 116).

Les micrographies sur le Melinéxvierge montrent, comme lors des premiéres
expériences, des cellules aux formes polygonalemaies ou plus souvent allongées, avec
une structure de membrane cellulaire de surfacgedi#geloppée : connexions intercellulaires,
micro-villosités, et larges lamellipodes.

Pour les échantillons de PET irradié, il est pdegile tirer les mémes conclusions que
sur les micrographies présentées en premiere panadgré le changement de sour@eER,
les résultats restent superposables. En premierléechangement de structure de la surface
du matériau est parfaitement visible. De plus @hkikes, qui présentent globalement la méme
morphologie que sur le PET vierge, montrent tougefene structure de surface moins
développée sur tous les points précédemment cité®nnexions, micro-villosités, et
lamellipodes. Enfin les micrographies présentéempoés démontrent que les résultats sont
semblables a 120 ou a 210 mJ/cm?2. Les effets diuadiation a forte énergie ne semblent
donc ni néfastes, ni profitables aux cellules dimfpde vue de leur morphologie.
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Figure 111 a Figure 116Micrographies de cellules L132 aprés 3 jours deuaicellulaire.
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Figure 115 : Mellnex® 210mJ/cm? Figure 116 :Melinex® 210mJ/cm?iautre vue)
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5.2.5.8. Conclusion sur le LASER EXCIMERE 248 nm

Les résultats obtenus avec Ie94ER excimere 248 nm sont les plus intéressants des
cinq LASERStestés. Les expériences physico-chimiques moniesnte PET est sensible a ce
type d’irradiation, puisque la rugosité est augréerde facon progressive, atteignant un palier
aux plus fortes énergies, tandis que la mouillebikst également améliorée, de facon
exponentielle cette fois-ci, c’est-a-dire montaapidement dés les premiéres énergies
d’irradiation, pour atteindre un palier par la suitEnfin les mesures faites par XPS
démontrent une augmentation de la proportion dborer a la surface du PET, avec une
diminution des liaisons ester au profit des liagsoarbonyles.

Ces nombreuses variations de la surface du PET pewmsettaient d’attendre des
répercussions sur les tests biologiques, sansrssivigis cellules allaient souffrir ou profiter
de telles modifications de surface. Les résultatses tests biologiques ont été explicites et
nous permettent de démontrer que les cellules presp significativement mieux sur une
surface irradiée a moyenne énergie, c’est-a-ditesavaleurs d’énergies comprises entre 90 et
120mJ/cmz2. En effet pour ces valeurs, la proliféracellulaire est améliorée sans que la
vitalité cellulaire n’en souffre. Les courbes d’adlon montrent déja une tendance a
'augmentation du nombre de cellules adhérées ppastiaprés des temps tres courts (situés
entre 30 et 120 min), ce qui est confirmé par leguage de la vinculine qui nous montre de
nombreux patchs d'adhésion focale sur le Mefthaxadié & 120 mJ/cm2 Seul le
cytosquelette semble un peu désorganisé sur lemgraphies prises lors du marquage de
I'actine. La morphologie cellulaire ne semble cefset pas en souffrir pour autant, méme si
les micrographies MEB montrent une structure déasarmoins complexe avec moins de
lamellipodes et de pseudopodes.

Ces bons résultats obtenus avec A&sHR excimére 248 nm confirment donc ceux
obtenus dans la premiére partie de ce travail, mdéggchangement de laboratoire et surtout
de source BRSER De plus, par leur plus grande richesse, ils mmimettent de conclure sur
I'inutilité de chercher a atteindre des valeursspantes d'irradiation, puisque toutes les
expériences biologiqgues démontrent un étiolemest rdsultats a partir d’une irradiation
supérieure a 150 mJ/cm2,
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5.2.6. COMPARAISON DES DIFFERENTS LASERS

Les résultats exposés dans cette partie repreteenmesultats précédemment cites,
mais en présentant I'avantage d'étre regroupésususeul graphique, facilitant ainsi la

comparaison desASERSentre eux.

