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RESUME

Des surfaces polymeres contenant de I'azote (N) chimiquement lié peuvent étre
utilisées a diverses fins, entre autres pour des applications biomédicales. Nous pré-
sentons ici un systeme de décharge & barriere diélectrique (DBD) pour déposer
.des polymeres plasma riches en azote, désignés PP:N, en utilisant des mélanges de
trois différents hydrocarbures précurseurs (méthane, éthylene et acétylene) en forte
dilution dans ’azote, généralement quelques parties par mille. En guise de prépa-
ration aux études d’interactions cellules-surfaces qui suivront, la premiere partie
de cette recherche se concentre sur l'analyse chimique des PP:N en portant une
attention particuliere a I’analyse (semi)-quantitative des groupements fonctionnels.
Nous avons combiné plusieurs méthodes d’analyses afin d’obtenir les meilleures ca-
ractérisations chimiques et structurales possibles de ces trois familles de PP:N, dont
la spectroscopie des photoélectrons X (XPS), la spectroscopie de la structure fine
autour des discontinuités d’absorption des rayons X (NEXAFS), la spectroscopie
infrarouge par transformée de Fourier (FTIR), la goniométrie d’angle de contact
(CAQG), ainsi que Panalyse élémentaire (EA). Des concentrations d’azote élevées et
variables ont été mesurées par XPS et EA (entre 6% et 25 % par EA et entre 10% et
40% par XPS, qui ne détecte pas I’hydrogene). La dérivatisation chimique a 1’aide
de 4-trifluoro-méthyl-benzaldéhyde (TFBA) nous a permis d’estimer les concen-
trations d’amines primaires, probablement les fonctionnalités les plus pertinentes,
qui constituent entre 5% et 20% de l’azote total. Par la mise en commun des tech-
niques complémentaires ci-haut mentionées, nous avons pu déterminer la formule
chimique complete, le degré d’insaturation ainsi que d’autres fonctionnalités impor-
tantes comprises dans la structure chimique des PP:N. Nous croyons que plusieurs
de ces analyses sont sans précédent dans la littérature sur les polymeres plasma
hydrocarbures, par exemple, la mesure de la composition totale (incluant 1’hydro-

géne) et des insaturations. Nous avons démontré que, a 'exception des amines, les
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nitriles, isonitriles et imines sont les principaux groupements fonctionnels azotés

dans ces matériaux.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons étudié les interactions de ces
surfaces bien caractérisées avec des cellules vivantes. Nous avons tout d’abord dé-
montré I’adhésion, pour le cas de dépéts de PP:N sur BOPP en surfaces continues,
mais aussi en micromotifs, de trois différents types de cellules : les chondrocytes
de plaques de croissance et articulaires, ainsi que les monocytes humains U937,
ces derniers n’adhérant pas sur les surfaces de polymeres synthétiques couramment
utilisés en culture cellulaire. Dans I'objectif d’étudier plus en détail les mécanismes
qui régissent 1’adhésion cellulaire, nous avons effectué une série d’expériences ou
nous avons cultivé des monocytes U937 sur des PP:N ainsi que sur deux autres fa-
milles de films riches en azote et bien caractérisés, ces derniers déposés par plasma
RF basse pression et par photochimie d’ultraviolets lointains (couches « PVP:N »).
Nous avons d’abord démontré qu’il existe des conditions bien définies (conditions
dites « critiques ») de chimie de surface nécessaires pour induire ’adhésion cel-
lulaire. En comparant les compositions de nos diverses couches a ces conditions
« critiques », nous avons pu démontrer le role prépondérant des amines primaires
dans les mécanismes d’adhésion cellulaire. Dans un tout dernier aspect de cette
recherche, nous avons effectué I'analyse quantitative de 'expression génétique de
cellules U937 adhérées sur des PP:N et PVP:N durant un maximum de 24h, ceci
par la technique d’amplification en chalne par polymérase de 'ADN complémen-
taire (RT-PCR). Nous avons observé que 'adhésion des U937 aux surfaces de PP:N
et PVP:N a induit 'expression transitoire de cytokines, marqueurs de l'activation
des macrophages, en plus de ’expression soutenue de PPAR~y et de ICAM-I, tous

deux impliqués dans I’adhésion et la rétention des monocytes.
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ABSTRACT

Nitrogen (N)-containing polymer surfaces are attractive in numerous technolo-
gical contexts, for example in biomedical applications. Here, we have used an
atmospheric-pressure dielectric barrier discharge (DBD) apparatus to deposit no-
vel families of N-rich plasma polymers, designated PP:N, using mixtures of three
different hydrocarbon precursors (methane, ethylene, and acetylene) in nitrogen at
varying respective gas flow ratios, typically parts per thousand. In preparation for
subsequent cell-surface interaction studies, the first part of this research focuses
on the chemical mapping of those materials, with specific attention to (semi)-
quantitative analyses of functional groups. Well-established and some lesser-known
analytical techniques have been combined to provide the best possible chemical
and structural characterisations of these three families of PP:N thin films ; namely,
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), Near-edge X-ray absorption fine struc-
ture (NEXAFS), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), contact angle
goniometry (CAG), and elemental analysis (EA). High, « tunable » total nitro-
gen content was measured by both XPS and EA (between 6% and 25% by EA,
or between 10% and 40% by XPS, which cannot detect hydrogen). Chemical de-
rivatisation with 4-trifluoromethylbenzaldehyde (TFBA) enabled measurements of
primary amine concentrations, the functionality of greatest bio-technological inter-
est, which were found to account for 5 % to 20 % of the total bound nitrogen. By
combining the above-mentioned complementary methods, we were further able to
determine the complete chemical formulae, the degrees of unsaturation, and other
major chemical functionalities in PP:N film structures. Several of these features
are believed to be without precedents in the literature on hydrocarbon plasma po-
lymers, for example measurements of absolute compositions (including hydrogen),
and of unsaturation. It was shown that besides amines, nitriles, isonitriles and

imines are the main nitrogenated functional groups in those materials.
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In a second part of this work, we have studied the interraction of these well-
characterised surfaces with living cells. We have first demonstrated the adhesion,
on both uniformly coated and micro-patterned PP:N deposits on BOPP, of three
diffrent cell types, namely, growth plate and articular chondrocytes, as well as
U937 monocytes, the latter of which do not adhere at all to synthetic polymers
used in tissue culture. In an effort to gain insight into cell adhesion mechanisms,
we conducted a series of experiments where we cultured U937 monocytes on PP:N,
as well as on two other families of chemically well-caracterised N-rich thin films,
the latter deposited by low pressure RF plasma and by vacuum ultra-violet (VUV)
photo-polymerisation (« PVP:N » films). It was first shown that there exist sharply-
defined (« critical ») surface-chemical conditions that are necessary to induce cell
adhesion. By comparing the extensively-characterised film chemistries at the « cri-
tical » conditions, we have clearly demonstrated the dominant role of primary
amines in the cell adhesion mechanism. In the final aspect of this work, quantita-
tive real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR)
experiments were conducted using U937 cells that had been made to adhere on
PP:N and PVP:N materials for up to 24h. We have shown that the adhesion of
U937 monocytes to PP:N and PVP:N surfaces induced a transient expression of
cytokines, markers of macrophage activation, as well as a sustained expression of

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

Keywords : biomaterials; dielectric barrier discharges (DBD); deposition; plasma
polymerisation; ESCA/XPS; NEXAFS; FTIR; primary amines; cell adhesion;

gene expression.
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INTRODUCTION

On rapporte que le célebre physicien et prix Nobel Wolfgang Pauli a affirmé que
« Le matériau massif est 'oeuvre de Dieu, mais la surface, celle du Diable », illus-
trant ainsi la grande complexité de cette entité et de son étude. La surface de tout
matériau possede des propriétés qui different grandement de celles du reste du ma-
tériau massif ; étant 'extréme limite d’un matériau, les atomes ou les molécules qui
la constituent ne sont pas symétriquement entourés d’autres atomes ou molécules
identiques, puiqu’ils sont partiellement exposés &4 un milieu ambiant. [’équilibre
thermodynamique qui s’y établit force donc un arrangement différent de celui du
matériau massif. Cette fraction particuliere du matériau, bien qu’elle constitue une
partie infime de sa masse totale, sera déterminante pour certaines de ses propriétés

et pour les applications qui impliquent un contact avec un autre matériau.

Plusieurs champs de recherche sont axés sur la modification sélective des proprié-
tés de surface d’un matériau ayant des propriétés de masse désirables (mécaniques,
par exemple) mais dont la surface n’est pas adéquate pour une application visée.
Les polymeres synthétiques, qui sont solides, durables, résistants a la corrosion et
relativement peu coliteux et qui sont, par conséquent, utilisés pour diverses appli-
cations, en sont un bon exemple. Cependant, ils ont une faible énergie de surface et
sont donc peu « mouillables », ce qui limite ’adhésion de divers recouvrements (par
exemple une peinture) ainsi que leur biocompatibilité en contact avec des cellules
vivantes. Il existe plusieurs techniques permettant de modifier la surface de ces ma-
tériaux polymeres sans altérer leurs autres caractéristiques de masse désirables [1].
Ces techniques impliquent le traitement de la surface a ’aide d’un réactif chimique
en phase liquide, d’'un faisceau ionique, d’une radiation ionisante, d’'une flamme ou
d’un plasma, ou encore le dépot d’une couche mince fonctionnelle recouvrant la

surface du polymere d’une nouvelle surface, organique ou non, ayant des proprié-



tés désirables. Ces dépots sont fréquemment créés a I'aide de techniques plasma,
car ces dernieres peuvent aisément produire des surfaces dont les propriétés sont

distinctes et indépendantes de celles de la surface originale.

Les matériaux polymeres sont largement utilisés en biotechnologies, pour des ap-
plications allant du simple substrat de culture cellulaire jusqu’a des dispositifs
complexes et coliteux visant a étre implantés dans le corps humain pour de longues
périodes, tels les implants vasculaires ou orthopédiques. Les polymeres utilisés pour
ces applications ont généralement des surfaces réfractaires a ’adhésion et a la proli-
fération cellulaire, ce qui est, dans la plupart des cas, une caractéristique indésirable.
Une modification de la surface de ces matériaux, spécifique a 'application visée,
peut nettement améliorer la performance d’un tel dispositif. La plupart du maté-
riel de culture cellulaire disponible commercialement est d’ailleurs modifié a 1’aide
d’un traitement « corona » et méme par plasma a basse pression, comme c’est le
cas pour « Primaria™ » qui est un polystyréne & la surface duquel des fonctions

azotées et oxygénées sont incorporées [2].

La présente recherche s’inscrit dans cette lignée d’applications biomédicales et vise
le développement de nouveaux matériaux organiques en couches minces, déposés
par plasma a pression atmosphérique. Elle fait suite a plusieurs travaux antérieurs,
conduits dans nos laboratoires [3-8], alors que d’autres sont effectués en parallele
[9-13]. Par contre, nos travaux se distinguent par la méthode utilisée pour y arriver :
modifications de surface et dépots par des techniques plasma a basse ou haute pres-
sion ou encore par photochimie & ’aide de photons ultraviolets lointains (VUV);
toutes ces recherches ont le méme objectif, soit I’amélioration des propriétés de sur-
face (« mouillabilité », groupements fonctionnels) de matériaux polymeres, surtout

pour des applications biomédicales.

Les modifications de surfaces des polymeres solides pour les applications biomédi-



cales passent généralement par l'incorporation de groupements fonctionnels dési-
rables a la surface. En effet, les interactions entre les cellules vivantes et les surfaces
passent par l'intermédiaire de protéines qui iront se lier, physiquement ou chimique-
ment, a la surface via certains groupements fonctionnels, tel que cela se produit in
vivo. Plusieurs travaux ont démontré I'importance de certains groupements fonc-
tionnels spécifiques, contenant généralement des atomes d’azote ou d’oxygene (et
capables de faire des ponts hydrogene), pour stimuler I’adhésion ou la différencia-
tion de cellules [14-20]. Dans plusieurs cas, il a été prouvé que les fonctions azotées,
probablement des amines primaires, avaient la plus forte influence sur les processus

cellulaires.

L’incorporation de fonctions azotées a la surface d’un substrat polymere pour ac-
croitre sa biocompatibilité peut se faire par les techniques mentionnées dans les
paragraphes précédents. Certains auteurs ont déja rapporté I'incorporation d’azote
a la surface par 'exposition & un plasma froid d’ammoniac (NH;) ou d’azote (N3)
[3, 4, 21-32]. La simple modification de surface est fréquemment la solution la moins
compliquée a un probléme technologique impliquant une chimie ou une énergie de
surface « inadéquate »; cependant, elle est sujette & un « vieillissement » assez
rapide, & une concentration de fonctionnalités chimiques incorporées limitée et la
nature de la modification dépend fortement du type de surface initiale. D’autres au-
teurs ont exploré le dépot de couches minces de polymeres plasma, souvent déposé
a partir de « monomeres » précurseurs, par exemple 1’allylamine, qui contiennent
déja les fonctions azotées désirées [33—46]. Une autre approche est la « copolymé-
risation » d’un « monomere », par exemple I'éthyléne (CoH,), avec NHz ou Ny
[9, 47, 48], méthode que nous avons adopté dans cette recherche. Selon les condi-
tions de dépdt, il est possible de conserver en partie la structure du « monomere »
utilisé et ainsi d’exercer un certain controle sur la nature des fonctions chimiques

incorporées dans le polymere plasma. Ces couches minces ont généralement une



structure fortement réticulée, ce qui limite le probleme du vieillisement, attribué a
une « disparition » des groupes polaires en dessous de la surface par « réptation »
des macromolécules. Les polymeres plasma (ainsi que les modifications de surfaces),
la physico-chimie qui dirige leur dépdét, ainsi que les applications biomédicales se-

ront présentés en détails dans le chapire 1.

Dans le cadre des recherches menées par notre équipe, nous avons initié quelques
collaborations avec des laboratoires oeuvrant directement dans le secteur bio-médical
dans diverses problématiques. Celles-ci seront décrites en détail a la section 1.3 et
elles impliquent des objectifs orientés vers l'amélioration de thérapies médicales
(orthopédiques et cardio-vasculaires). Les premiéres problématiques nous ont été
présentées par le groupe du professeur Mwale de I’Université McGill, travaillant de
concert avec des chirurgiens orthopédistes : les substrats de culture disponibles com-
mercialement ne permettent pas de cultiver certains types de cellules (monocytes
humains U937, chondrocytes de plaques de croissance et de cartilage articulaire, cel-
lules souches mésenchymateuses) adéquatement pour leurs types de recherches. En
effet, puisque la surface du polystyréne (ex. « Primaria » [2]) utilisée pour la culture
cellulaire est tres différente de leurs environnements in vivo, ces cellules réagissent
aussi différemment et il est donc impossible de les étudier de maniere adéquate.
La conception d’une surface a la chimie adéquate est une solution potentielle pour
résoudre ces problémes. Le deuxieme type de problématique sur laquelle nous avons
travaillé nous a été apportée par le groupe de la professeure Lerouge du Centre Hos-
pitalier de I'Université de Montréal (CHUM), groupe qui travaille dans le domaine
des thérapies cardio-vasculaires. Par exemple, des implants endovasculaires, faits de
Dacron®) ou de Teflon®) sont utilisés, entre autres, pour canaliser le flux sanguin
a travers des anévrismes aortiques abdominaux (« AAA ») et ainsi réduire la pres-
sion exercée sur ceux-ci et empécher leur rupture. Les matériaux constituant ces