5.2.6.1. Rugosité

La Figure 117 montre particulierement bien I'abgede rugosité engendrée par une
irradiation avec lesASERSYAG 532 nm et 1064 nm, comparativement aux autres¥ERS

Rugosité (um)

‘Rugosité tous LASERS ‘

0,09

0,08

| o

0,06 4
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——YAG 1064

—&—YAG 532
—d—YAG 266

0,03 1

—m—Excimeére 248
—>é=Excimére 193

0 50 100 150 200 250 300
Energie d'irradiation (mJ/cm?2)

350 400 450 500

Figure 117 :Rugosité du PET obtenue avec les difféeremsHRS
Par souci de lisibilité du graphique, les valewgs thRSERSYAG 1064 nm et YAG 532 nm
supérieures a 500 mJ/cm?2 n’ont pas été représentées

5.2.6.2. Mouillabilité

De méme que pour la rugosité, la Figure 118 mompiee d’évolution de la

bY

mouillabilité obtenue suite a une irradiation aves LASERS YAG. Seuls les BSERS
excimeres sont capables d’augmenter la tensionrfiece du matériau.
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Energie de surface
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Figure 118 :Energie de surface du PET obtenue avec les ditfetaSERS
Par souci de lisibilité du graphique, les valewgs tIRSERSYAG 1064 nm et YAG 532 nm
supérieures a 500 mJ/cmz2 n’ont pas été représentées

5.2.6.3. Etat de surface

Les trois micrographies MEB présentées ci-apres etnémement intéressantes pour
comprendre la différence de comportement biologides cellules L132 sur la surface du
PET traité par les différentsABERS (Figures 119 a 121). En effet, plus que la natiue
LASER (excimere ou YAG), c’est la longueur d’onde déerpar celui-ci qui présente un
impact majeur sur la transformation de la surfagenthtériau. De ce fait, les différences
attendues entre leAEERSYAG 266 nm et exciméere 248 nm devraient étre m@snpuisque
la longueur d’'onde est trés proche. Or les résulbablogiques montrent une différence
majeure de comportement cellulaire : la prolifénatcellulaire obtenue aprés une irradiation a
120 mJ/cm? est de 102% pour ledER YAG apres 6 jours de prolifération, contre 126%ipo
le LASER excimere 248 nm! Certes, les dissemblances desitéget de mouillabilité
expliqguent en partie ces résultats, mais la difféeeimportante de I'état de surface observé
sur ces micrographies est un élément supplémerdarplication. Ces trois photographies
sont présentées a la méme échelle; il est donderfeant visible que la taille et la
morphologie des structures créées a la surface KL $ont totalement différentes : les
dimensions de ces structures semblent d’aillewescttiment liées a la longueur d’'onde du
LASER De toute évidence, la topographie de la surfacge«w> par la cellule est radicalement
modifiée d’'un IASER a un autre, traduisant le cas échéant un étatirigce plus favorable
pour les cellules et donc un meilleur comportentésibgique.
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Figure 119 :Micrographie MEB du PET apres irradiation pasgeR excimeére 193 nm
(10 coups, 10 Hz, 120 mJ/cm?)

Figure 120 :Micrographie MEB du PET apres irradiation pasER excimeére 248 nm
(10 coups, 10 Hz, 120 mJ/cm?)

Figure 121 : Micrographie MEB du PET aprés irradiation pasER YAG 266 nm
(10 coups, 10 Hz, 120 mJ/cm?)

127



5. Résultats : choix duASER

5.2.6.4. Tableau récapitulatif

L’ensemble des résultats physico-chimiques et biglees a été regroupé dans le
Tableau 12. Celui-ci nous permet de confirmer usegmement majeur : |eAlSER excimeére
a 248 nm de longueur d’onde est le seul capablmdliarer significativement les résultats,
dans la limite des expérimentations réalisées damsémoire.

YAG YAG YAG Excimeére Excimeére
1064 nm 532 nm 266 nm 193 nm 248 nm

Rugosité = = A2D 2= AP
Energie de - = 2N AAD A2
surface
Chimie 2C:NO
Prolifération N N = =\ V.
Vitalité N N = = =2
Adhésion = = = A= by
immédiate
Morphologie Surface moins
MEB complexe
Immunocyto- Actine : N
chimie Vinculine : =

Tableau 12 :Comparaison des résultats généraux entre lesahtBIASERS
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Le travail présenté dans ce mémoire a pour batipal d’améliorer les propriétés de
surface du PET dans un but bioméditaBien que quelques investigations aient essayé, de
facon sporadique, d’augmenter la biocompatibilgéntatériaux médicaux a I'aide dader
excimere, aucune d’entre elle ne renseignait jategiconditions expérimentales complétes
27283135 Cette situation de fait ne manquait pas de popte&judice & tout chercheur
souhaitant soit reproduire les expérimentationp@sées, soit comprendre les raisons des
modifications des caractéristiques physico-chimsgetebiologiques présentées dans I'exposé.
Il parait pourtant évident qu’'une connaissancenet sélection minutieuse des parametres de
I'irradiation LASER soient de premiere importance dans le cas denetiémnalisation de
surface des polyméré$"

Une analyse critique des multiples conditions ddiation s’avérait donc nécessaire,
tant les parametres susceptibles d’évoluer sontbreum et souvent mal définis par les
auteurs. Il fallait ainsi définir une sorte de @hiles charges dans lequel seraient résumées
toutes les variables intervenant dans une telléraxyentation. C’est ce que nous avons fait
avec les différents tableaux présentés dans cailtrdlvest ainsi aisé de retrouver le seul
paramétre variable utilisé dans ce mémoire : Iist® d’énergie du ASER Cependant, de
nombreuses autres grandeurs seraient égalemempshbes de varier, et le champ d’étude
offert par ces différentes possibilités est considiément vaste. Il serait d'ailleurs
souhaitable, a I'avenir, de mettre au point un mlaxpériences afin de pouvoir faire varier
simultanément plusieurs parameétres dans le mémastem

Les techniques d'irradiationASER présentent de nombreux avantages par rapport a
d’autres techniques conventionnelles : ce sontpiesédés précis, rapides, reproductibles,
faciles a utiliser, biocompatibles, permettant déotir une surface proprement découpée apres
traitement®>*° En outre, I'rradiation BSER ne requiert l'utilisation d’aucun solvants qui
pourraient étre nécessaires pour les techniquesatkfications chimiques de la surface,
réduisant ainsi les risques de pollution environeetale *°>'° Surtout, il s'agit d'une
technique qui permet d’améliorer les propriétésuaidace du matériau sans en dégrader les
propriétés meécaniques. Ce processus répond aim&iitpment bien aux nombreuses
exigences imposées par les recherches permettarfidirge progresser les qualités d’un
dispositif médical. Enfin, cette méthode restelément accessible en vue d’'une éventuelle
industrialisation, puisque lesABERS YAG sont déja fortement répandus, et que IeSHRS
excimeres connaissent un essor important avecri@awent des écrans a cristaux liquides de
types écrans LCD.

Une relative difficulté qui nous a cependant prépécdans cette recherche a consisté
a minimiser l'imparfaite stabilité percue dans legiférentes cavités ASERS pour les
irradiations a faible énergie. En effet, I'effottideur est demandé pour passer d’une trés forte
énergie de sortie (370 mJ) a une tres faible émesgr I'échantillon (pouvant descendre
jusqu’a 12 mJ/cm?) peut expliquer I'apparition des @erturbations. De ce fait, une grande
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guantité de précautions a été prise pour mininieggshénomene. C’est ainsi que nous avons
eu recours a l'utilisation d'un masque, d'une tegha d’irradiation en mode balayage, et
d’'un nombre de coups de dix par unité de surface.

Concernant les résultats obtenus dans ce typeojit,gr est communément admis que
I'analyse de la performance biologique d’un implaomctionnalisé est un aspect important de
la science et de I'élaboration d’un biomatériau.nMési les progrés dans ce domaine ont été
tres importants, de nombreux aspects restent ergc@lacider. La possibilité de contrdler,
dans l'espace et dans le temps, les caractéristigaela surface telles que sa chimie, sa
topographie, ou encore sa souplesse permettrontodénuer a fournir de nouveaux
enseignements dans les aspects fondamentaux desctitins surface - cellufé’. En effet a
I'heure actuelle, aucune théorie n’est encore dapdé prédire le résultat de I'interaction
entre un tissu ou une cellule et une surface méwlifirtificiellement dont on connait les
caractéristiques physico-chimiqu8s