implants (dits « stent-grafts ») sont cependant réfractaires a I’adhésion cellulaire




et favorisent 1’apoptose des cellules en contact avec eux, ce qui a pour conséquence
d’empécher la guérison autour de I'implant. Une modification de la chimie de la sur-
face extérieure des « stent-grafts » est proposée pour régler ce probleme. Bien que
notre objectif soit de créer des matériaux versatiles pouvant servir a résoudre plu-
sieurs problématiques, ces deux types de défis spécifiques nous ont aidé a orienter
notre recherche. La collaboration a été particulierement intensive et polyvalente
avec le groupe du professeur Mwale et plusieurs expériences conjointes figurent
dans cette these. L’ensemble des nombreuses publications scientifiques découlant

des travaux présentés dans cette theése est présenté dans le tableau 1.

Objectifs spécifiques de la recherche

La recherche présentée dans cette these s’articule autour de quatre objectifs prin-
cipaux, dont trois spécifiques et un objectif plus général et étudié largement en

parallele de cette these (le dernier de la liste qui suit) :

1) Le développement d'une méthode de dépot de couches minces fonctionnelles
riches en azote et en amines primaires, par une technique novatrice (plasma a
pression atmosphérique). Ces nouvelles couches s’avereront un ajout significatif a

la banque de matériaux analogues déja existants.

2) La caractérisation exhaustive de ces couches minces grace a 'utilisation conjointe
de plusieurs techniques de caractérisation, certaines étant fréquemment utilisés dans
le domaine, alors que d’autres sont nouvelles ou spécialement adaptées aux couches
minces. L’accent est mis sur I’analyse quantitative ou semi-quantitative des grou-
pements fonctionnels, qui sont les médiateurs proposés des interactions cellules-

surfaces.

3) L’utilisation de ces matériaux chimiquement bien caractérisés pour comprendre
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les interactions cellules-surfaces, en particulier du roéle possible de groupements

fonctionnels spécifiques.

4) La mise en commun de ces résultats pour la préparation de substrats optimisés

pour le génie tissulaire.

Le déroulement chronologique idéal de cette recherche serait de compléter les ob-
jectifs dans I'ordre ou ils sont énoncés ci-haut, la préparation efficace de substrats
optimisés se faisant préférentiellement & la suite d’'une bonne compréhension des
mécanismes régissant les interactions cellules-surfaces. Cependant, notre curiosité,
ainsi que l'impératif de faire avancer rapidement I’ensemble de la recherche, nous
ont convaincus d’effectuer plusieurs de ces travaux en parallele. Plusieurs travaux
paralleles sur les propriétés bioactives des PP:N ont donc étés publiés avant la ca-
ractérisation chimique et I’étude sur les mécanismes d’interactions cellules-surfaces.
Ces travaux n’ont donc pas pu bénéficier des importantes conclusions de cette der-
niere étude. 1l serait certainement intéressant d’analyser de nouveau nos plus « an-
ciens » résultats, & la lumiere de notre connaissance approfondie du phénomene

d’adhésion.

Description et organisation de la recherche

Les modifications de surfaces polymeres sont, depuis assez longtemps, effectuées a
l’aide de technologies plasmas basse et haute pression; par contre, les dépots de
couches minces par plasma n’ont, jusqu’a récemment, impliqué que des techniques
a pression réduite. En effet, le dépot a basse pression est généralement plus versatile
et le controle des parametres expérimentaux est plus aisé qu’a pression atmosphé-
rique, qui demande une tension élevée, un faible espace interélectrode et ne se

préte pas aisément & l'utilisation de divers mélanges gazeux (voir les détails dans le



chapitre 1). Par contre, le dépot de couches minces par plasma & pression atmosphé-
rique, qui comporte 'avantage économique évident d’éliminer les systeémes a vide,
s’est récemment révélés capables de fournir plusieurs types de couches organiques
et organosiliciées. Cependant, les études actuellement disponibles utilisent des sys-
témes de dépots dont le design est calqué sur les systémes plasmas a basse pression
et comprend souvent des pompes. Ces types de systéme offrent malheureusement

peu des avantages potentiels des plasmas a pression atmosphérique.

Notre laboratoire avait déja développé un systéme de traitement par plasma a pres-
sion atmosphérique [4], systeme qui comprend une électrode cylindrique a haute
tension sous laquelle peut étre déplacé un échantillon plat fixé sur I’électrode a
la masse. Ceci simule les traitements en continu utilisés dans les réacteurs « co-
rona » industriels [4, 5]. Nous avons entrepris de modifier cet appareillage pour
permettre le dépot de couches minces riches en azote. Puisque notre recherche est
fortement dirigée vers des applications, nous avons décidé d’accorder une grande
importance au choix des conditions expérimentales pour permettre un transfert aisé
de la technologie vers une plus grande échelle. En plus de la configuration d’élec-
trodes comparable a celle utilisée dans les sytemes de traitements en continu, nous
avons fait le choix d’'un mélange gazeux précurseur selon des considérations de cotits
et d'innocuité. En effet, notre approche pour produire des dépots organiques azotés
consistait & utiliser la « décharge & barriere diélectrique » (DBD) & pression atmo-
sphérique a I’aide d’un hydrocarbure simple en grande dilution dans un écoulement
d’azote. Nos efforts pour le développement de cette technique novatrice sont pré-
sentés a la section 3.1 (premier article). Nous y décrivons le développement de nos
couches minces organiques tres riches en azote, ci-apreés nommées « PP:N » (pour
« polymere plasma riche en azote »), couches ayant une énergie de surface élevée,
déposées a partir de mélanges d’éthylene (CoHy) et d’Ny a l'aide de 1'appareillage

mentionné ci-haut. Nous avons fait la caractérisation chimique de ces couches par




spectroscopie des photoélectrons X (XPS), en utilisant aussi des techniques de
dérivation chimique, ainsi que par spectroscopie infra-rouge (FTIR). Nous avons
aussi développé une méthode pour déposer ces couches minces en motifs micromé-
triques, ce qui est souhaitable pour certaines applications. Dans la deuxiéme partie
de cet article, nous étudions les propriétés bioactives de nos nouveaux matériaux
« PP:N ». Nous illustrons ’adhésion de plusieurs types de cellules d’intérét en or-
thopédic, dont, par exemple, les monocytes humaines U937, cellules précurseurs des
macrophages qui sont les médiateurs de la réponse immunitaire, et généralement
réfractaires a 'adhésion sur les matériaux synthétiques, sur les dépots « PP:N »
uniformes ou en micromotifs. Nous observons que les PP:N favorisent rapidement
I’adhésion de tous les types de cellules étudiés. En cultivant les divers types de
cellules sur des surfaces PP:N comprenant différentes concentrations d’azote, [N],
nous trouvons que I’adhésion cellulaire n’a lieu que si [N] dépasse une concentration

critique, nommée [N].i, valeur précise et parfaitement reproductible.