Il est important dans ce genre d'études de respdese normes européennes et
internationales en terme de culture cellulaire.s€fourguoi nous avons réalisé tous les tests
cellulaires selon les normes internationales 1ISO93eb et européennes EN 30993-5. En
effet, comme le montrent les barres d’erreur desltd@ts biologiques, les résultats ne sont
jamais parfaitement constants, mais montrent togjone tendance a une légere variabilite.
Le fait de respecter les normes imposées par léegmion permet de s'affranchir de
discussions inutiles quant a l'origine des cesatams. Ces fluctuations restent néanmoins
tout a fait similaires a celle des autres étudestaines d’entre elles avaient méme d'ailleurs
déja dressé le constat d’une variabilité bien piysortante'®. En outre, cette derniére étude
avait pu mettre en évidence lI'importance du chaxallignée cellulaire : en effet, les auteurs
avaient montré que deux lignées cellulaires difftae pouvaient répondre diversement
lorsqu’elles étaient mises en contact avec une n@&mnface. Dans notre étude, nous avons
donc conservé une lignée cellulaire qui avait dénéorses capacités a proliférer
convenablement suite & une fonctionnalisation diase par traitementAser *®: les cellules
L132.

En outre, nous avons mis en place des tests d&pation cellulaire a 3 et 6 jours, de
facon a suivre I'évolution du comportement celltdasur une double période. Cette derniere
durée est le maximum que I'on puisse tester lordtpre ne renouvelle pas le milieu de
culture, sinon les cellules manquent de nutrimdatsant décroitre immeédiatement I'activité
cellulaire’®. Cette remarque explique d'ailleurs en partieréssiltats de vitalité cellulaire & 6
jours qui ne sont que peu augmentés par rappotémoin malgré I'augmentation de la
prolifération cellulaire sur les échantillons iriésl avec le ASER excimére 248 nm. En effet,
apres 6 jours de prolifération, les cellules, plambreuses, doivent se partager les nutriments
qui, au contraire, sont quasiment epuises.
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S’il est vrai que les résultats des tests biologggoccupent une part prépondérante de
notre travail, il n’en reste pas moins vrai que tesactérisations physico-chimiques du
matériau apres irradiation constituent un aspegionant de I'évaluation d'un matériel
médical implantable. D’ailleurs, il a été montréedas propriétés de surface du matériau sont
un des parametres clé capables de causer la dégnada la thrombogénicité des polyméres
utilisés en tant que matériel médicaf, démontrant ainsi la nécessité d’une caractéoisati
précise de la surface du polymere ultérieurememiamable. C’est pourquoi nous avons
décidé de réaliser dans cette étude les tests qohgkimiques fondamentauy®%911°
capables d’apporter des explications aux modificatides résultats biologiques : aspect de
surface (microscopie optique, MEB) ; rugosité (poofétre) ; composition chimique de
surface (XPS) ; énergie de surface (angle de goutte

Ces résultats dans le domaine physique ne montjesmsiment pas d’effet d’'une
irradiation par IASER YAG 1064 nm ou BSER YAG 532 nm sur la rugosité ni la
mouillabilité. Cette absence d’interaction entrefdesceau BSER et le PET pouvait étre
attendue au regard des résultats des spectresodiba obtenus par spectrométrie.
Néanmoins, on ne peut pas dire que l'irradiationqes LASERS soit sans effet, puisque les
valeurs de prolifération cellulaire sont affectges la surface ainsi traitée, démontrant une
tendance a la baisse de la quantité cellulaire.r€adtats peu encourageants nous font ainsi
abandonner ces dewa&ERS puisque la premiere partie de notre étude noumegied’'étre
confiants dans la qualité du substrat utilisé. &mnche nous pensions obtenir des résultats
biologiques plus prometteurs avec I&aSER YAG 266 nm, puisque sa longueur d’'onde est
tres proche du ASER excimére 248 nm qui avait démontré de tres bodrsgmsitions dans la
premiére partie de cette étude. Pourtant les pratibn, vitalité et adhésion cellulaires ne
semblent nullement influencées par le traitemensutéace mis en ceuvre. En revanche, les
mouillabilité et surtout rugosité sont nettementdifiées par le faisceauASER Ce constat
confirme parfaitement que la réussite ou non d'dmectionnalisation de surface d'un
matériau n’est pas simplement due a l'un ou l'auteeces parametres, mais plutét a un
enchevétrement complexe de ces nombreuses variablesc le IASER YAG 266 nm
(comme avec le ASER excimére 248 nm), les mouillabilité et rugosit@tsaugmentées, mais
pas la prolifération cellulaire. Nous pensons gettecdifférence entre les deun3ERS est
due a I'état de surface explicitement différentpate I'ont démontré les micrographies prises
au microscope électronique a balayage.

Les LASERS YAG n’étant pas a la hauteur des résultats espéré®us restait a
comparer les ASERS exciméres entre eux. Cela a été chose faite &&adER excimere a
193 nm de longueur d'onde. Notre étude a démomnte forte capacité de ceA&ER a
augmenter & la fois la mouillabilité et la rugosité MelinexXX. Pourtant une fois de plus, les
résultats cellulaires ne répondent pas favorablenetrceci malgré une gamme d’énergies
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étudiées tres vaste (20 a 500 mJ/cm32). Une foisrenées micrographies MEB ont prouvé
que I'état de la surface laissée par le passagridceau IASER sur le PET est nettement
différent entre les deuxAseERsexcimeéres. La taille des structures créées arfacudu PET
étant directement liée a la longueur d'onde d8HR, il semblerait que la dimension optimale
de celles-ci vis-a-vis du comportement cellulaibé aniquement obtenue a l'aide dadeR
excimere 248 nm.

Incontestablement, les meilleurs résultats biologsl sont donc obtenus avec le
LASER excimeére travaillant a 248 nm de longueur d’onldeSER que nous avions eu la
chance d'utiliser dés le début de cette étude. AZER a été le seul capable d’augmenter de
facon significative le nombre de cellules aprésjsixs de mise en culture, et ceci avec un
bon indice de corrélation. De plus, les tests séaliau Bleu Alamar ont prouvé que le
traitement IASER n’altérait pas la vitalité cellulaire. Enfin, legpériences réalisées piNPP
ont demontré la faculté duABER excimere 248 nm a augmenter la vitesse de l'adhési
cellulaire immédiate. La littérature nous indiqueada rugosité et la chimie de surface sont
les principaux facteurs permettant d’expliquer l&ioration de I'adhésion cellulairg®"%
Néanmoins concernant les résultats biologiquesidérts dans leur ensemble, nous pensons
que cing raisons peuvent étre avancées pour eepliqutel progres : la propreté optimale du
matériau aprés irradiatioRi, 'amélioration de I'énergie de surface du PET" 0>l de sg
chimie de surfac&*® de sa rugosit&>>®et finalement de la topographie de la surfacesapré
traitement.

La propreté de la surface aprés traitemensHR n'est pas spécifique auABER
excimere 248 nm, puisque les différents photogegphde microscopie optique et
micrographies MEB ont démontré un état de surfaepeccable, quelque soit |IeA&ER
utilisé, et quelle que soit la puissance mise ewreesur le substrat. Néanmoins, ce parametre
est important a souligner et les techniquas#rsfont partie des rares techniques a permettre
d’obtenir systématiquement un tel résuffat

Comme d’autres études I'ont montré, la tensionuttase du PET est augmentée avec
le traitement BWSER rendant donc le polymére plus hydropHiié®491*2 Comme dans notre
étude, Lauren®t al. *** avaient déja démontré le caractére inconstant tersmps de
I'nydrophilie du matériau irradié. En effet, I'amgtle goutte de I'eau a tendance a évoluer en
fonction du temps, pouvant expliquer en partie dessibles variations observées dans les
expériences biologiques. Cette élévation peuteéstpliquée a la fois par 'augmentation de la
rugosité™®, mais aussi par I'apparition de nouveaux groupésneiimiques en surface avec la
formation de groupements polaires tels que hydexyérboxyle et peroxydéd entrainant
en retour 'augmentation de I'énergie de surfac®BT®".