Le premier article rapporte donc la découverte du nouveau matériau en couches
minces, PP:N, et son potentiel certain pour les applications biomédicales. Cepen-
dant, la nature précise des groupements fonctionnels chimiques présents a la sur-
face reste inconnue. Or, les PP:N sont constitués d’atomes de carbone, d’hydro-
gene, d’oxygene et d’azote assemblés dans le de fagon qui ne permet d’anticiper
les groupements fonctionnels présents dans leur structure. Ces polymeres plasma
peuvent donc contenir toute fonction chimique azotée envisageable, tel qu'il sera
détaillé a la section 2.2. Les techniques de caractérisation communément utilisées
ne permettent pas de facilement résoudre la nature chimique des PP:N. Cepen-
dant, puisque les interactions cellules-surface semblent impliquer des groupements
fonctionnels particuliers, la bonne connaissance de la chimie de surface s’avere
essentielle. Le deuxieme volet de cette these, présenté a la section 3.2, en plus

d’ajouter de nouveaux candidats PP:N (préparés a partir de méthane et acéty-
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lene, en plus du CyHy), explore donc une sélection de techniques de caractérisation
complémentaires, certaines bien connues et d’autres novatrices, pour élucider la
structure chimique de ces PP:N. Afin d’obtenir cette information quantitative ou
semi-quantitative sur des groupements fonctionnels dans les PP:N, les techniques
suivantes sont utilisées : spectroscopie des photoélectrons X (XPS) avec ou sans
dérivation chimique, analyse élémentaire (EA), spectroscopie infra-rouge a trans-
formée de Fourier (FTIR) et spectroscopie de la structure fine autour des discon-
tinuités d’absorption des rayons X (NEXAFS). L’ensemble de ces techniques de
caractérisation sont décrites en détails au chapitre 2. Plusieurs astuces ont dii étre
développées afin d’effectuer I'analyse quantitative des amines primaires et 1’ana-
lyse semi-quantitative des imines, nitriles et alkényls présents dans les PP:N. Cette
partie de notre travail constitue la caractérisation chimique la plus compléte d’un

plasma polymere azoté rapporté jusqu’a maintenant.

La caractérisation structurelle des PP:N est préalable au troisieme et dernier volet
de cette recherche, qui vise une compréhension des mécanismes régissant 1’adhé-
sion de cellules, tout particulierement de monocytes U937 sur des surfaces avec [N]
> [N]erit. Ces travaux sont présentés au chapitre 4. Pour cette partie de I’étude,
nous utilisons une série de différents « PP:N » bien caractérisés, mis au point par
d’autres collegues de ce laboratoire a I'aide de différentes méthodes : En plus des
PP:N « haute pression » décrits ci-haut, nous utilisons des couches déposées a
basse pression par plasma (PBP) et par photochimie d’ultraviolet lointain (VUV).
Chacun de ces types de couches azotées comporte ses propres particularités struc-
turales, déterminées a I'aide des méthodes décrites au deuxieme article. A laide de
cette banque de matériaux bien caractérisés, nous revisitons « [N}, » en termes
de concentrations critiques de groupements fonctionnels spécifiques, ceux impliqués
dans 'adhésion des U937 sur les PP:N. Dans une seconde partie de cette étude,

nous mesurons l'expression de geénes sélectionnées, potentiellement impliqués dans
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les mécanismes d’adhésion de monocytes U937, en utilisant la technique d’analyse
de D'expression génétique par amplification en chaine par polymérase de ’ADN
complémentaire (RT-PCR). Ceci nous permet de tirer plusieurs conclusions sur les

voies génétiques stimulées pendant 1’adhésion.
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CHAPITRE 1

LES PLASMAS, LES POLYMERES PLASMA ET LEURS
APPLICATIONS BIOMEDICALES

Au cours de ce chapitre, nous présenterons 1’état actuel des connaissances sur les
polymeres plasmas dans la perspective de leur utilisation pour des applications bio-
médicales. Tout d’abord, nous effectuerons un survol rapide de la physico-chimie
des plasmas en général, en expliquant les particularités des décharges a barriere
diélectrique a pression atmosphérique, spécifiquement étudiées au cours de cette
these. Nous discuterons ensuite du dépot de couches organiques, en détaillant les
mécanismes régissant la polymeérisation plasma. Nous ferons ensuite une revue des
travaux rapportant le dépot de couches organiques, mais aussi des modifications de
surfaces, effectuées par plasma a basse et haute pression ainsi que par photochimie
d’ultraviolet lointain et qui sont représentatifs des derniers développements du do-
maine. Nous concluerons ce chapitre par une revue des applications biomédicales
des polymeres plasma et autres modifications de surfaces. Nous y détaillerons par-
ticulierement les applications explorées dans le cadre élargie de cette thése (voir

tableau 1).

1.1 Physico-chimie des plasmas et de la polymérisation par plasma

Un plasma est un gaz ionisé électriquement neutre pouvant conduire un courant
électrique. On y référe souvent comme « le 4°™¢ état de la matiere ». Le terme
« plasma » a été utilisé pour la premiére fois par Irving Langmuir en 1929 [58]

pour expliquer le comportement des gaz dans une décharge électrique, le terme
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provenant du grec nAdouo (« fagonné »). La définition actuellement acceptée d’un
plasma s’applique cependant a une multitude de phénomenes, parfois tres différents.
A un extréme, on retrouve le coeur en fusion des étoiles qui sont des plasmas
extrémement denses et chauds et a ’autre, le vide intergalactique, qui contient tres
peu de particules et a une faible température. Entre les deux se trouvent toutes
sortes de plasmas naturels : aurores boréales, flammes, éclairs, etc; ou générés par
I’homme pour répondre & un besoin technologique : tube fluorescent, arc électrique
pour soudure, torche & plasma pour la coupe de matériaux, systéeme plasma pour
dépots de couches minces, etc. Il y a plusieurs méthodes pour générer des plasmas,
mais ils sont généralement issus d’une variante de I'un ou 'autre des mécanismes

suivants : radiation d’énergie élevée, champ électrique élevé ou température élevée,

Les plasmas peuvent étre séparés en deux grandes classes : les plasmas chauds, qui
sont a une température tres élevée, fortement ionisés et au quasi-équilibre ther-
modynamique et les plasmas froids, souvent pres de la température ambiante, fai-
blement ionisés et hors-équilibre. Si on se réfere seulement aux plasmas générés
par 'homme, la premiére catégorie renferme, entre autres, les arcs au plasma, les
plasmas pour la fabrication de nano-poudres, ainsi que les plasmas générés par les
réactions thermonucléaires. La seconde catégorie rassemble les décharges AC et DC
utilisées pour la gravure, la modification de surfaces et le dépot de couches minces
(incluant les décharges a pression atmosphérique ainsi que les tubes fluorescents).
Les plasmas utilisés dans les travaux présentés dans cette these sont exclusivement
du second type et sont restreints aux décharges capacitives initiées par un champ

électrique alternatif audio- ou radiofréquentiel.

Un plasma, froid peut étre généré par un champ électrique suffisamment fort pour
permettre 'ionisation des atomes et des molécules présents dans le gaz, par 'ac-
célération d’électrons libres se trouvant dans ’environnement. Le champ électrique

transfert de I’énergie sélectivement aux especes chargées (les électrons et les ions)
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TABLEAU 1.1 Energies de liaison et enthalpies de formation de radicaux libres
[59, 60].