Concernant la chimie de la surface, notre étudesaem évidence une diminution du
rapport O/C. Cette donnée est certainement la gissutée dans la littérature, tant les

résultats peuvent étre dissemblables d’une étuden& autre™® La communication
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incompléte des conditions expérimentales peut gupli en partie ces résultats, de méme que
la nature du PET utilisé pour I'étude. Néanmoires progres réalisés dans les sciences
physico-chimiques permettent de trouver des argtsmgour expliquer les résultats : dans le
cas d’'une diminution du taux d’oxygéne, la raisovoquée est une cassure des groupes O =
C — O, aboutissant a une élimination de CO et gude CQ. Nos expérimentations menées
au moyen d’analyses par XPS nous permettent dércanfcette hypothese. Au contraire, ce
phénomene est en constante compétition avec urdabay de surface lorsque le traitement
est mené en atmosphere ambiante, la surface davaloas suffisamment « sensible » pour
capter les molécules d’oxygéne présentes dansdaghere®*283101114 e toute évidence,
I'ensemble de ces phénomenes est capable de sarprtmis d’une irradiation ASER, I'un

ou lautre prédominant selon la fréquence de répgti I'énergie utilisée, ou encore le
nombre de coups apportés par unité de surface.

Enfin concernant I'état de surface du PET apresliation, notre étude a démontré la
facilité du LASER a augmenter la rugosité du matériau. Cette rugasitrue du PET va
influencer favorablement le comportement cellulainais pas a n'importe quelles conditions.
En effet, d’'une part le Ra doit étre d’ordre micéirique, car en dessous l'influence sur le
comportement cellulaire n’'a jamais été démontféd Le LASER excimére 248 nm permet
d’obtenir une rugosité d’'ordre micrométrique. Di@upart, comme nous I'avons démontré
avec les micrographies MEB, la topographie de téasa joue un rdle aussi important que la
rugosité. Cette affirmation est nouvelle puisg&efi’a jamais été retrouvée dans aucune
publication. Néanmoins son importance est condidérasinon comment expliquer les
différences importantes de comportement cellukairige une irradiation avec |IeAEER YAG
266 nm et le BSER excimére 248 nm qui montrent tous les deux unesitg et une
mouillabilité accrues ?

Une observation intéressante s’est glissée dan®s$edtats de prolifération cellulaire
avec le MelineR : nous nous attendions effectivement & obtenimeéleurs résultats en
dessous du seuil d’ablation, alors que c’est ldrage qui se produit : les meilleurs résultats
de prolifération sont obtenus aux alentours deri2@m?2. Peut-étre que dans ce cas preécis, la
rugosité de la surface joue un role plus importp# la chimie de surface ou la mouillabilité
°L Cependant I'observation des micrographies résdissu MEB semble montrer une plus
belle morphologie cellulaire pour un PET irradiédassous du seuil d’ablation qu’au dessus
de celui-ci. Il serait alors éventuellement intéeeg d’appliquer une simple rugosité au PET
avec une autre méthode (par exemple par sablagd)etadier I'impact sur les cellules. I
serait alors possible de venir, en complémentdieraa de trés faibles énergies pour
conjuguer les résultats. Cette solution, séduisantele papier, risquerait toutefois d’étre
difficile & mettre en ceuvre : maintenant que I'mmmait I'importance de la propreté de la
surface et de sa morphologie, la technique du gabla semble pas offrir toutes les garanties
a cet égard.

134



6. Discussion

Enfin, nos résultats biologiques montrent que Eewrs de puissancer&ER les plus
élevées ne sont pas nécessaires car 'augmentasoprolifération et adhésion cellulaires ne
sont plus améliorées. Il y aurait alors une consation d’énergie excessive sans bénéfice
complémentaire. Ainsi, lI'intérét de ce travail gstil permet de tirer des conclusions claires
d’'une part sur le choix duASER a adopter, puisque lIeABER excimére 248 nm est de loin
celui qui se détache de tous les autres. D’autre paus pouvons affirmer que les meilleures
valeurs de réglage de l'intensité d’énergie sontésis entre 90 et 120 mJ/cm?2. En effet, ce
sont les deux seules valeurs de prolifération =ikl qui sont statistiguement plus élevées
que le PET vierge. En outre, les tests au Bleu Atar@alisés sur ces substrats montrent une
vitalité cellulaire semblable au témoin, ceci maldge nombre plus important de cellules,
pourtant responsable de I'épuisement des nutriments