Energies de liaison Enthalpies de formation des
radicaux libres

Espeéce Energie (eV) Espece Energie (eV)

C-H 4,30 CH: 6,1

C-C 3,61 CH,: 4.4

C-O0 3,74 CHj;- 1,5

C-N 3,71 HC=C- 5,8

Cc=0 17,78 HC=CH,- 3,1

C=N 926 NH: 3,6

0-0 1,52 NH,- 1,9

N-H 4,04 CeHs- 3,4

C=C 8,65

C=N 9,19

qui sont largement minoritaires dans ces types de plasma ; ceci a pour effet qu’ils ne
transferent que tres peu d’énergie aux autres particules (neutres) dans le plasma.
Il en découle donc une situation ou les électrons ont une énergie cinétique de
quelques eV (correspondant & une température > 10000 K) tandis que les par-
ticules « lourdes » (ions et neutres) composant le plasma se maintiennent autour
de la température ambiante. L’énergie des électrons « chauds » est suffisante pour
briser des liaisons covalentes et créer des radicaux de molécules (organiques) et
ainsi initier des réactions chimiques (voir tableau 1.1); ceci a pour conséquence
que ce type de plasma peut étre utilisé pour plusieurs applications d’intérét ici,
dont la modification de surfaces polymeres ainsi que la polymérisation par plasma
de monomeres organiques. Malgré la présence d’especes hautement énergétiques, la
faible température moyenne du gaz permet le traitement de matériaux ayant une

faible température de fusion, par exemple, les polymeres organiques.

La suite de cette section consiste en une description sommaire des principaux para-

metres des plasmas, que nous utiliserons plus tard pour comparer nos plasmas froids
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a basse pression et a pression atmosphérique; une description beacuoup plus dé-
taillée peut étre consultée dans les ouvrages de Hippler et de Liebermann [61, 62],
entre autres. Les plasmas utilisés dans les laboratoires se caractérisent générale-
ment par les parametres suivants : température, densité, distribution de ’énergie

électronique, libre parcours moyen, longueur de Debye et potentiel de la gaine.

Les températures du plasma : La température correspond a 1’énergie cinétique
moyenne de particules dans le plasma. Dans un plasma « froid », seuls les élec-
trons et les ions sont accélérés par le champ électrique, et seulement les électrons
sont « chauds » (en raison de leur trés faible masse). Lorsque la température du gaz
est importante, des matériaux en contact avec le plasma sont susceptibles d’étre

altérés thermiquement.

La densité du plasma : Les densités électronique, n., et ionique, n;, sont quasi-égales
et ont typiquement une valeur de 10° cm™2 & 10'? cm ™2 dans le cas des plasmas &
basse pression et jusqu’a 10'® cm ™2 dans les décharges a barriere diélectrique a pres-
sion atmosphérique. Le degré d’ionisation des plasmas froids est donc généralement

assez faible avec n, = n; = 107 ng, oll n, est la densité du gaz neutre.

Distribution de Uénergie électronique : La distribution (« Maxwell-Bolzmann »)
de I'énergie électronique nous informe sur les principales réactions qui auront lieu
entre les especes présentes dans le plasma. Les plasmas froids ont généralement une
énergie électronique moyenne comprise entre 0,5 et 10 eV, avec une faible portion
d’électrons a plus hautes énergies, > 15 eV. Par comparaison, I’énergie thermique

a la température ambiante vaut 0,025 eV.

Libre parcours moyen : Ceci correspond & la distance que peut parcourir chaque
type de particule dans le plasma avant d’entrer en collision avec une autre espece.

Le libre parcours moyen des especes gazeuses neutres dans le plasma, A4, est la
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meéme que celui dans un gaz ordinaire et il est dérivé par la théorie cinétique des

gaz :

1
A= (4\/§7mgr§> ’ (1L.1)

ol r, est le rayon des especes neutres dans le gaz. Le libre parcours moyen électro-

nique, A, est donné par une équation similaire :

(). 02

Les électrons étant beaucoup plus petits que les neutres, ils n’interagissent donc

que peu entre eux ; leur rayon est aussi négligeable par rapport a celui des neutres,

ce qui explique pourquoi il ne se retrouve pas dans 1’équation 1.2.

La longueur de Debye : Une des caractéristiques fondamentales d’'un plasma ma-
croscopique est son électroneutralité. Cependant, cela n’est vrai qu’a « grande
échelle », puisqu’a une échelle microscopique n. # n; et les particules chargées gé-
nérent des champs électriques locaux. A partir d’une certaine longueur, le nombre
de particules est suffisant pour contrebalancer leur champ électric respectif. Ceci
correspond & un un écran effectif au champ électrique et permet d’établir de la
condition d’électroneutralité. La longueur a partir de laquelle le phénomeéne d’écran
est observé et pour laquelle le plasma est considéré électriquement neutre est ap-

pelée longueur de Debye, Ap, et elle est donnée par I’équation suivante :

[eoks T
Ap =y e (1.3)
Ne€
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ol ¢ est la permitivité du vide, k;, la constante de Boltzmann, T, la température
électronique et e la charge de I'électron. Pour qu’un plasma puisse exister dans
un environnement de dimensions restreintes, il faut que ces dimensions soient de
plusieurs fois Ap. Dans un plasma froid a basse pression, la longueur de Debye est un
indicateur permettant d’évaluer la faisabilité dun traitement plasma & l'intérieur
d’une cavité. Il est intéressant de noter que A\p diminue avec n, croissante; cette
derniere valeur étant généralement beaucoup plus élevée pour les plasmas froids
a pression atmosphérique que pour ceux a basse pression, il en découle que les
plasmas a pression atmosphérique sont plus efficaces pour le traitement de petites

cavités.

Potentiel de la gaine : Les particules chargées et neutres contenues dans le plasma
entrent en collision avec les parois du réacteur qui confine la décharge plasma.
Puisque les électrons se déplacent beaucoup plus rapidement que les ions, ils at-
teignent les surfaces plus rapidement et y créent ainsi un potentiel négatif. La région
du plasma jouxtant une surface est donc positivement chargée sur une longueur cor-
respondant a plusieurs fois Ap. Cette région est reconnue comme la « gaine » du
plasma et son potentiel naturel est donné par 1’équation suivante pour des surfaces

planes [63] :

kT, Me
- 1.4
Vo= 5o n <2.3mi)’ (14)

ou m, est la masse de I’électron et m; la masse des ions présents dans le plasma.
La gaine est donc une région ou les ions positifs qui migrent vers la surface peuvent
étre accélérés par le champ électrique présent, ce qui crée un bombardement io-
nique sur la surface, bombardement ayant la capacité additionnelle de la modifier.
Le potentiel de la gaine peut étre augmenté de fagon contrélée pour augmenter

I'intensité de ce bombardement ionique. Il est & noter que le bombardement ne sera



18

efficace que si la pression est assez faible, pour que les ions puissent traverser la

gaine sans trop de collisions avec d’autres especes.

1.1.1 Décharges a barriere diélectrique a pression atmosphérique

La majorité des recherches publiées jusqu’a présent sur les modifications de sur-
faces polymériques (gravure, fonctionnalisation et dépots de couches minces) a été
faite a l'aide de systémes plasma radiofréquentiels, RF, (décharge initiée par un
champ électrique élevé) a basse pression, en large partie grace a la grande dispo-
nibilité de ce procédé [59, 61, 63]. Cependant, ce type de décharge implique un
appareillage assez complexe et cotiteux, ce qui réserve normalement son utilisation
aux applications a valeur ajoutée élevée. Dans plusieurs situations, il est cependant
envisageable d’utiliser des plasmas a pression atmosphérique, qui, bien qu’expéri-
mentalement moins versatiles, contiennent un mélange d’espéces actives similaires
et sont a priori beaucoup moins cotteux et plus faciles & ajouter a un systeme de
traitement en continu. Les plasmas a pression atmosphérique utilisés dans les appli-
cations technologiques sont principalement de deux types : Un premier comprend
les décharges « couronne » (anglais : « corona »), ou le champ élevé nécessaire a
I'initiation de la décharge est généré par la géométrie (pointes, lames) d’électrodes
métalliques. Le second type sont les décharges & barriere diélectrique (DBD), qui
comprennent un ou plusieurs matériaux diélectriques entres les électrodes (dont
une sur laquelle sera appliquée une tension élevée pour initier la rupture électrique
du gaz) afin d’empécher la formation d’un arc électrique [64]. Nous traiterons de
ce dernier type dans les paragraphes subséquents, puisque c’est aussi celui qui sera

impliqué dans la majorité de cette these.

Les DBD ont été présentées pour la premiere fois par W. von Siemens, qui les

a utilisées pour la production d’ozone [65]. Il a été démontré plus tard que ces
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Configurations plan-plan Configurations cylindriques

™ Electrode métallique

I Matériau dilectrique

FIGURE 1.1 Différentes configurations des décharges a barriere diélectrique [59].

décharges, générées entre deux électrodes planes, paralleles et recouvertes d’un
diélectrique, étaient en fait formées d’une multitude de micro-filaments, constituant
autant de canaux de décharges plasma [66]. Ces micro-décharges, ayant un diametre
maximum d’environ 100 pgm et une durée de vie d’environ 10 ns, sont distribuées
statistiquement sur la surface des électrodes. Il existe plusieurs configurations pour
le positionnement du diélectrique entre les électrodes, dont les principales sont
présentées a la figure 1.1. Dépendemment de 'application, 'espace inter-électrode,
d, peut varier entre 100 um et plusieurs centimetres et la fréquence d’excitation,
f, de 50 Hz a quelques gigahertz. Dans le cas des traitements et dépots sur films
polymeres, d est généralement maintenue autour de quelques mm, alors que f varie

entre quelques dizaines de Hz a ~100 kHz.

Bien que la plupart des DBD sont de type filamentaire, il est aussi possible, dans
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des conditions tres particuliéres (fréquence, nature du gaz, etc.) d’obtenir des DBD
homogenes ou « diffuses » & la pression atmosphérique. Ces décharges homogenes
a haute pression ont été rapportées pour la premiere fois, pour le cas de décharges
dans l'air et dans 'hélium, par von Engel et al. en 1933 [67]. Cette découverte a
cependant eu un intérét limité puisque les décharges de ces auteurs devaient étre ini-
tiées & basse pression et elles étaient relativement instables. R. Bartnikas démontra
plus tard 'existence de régimes différents du mode filamentaire, qu’il nomma modes
« luminescent » et « pseudo-luminescent » ; tout d’abord dans I’hélium en 1968 [68],
et ensuite dans I’azote, en 1971 [69]. L’idée de pouvoir créer une décharge homogene
a pression atmosphérique a généré beaucoup d’intérét et plusieurs chercheurs, dont
Okazaki, Massines et Wertheimer ont travaillé a la compréhension du phénomeéne et
a son développement pour des applications technologiques [70-73]. Le caractere ho-
mogene de ce type de vdécharge offre un certain avantage sur les DBD filamentaires
pour quelques applications impliquant le traitement de polymeres [4, 21, 72, 74]
et le dépot de couches minces [75, 76]. Ces décharges homogenes & pression atmo-
sphérique, appellées APGD pour « atmospheric pressure glow discharge », ne sont
cependant possibles que dans des domaines relativement restreints de conditions
expérimentales. Elles ne se prétent donc pas a toutes les applications, comme c’est
le cas pour les recherches effectuées dans le cadre de cette these, ou le mélange
gazeux précurseur ne permettait pas le maintien d’'une décharge parfaitement ho-
mogene. Ceci n’est cependant pas un probleme pour le type d’applications que nous

visons, puisqu’elles ne requiérent pas une surface absolument lisse.

1.1.2 La physico-chimie des décharges a barriere diélectrique

La mécanismes gérant la formation d’une décharge a barriere diélectrique sont si-
milaires & ceux établis pour la rupture du gaz entre des électrodes métalliques

planes et paralleles & basse pression [77]. Le mécanisme proposé par Townsend (78]
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FIGURE 1.2 Formation d’un « streamer » : (a) avalanche électronique initiale, (b)
formation d’une concentration de charge positive, (¢) convergence des avalanches
secondaires vers la concentration de charge positive, (d) propagation d’un streamer
de I'anode vers la cathode, (e) établissement d’un canal de décharge. [79]

décrit l'initiation de la décharge a une pression pres de 100 kPa. Dans des condi-
tions normales, tout gaz contient une certaine proportion d’électrons libres issus
de l'ionisation induite par le rayonnement cosmique ou la radioactivité terrestre.
Lorsqu'un champ électrique est appliqué sur ce gaz, les électrons libres sont accé-
lérés en direction de 'anode et acquierent rapidement une énergie cinétique élevée.
Ces électrons pourront entrer en collision avec des molécules présentes dans le gaz
et induire leur ionisation, créant ainsi de nouvelles paires électron/ion, processus
qui se répétera de maniere exponentielle si le champ est assez élevé. Les électrons
étant beaucoup plus mobiles que les ions, il en résulte une avalanche électronique,
se déplagant de la cathode vers 'anode, tel que schématisé a la figure 1.2a. Pour la
théorie classique s’appliquant principalement aux plasmas & basse pression, les ions
qui se déplacent vers la cathode vont engendrer I'émission d’électrons secondaires
qui, en nombre suffisant, vont permettre de soutenir une décharge homogene (Glow

discharge) sur toute la surface de ’électrode.

Cependant, lorsque le produit pression-distance interélectrodes (pd) est élevé, > 10
Torr.cm, (ce qui correspond & une distance interélectrodes de 100 pm a la pression

atmosphérique) un mode de claquage par « streamer » est beaucoup plus probable
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[71]. La figure 1.2 présente les détails du mécanisme élaboré par Loeb et Meek [79].
Lorsque le produit pd est élevé, la densité de charge positive générée par ’avalanche
électronique devient, elle aussi, plus élevée (en raison de I'augmentation du nombre
d’ionisations par une haute densité de molécules ou par une distance plus grande
parcourue par la colonne). Cette concentration de charges positives, qui atteint son
maximum juste avant que la colonne n’atteigne 'anode, crée un champ électrique,
E., qui vient s’ajouter au champ appliqué via le potentiel aux électrodes, E,,; et qui
comporte, en plus, une composante radiale (Figure 1.2b). Parallelement, les proces-
sus électroniques hautement énergétiques produiront I’émission de photons, certains
de haute énergie (ultraviolets). Ces derniers induiront l'ionisation de molécules dans
le volume du gaz autour de I’avalanche. Les électrons issus de ces nouvelles ioni-
sations paralléles seront attirés vers I’avalanche principale par le champ E,, créant
ainsi des avalanches secondaires (1.2¢). Les avalanches secondaires convergent vers
I’avalange principale, augmentant ainsi sa charge d’espace. La vague d’ionisation
se propage ainsi de 'anode (ou la charge d’espace est la plus forte) vers la cathode
par incorporation d’avalanches secondaires, et le déplacement de ce « streamer » se
fait & une vitesse d’environ 107 & 10® cm/s (Figure 1.2d). Une fois la propagation
du streamer complétée, un canal de gaz ionisé conducteur, un plasma, est établi
entre les deux électrodes (Figure 1.2¢). Si les deux électrodes sont métalliques, ce
canal de décharge se transformera rapidement en arc électrique, un plasma chaud
attribuable au courant élevé qui chauffe le gaz par effet Joule. Par contre, si un
ou plusieurs diélectriques ont été positionnés entre les électrodes, les charges qui
s’accumulent rapidement et localement sur la surface des isolants établiront un
champ électrique opposé au champ appliqué et, a I'intérieur de quelques dizaines
de nanosecondes, provoquera l'extinction du canal de décharge. Conséquemment,
le courant qui passe a travers le canal de décharge est faible et restreint 1’élévation