Certes, les meilleures valeurs d’adhésion celellaont obtenues a 180 mJ/cmz2, mais
cette différence n’est pas statistiquement siggtifie ; de plus les résultats de prolifération
cellulaire a six jours deviennent moins élevés péa trois jours de culture ; enfin les tests de
marquage immunocytochimiques et de morphologieuleéle au MEB montrent une
désorganisation du cytosquelette pour des valearedjie si élevées. On devrait d'ailleurs
pouvoir donner une considération plus importanteea deux derniers tests, car ils sont
pratigués aprées trois jours de culture cellulaicentrairement a l'adhésion cellulaire
immédiate qui se déroule pendant les deux premlezases de culture. On peut s'imaginer
qgue les cellules cherchent a adhérer par nécgagygologique et que le temps n'a pas été
suffisamment long pour que la structure ou la chine la surface puisse avoir un effet réel
sur leur comportement. C’est d’ailleurs ce qui tiééé remarqué avec les tests d’adhésion sur
le Nickel qui montraient une adhésion cellulairaniédiate proche du témoin, alors que le

bY

marquage immunocytochimique a trois jours montnaite réelle désorganisation du
cytosquelette, car dans ce cas l'action néfasteiales Nickel libérés a moyen terme a
véritablement eu le temps de s'opérér C’est pour cette raison que nous retiendrons a®mm
parametre optimal I'utilisation duASER excimere a 248 nm de longueur d’onde, utilisésa de

énergies de 90 a 120 mJ/cmz2.

Pour terminer, nous aimerions souligner qu'’il gatjun LASER UV (puisque irradiant
a une longueur d’'onde de 248 nm) qui nous a pediubtenir ces excellents résultats.
D’autres expérimentations avaient été menées pgrrocédé simple d’exposition a de la
lumiére ultra-violette par I'intermédiaire d’'unemae fournissant une longueur d’onde de
172 nm. Dans ce cas, les résultats étaient pluéievd@ints puisque les adhésion et
prolifération cellulaire n’étaient pas augmentéas m@pport aux échantillons de PET non
exposés*® Ces conclusions confirmaient donc bien notre xchbittiliser une irradiation
LASER plutét qu'une simple exposition a de la lumiere.WBh outre, les données de cette
étude confirment que la méthode de stérilisatianlgpdumiére UV que nous avons utilisée
avant les tests cellulaires n’influence pas lesltéts de nos expérimentations biologiques.
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7. Conclusion, perspectives

Comme nous le disions en introduction a ce travailadiation du PET par ASER
excimere dans un but biomédical est une idée gupas été souvent appliqguée dans I'histoire
des biomatériaux : seules quelques tentatives tinteffectuées de maniére sporadique
2728313548 Mais I'absence de critéres d'irradiation correméat définis nous empéche de
profiter pleinement des conclusions de ces eskaipremiere partie de notre travail a donc
consisté a déemontrer I'importance du choix du niatésur lequel va s’appuyer par la suite
toute notre réflexion pour établir notre plan deherches. Incontestablement, le Melifiex
s’est détaché des deux autres PET étudiés, et aqueymis d’envisager sereinement la
poursuite des expérimentations.

La seconde partie de cet ouvrage nous a permigdigétdifferents RSERS dans le
but de fonctionnaliser les dispositifs médicaux RBT. Cette étude a été réalisée en
connaissant parfaitement le substrat utilisé d’jpaet, mais aussi les parametres d’utilisation
des lASERSd’autre part. Les résultats qui découlent de aeail sont encourageants et nous
incitent grandement a poursuivre dans cette voie. efet, des améliorations de la
biocompatibilité du matériau ont été nettement wlés avec le ASER excimére a 248 nm de
longueur d’'onde, grace a l'impact du traitemensER sur les propriétés physico-chimiques
du matériau que nous avons constatées : chimieillaimlité, rugosité et morphologie de la
surface, et le tout dans des conditions irréproelsade propreté. L'importance que nous
avons soulignée de connaitre et de maitriser pamient I'ensemble des conditions
d’irradiation doit permettre d’obtenir la reprodibdité des résultats, préalable indispensable
a l'industrialisation du procédé. Notre travail’ailteurs permis de confirmer cette hypothese,
puisque les résultats biologiques obtenus ave®&eR Lambda Physik série Compex 205
(LSPES, Mons, Belgique), sont a la hauteur de adignus avec le ASER GSI Lumonics
ipex-848 (CERLA, Villeneuve d’Ascq, France). Enfie, regain d’intérét actuel du marché
pour les IASERSexciméres ne peut que jouer en notre faveur.