de la température global du gaz a quelques degrés seulement.
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Dans une décharge DBD, un grand nombre « streamers » se forment, distribués
sur la surface des électrodes. Lors de 'augmentation de la tension a 1’électrode,
des petites non-uniformités a la surface des électrodes feront en sorte que le champ
électrique sera plus élevé a certains endroits qu’a d’autres. C’est a ces endroits
que la rupture du gaz se produira en préférence et que se formeront les premiers
« streamers ». La durée de vie d’un streamer étant tres courte, celui-ci sera disparu
bien avant que le potentiel alternatif n’ait varié significativement. Cependant, la
densité de charge résiduelle sur le diélectrique empéchera la formation d’un nouveau
« streamer » au méme endroit dans le méme demi-cycle du champ électrique. Le
diélectrique, en permettant I’accumulation de charges, favorise donc la distribution
des « streamers » et une certaine homogénéité de la décharge. Lors de l'inverson
de la polarité, 'accumulation de charges sur la surface du diélectrique favorisera
la formation de « streamers » aux méme endroits que durant le demi-cycle précé-
dent. Cet « effet de mémoire » favorise la non-uniformité de la décharge, qui reste
cependant suffisamment homogene pour effectuer des traitements (e.g. déposer des
couches minces) suffisament uniformes pour plusieurs applications. Les principaux
parametres physiques des DBD, comparés & ceux d’un plasma a basse pression

similaire, sont présentés au tableau 1.2.

1.1.3 Bases de la polymérisation par plasma

La polymérisation par plasma réfere a la formation d’'un matériau, typiquement
en couche mince, constitué de macromolécules organiques fortement réticulées, a
I’aide d’une technique plasma. Durant ce procédé, de petites molécules précur-
seures (« monomeres ») en phase gazeuse sont condensées en molécules au poids
moléculaire élevé (« polymeres ») via des interactions avec des especes hautement
énergétiques (électrons chauds, ions, radicaux, photons) contenues dans un plasma.

Les mécanismes ayant lieu lors de la polymérisation par plasma, de méme que la na-
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TABLEAU 1.2 Comparaison des caractéristiques des DBD et des décharges RF a
basse pression (adapté de Denes et al. [59]).

Caractéristique DBD Décharge RF

a basse pression
Durée 1-10 ns quasi-constant
Rayon du filament 100 pm -
Courant de pointe 0,1 A -
Densité de courant 100-1000 A/cm?  10-1000 pA /cm?
Pression ~ 100 kPa 1-1000 Pa
Charge totale 0,1 -1nC -
Densité électronique 1010 em=3  10°-10'2 cm—3
Energie électronique (moyenne) 1-10 eV 0,5-20 eV
Température du gaz + ambiante + ambiante
Fréquence 50 Hz - 100 kHz 40 kHz - 100 MHz
Potentiel de la gaine Peu significatif 10 - 300 V

ture des matériaux issus de ces procédés, sont tres différents de ceux que décrivent
la polymérisation classique. La polymérisation classique, impliquant typiquement
des processus ioniques ou radicalaires, est généralement sélective et prévisible et elle
génére un matériau contenant une unité de répétition bien définie (le « mer »). La
polymérisation par plasma, par contre, implique des mécanismes de fragmentation
et de recombinaision radicalaire hautement aléatoires, de sorte que le matériau issu
de ce procédé contient une large distribution de groupements chimiques assemblés
dans un réseau faiblement ordonné. Bien qu’il existe certaines analogies physico-
chimiques et terminologiques entre les polymeres et leurs contreparties déposées
par plasma, il s’agit bien de deux classes de matériaux tres différents, qui ont cha-
cun leurs propriétés et leurs applications propres et qui ne sont généralememnt pas

interchangeables ou équivalents.
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Plasma Fragmentation

A-B-C-D-EF ———> [A-B-CD-EF* ———>

Molécule de départ Activation par la plasma
(« monomere »)
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D-F-A-E-
Fragments moléculaires dans
le plasma « Polymeére » plasma

FI1GURE 1.3 Concept général la formation des polymeres plasma.

1.1.3.1 Meécanismes et cinétique de la polymérisation par plasma

La formation d'un polymere plasma peut étre décrite, de maniere simplifiée, par les
quelques étapes présentées a la figure 1.3. Les molécules organiques précurseures
(« monomeres ») introduites dans la décharge plasma sont rapidement activées par
des collisions avec des électrons chauds et/ou par d’autres especes excitées pré-
sentes dans le plasma (photons, ions, radicaux). Il se produit alors la dissociation
des ces monomeres en fragments de diverses tailles, pouvant aller jusqu’aux atomes
individuels. La nature de ces fragments dépendra des conditions plasma, qui pour-
ront étre choisies plus ou moins disruptives, dépendamment des caractéristiques
visées pour le polymere plasma. Puisque les énergies des liens dans la molécule
(voir tableau 1.1) sont significativement plus faibles que les énergies d’ionisation
des molécules (> 10 eV) et qué I’énergie cinétique de la trés grande majorité des
especes dans le plasma est < 10 eV, le mécanisme de fragmentation le plus pro-
bable est la dissociation par bris de liens chimiques. Les especes résultant de ce

mécanisme sont donc principalement des radicaux neutres de diverses tailles. Ces
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radicaux se combinent entre eux ou encore avec des espéces neutres (formation de
liaisons covalentes) au gré des collisions aléatoires dans le plasma, pour former des
fragments de masses moléculaires plus élevées, qui se déposeront éventuellement
sur les surfaces en contact avec le plasma. La croissance des macromolécules se fait
donc par une suite de combinaisons non spécifiques (et aussi de fragmentations)
de toutes les especes organiques présentes dans le plasma. Ce mécanime corres-
pond a une polymérisation par polycondensation rapide, tel que décrit par Yasuda
[60]. Etant donné la densité élevée de radicaux libres impliqués dans ce proces-
sus, il restera inévitablement une certaine concentration de radicaux liées (aussi
appelés « liaisons pendantes ») dans la structure, ce qui permettra la formation
de liaisons covalentes avec les autres fragments déja déposés a la surface. Le ma-
tériau résultant sera donc une macromolécule, généralement fortement réticulée,
et il contiendra un certain résidu de radicaux libres dans sa structure. Ces radi-
caux pourront réagir avec 'oxygene atmosphérique une fois le matériau exposé a
I’air, induisant ainsi une transformation temporelle de la composition en surface.
Ce phénomene, souvent problématique, est appelé « vieillissement » et fait ’objet

de nombreuses études [4, 80, 81].

1.1.3.2 Choix des « monomeres » précurseurs

Contrairement a la polymérisation classique, la polymérisation par plasma ne né-
céssite pas un précurseur organique possédant une structure particuliére, comme
la présence d’une liaison double ou d’un groupement fonctionnel réactif. La prin-
cipale condition est plutdt la capacité de vaporisation du monomere (sa tension
de vapeur élevée), ce qui inclut tous les gaz et beaucoup de liquides organiques.
Le choix de précurseur se fait donc en considérant les éléments chimiques et, dans
certaines conditions, les groupements fonctionnels présents dans le précurseur en

fonction de ceux désirés dans le polymeére plasma. Par exemple, si I’on désire une
y )
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couche contenant des groupements amines, on pourra utiliser comme précurseur
I’allyl amine, monomere contenant déja la fonction désirée. Il faut cependant étre
conscient que la fragmentation dans le plasma pourra détruire la structure du mo-
nomere et que seule une faible partie des groupements fonctionnels initiaux désirés
seront conservés, le reste étant distribué dans d’autres groupements fonctionnels.
Il est possible d’augmenter la rétention de la structure du monomere initial par un
choix judicieux des parametres expérimentaux, surtout dans le cas des plasmas a
basse pression. Par exemple, en utilisant un plasma pulsé plutot que continu, il est
possible de limiter la fragmentation des liens covalents du « monomere » précurseur
au minimum [20, 38, 82, 83]. Ce faisant, on risque cependant de limiter la taille des
fragments moléculaires et ainsi d’obtenir des macromolécules de faible poids molé-
culaire (« oligomeres »), ce qui peut entrainer la formation d’un film semi-liquide

plutot que solide ou encore, un film soluble.