Les résultats obtenus avec ce dernieasHR sont donc tout a fait prometteurs, et
pourtant seule une petite partie des possibilifesrtes par cette technique a été explorée.
Effectivement, dans notre étude, nous n’avons Vaiier qu’'un seul parametre, qui est
l'intensité de I'énergie d’irradiation. Maintenamjue nous connaissons parfaitement les
différents critéres intervenant lors d'une irraiiat LASER, et que nous nous sommes
directement confrontés aux difficultés liées a ele thamps d’investigation, nous pourrons
faire varier d'autres parametres et étudier leypaot sur le PET. Ainsi il devient possible
d’envisager de faire varier la vitesse de balaydmdréquence d’irradiation (puisque nous
utilisons des BSERSpulsés), le nombre de coups par unité de suréacencore - et surtout -
I'atmospheéere dans laquelle aura lieu l'irradiati@e dernier parametre est peut-étre le plus
important a considérer, puisque I'on sait a quehipte matériau fraichement irradié est
sensible a son environnement. Ainsi, dans le cddréERLA, il est facilement envisageable
de monter la manipulation en irradiant dans uneoaphére saturée en azote ou en oxygene.
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7. Conclusion, perspectives

Cette facon d’agir permettrait d’augmenter encertatix d’'oxygéne a la surface du matériau,
dont de nombreuses études ont démontré le carabt@méfique sur le comportement
cellulaire. En outre, maintenant que les meillewrasditions d’irradiation sont connues, on
pourrait envisager d'irradier directement des pgeds en PET sous forme tissée ou tricotée,
de fagon a confirmer I'ensemble des résultats aistatans ce mémoire. En conséquence,
nous garderons toujours un ceil ouvert sur les pitisgs d’application de ce procédé original
visant a faire du PET non plus un matériau iner®is au contraire une prothese
véritablement intégrée capable de se confondre stamsilieu environnant.

De plus, une ouverture possible de notre sujet ettherche dans le domaine
biomédical, et plus particulierement dans la spé€iale I'Odontologie, est la voie de
'implant palatin en PET. Cette technique chiruadgcrécente (les premiéres publications
datent de 2004171181919 3 nour but de diminuer l'intensité des ronflensechez les
patients concernés. Le traitement consiste a iniredlans le palais mou des implants en PET
(Pillar procedure, Restore Medical, Inc., St. Padinnesota). Cette thérapeutique peu
invasive, simple et de faible cotft, donne de bons résultats sur le plan cliniqueis tmois
aprés l'intervention, 90% des conjoints recommaaiget ce traitement a un prock&
Cependant, il arrive régulierement qu’un implant sgjeté : 'étude de Maurest al. releve
11% de perte d'implants & deux mois post-opératGiteCes rejets peuvent étre attribués a
une biocompatibilité insuffisante de I'implant eBF, ou encore a des micro-mouvements du
PET dans son site d'implantation, liés a une mavailiaison » entre I'implant et les tissus
mous, entretenant ainsi une inflammation permanenteniveau du site implanté?. La
fonctionnalisation de surface de ces implants el P&urrait ainsi apporter une réponse
efficace a ce type d’événements indésirables.

Enfin, notre formation de chirurgien-dentiste aiglatiautres idées d’applications de
ce matériau fonctionnalisé dans les domaines otimitpue ou maxillo-facial pourraient étre
envisageables. Ainsi, il serait intéressant pamgpte d'utiliser le polyéthylene téréphtalate
dans les remplacements des grandes pertes ossleusesiandibule, pour lesquelles trés peu
de solutions existent pour le moment. Le but redierserait esthétiqgue dans un premier
temps, par conservation du soutien des tissus awlesface, puis, le cas échéant, fonctionnel
dans un second temps, en étudiant la possibiitéptinter la prothése en PET alors intégrée.
Les perspectives d’avenir dans cette branche séstimportantes puisque l'idée est toute
nouvelle, gu'aucune étude n’a donc été menée, 'etl@touche des causes aussi difféerentes
que les origines génétiques, morbides (cancera davité buccale) ou encore accidentogenes
(traumatismes par balle, par coups, par accidents tbute).
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