Une autre option - qui est préconisée dans nos laboratoires - est d’utiliser un mé-
lange de précurseurs comportant des sources distinctes de chacun des éléments
chimiques. En prenant le méme exemple d’incorporation de fonctions azotées, on
pourra donc choisir un mélange d’une source d’azote, comme I'azote moléculaire
ou 'ammoniac et d’une source de carbone, comme par exemple ’éthylene ou le
méthane. Cette approche, bien que moins spécifique & un groupement fonction-
nel particulier, comporte par contre certains avantages, le premier étant qu’il est
possible d’ajuster la concentration des especes désirées dans le polymere plasma
en variant ’abondance relative des gaz précurseurs dans la décharche. Aussi, il
est possible de choisir des précurseurs moins cotiteux et peu toxiques, ce qui est

particulierement important dans le cas de décharges a pression atmosphérique.
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Structure des polymeres plasmas

Les mécanismes exacts impliqués dans le dépot des polymeres plasma sont peu spé-
cifiques et difficilement prévisibles. En effet, les processus énergétiques et aléatoires
qui dirigent la formation des polymeres plasma laissent peu de place pour des pré-
dictions ou une modélisation théorique efficaces. Bien que le chercheur expérimenté
puisse « prévoir » le type de polymere plasma obtenu dans certaines conditions
expérimentales, il lui faudra toujours recourir a une caractérisation exhaustive du
matériau pour en connaitre la nature chimique précise. Cette tache n’est généra-
lement pas aisée puisque la large distribution d’especes chimiques laisse souvent

planer 'ambiguité sur 'interprétation des caractérisations effectuées.

La structure du produit d’une polymérisation classique est généralement tres proche
de celle du monomere précurseur. Ceci n’est clairement pas le cas pour une polymé-
risation par plasma. La polymérisation classique de I’éthylene résulte en de longues
chaines alliphatiques, qui peuvent étre linéaires, ne contenant ni insaturation, ni
cycle ou tout autres groupements fonctionnels. Par contre, la polymérisation par
plasma du méme « monomere » résulte en un matériau réticulé et hyperbranché,
contenant des insaturations et méme des cycles aromatiques, ainsi que des liaisons
pendantes. De plus, une fois exposée a I'air ambiant, sa surface incorpore de ’oxy-
geéne provenant de I’atmosphere sous forme de groupements fonctionnels oxygénés
(et donc polaires pour la plupart). La figure 1.4 présente un modele d’un polymere
plasma d’éthylene tel que décrit par Tibbitt et al. en se basant sur plusieurs types

de caractérisations, dont RMN et IR [84].



29

™
I
O
_ o
T
ol ~ n_u
I .
C,;H\C\H \CS
Ju I
o x orf
T & \v¢
o5 oT
\ /C\
JVH H/C
Q H2 HS g
~ I
C\H C,, \R2 o~ C/
™ O o~
I I
= J. LT £ .
7O Cle‘ﬁR
e | £ =T ~
\C oI ~
(@] AN N\ T
P o TO=O
oI T / \
[ 3 H\ClR
o [l
H3 HC/W\R T mnnuu
o (&) ™ _ Ca /
T ’, I ~ r o
o—0 O r .OT o
N o~ ,C\ T
o o~ oL Q
/w /o~ _ / ~
OT Io oI
/C\ NS Ve
T I\T nHu|C/H
C\C/ \C/R » IO
4 OT o LT T [/
T o I O—0=-0Q
~ \ I (@] ] ™~
o \C /W n.w I
N ~ —
CHZ T C/H H2 ~ / H2 ™
~ 7/ o—o TP 5
O
HC/H o/ /C C\ o = 7
o_ TP = 5 o—0
s/ \I / . T Va H/R
¢’ O—O0T P ;- O—o0T
C\ /CH m”uon\nC/ T _ /C
/N 14 ©
T o« o \\CH T
T IO
\
O
H3

FIGURE 1.4 Structure modele d’un polymere plasma d’éthylene [84].
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1.1.4 Particularités de la polymérisation par plasma & pression atmo-

sphérique

La majeure partie de la théorie disponible sur la polymérisation par plasma a été
élaborée pour des systemes a basse pression. Il existe relativement peu d’études
comparant directement les techniques plasma a basse pression et a pression atmo-
sphérique; la plupart des études se sont attardées aux modifications de surfaces
polymeres [22, 85, 86] plutot qu’aux dépots de couches minces [10, 87]. Aussi, ces
travaux ont seulement étudié le résultat a la surface sans évaluer les mécanismes
physico-chimiques ayant lieu dans le plasma. Malgré les différences fondamentales,
les décharges a barriere diélectrique a pression atmosphérique sont analogues sur
plusieurs points aux plasmas froids radiofréquenciels & basse pression. Nous pré-
sentons au tableau 1.2 une tentative de comparaison des caractéristiques de ces
deux types de décharges. Les deux similitudes les plus marquantes sont les tempé-
ratures du gaz et électronique. La faible valeur de température permet d’assurer
que les polymeres ne subissent pas de transformations physiques attribuables & un
échauffement excessif. Quant & 1’énergie (température) électronique, ¢’est un para-
metre fondamental puisqu’il est le principal déterminant de la nature des especes
génerées dans le plasma ainsi que des mécanismes de fragmentation des gaz précur-
seurs. Cette similitude dans 1’énergie électronique permet de prévoir la génération

de matériaux similaires par les deux méthodes.

Les plasmas DBD et les décharges RF a basse pression different tout de méme sur
un bon nombre de points : Les décharges utilisées pour les dépots de couches minces
a pression atmosphérique doivent obligatoirement étre soutenues dans un gaz non-
réactif (He) ou faiblement réactif (N2), qui constituera la plus grande proportion du
mélange gazeux. Ce gaz devra généralement étre utilisé a haut débit pour assurer

une bonne pureté dans la zone de décharge. A basse pression, le flux gazeux peut
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etre constitué de divers mélanges gazeux, ou les gaz sont en concentrations simi-
laires [9]. La densité électronique dans les DBD est généralement de quelques ordres
de grandeur plus élevée que dans leur contrepartie a basse pression. La concentra-
tion d’especes réactives beaucoup plus grande influence directement la cinétique du
dépobt, qui sera généralement plus rapide a pression atmosphérique. Cet effet est
contrebalancé par la faible durée de vie des « streamers », qui correspond & environ
10~% du cycle d’excitation, contrairement aux plasmas & basse pression qui sont,
a moins qu’un signal pulsé ne soit utilisé, allumés en quasi-permanence. Aussi, les
surfaces soumises a un traitement DBD ne sont pas soumises au bombardement io-
nique comme c’est le cas a basse pression, car la gaine est négligeable, tout comme
le libre parcours moyen des ions. Le bombardement ionique favorise la libération
d’hydrogene a la surface polymere et tend a transformer une surface organique en
une surface de carbone amorphe [88]. Enfin, bien que les plasmas & basse pression
aient tendance a émettre d’intenses flux de photons ultraviolets, rayonnement res-
ponsable pour une forte contribution photochimique, ceci est nettement moins le

cas pour les plasmas & pression atmosphérique (exception : les gaz nobles) [64].

Malgré ces différences fondamentales, les quelques études présentant une compa-
raison entre les techniques DBD et plasma RF a basse pression sont toutes arrivées
a la conclusion que la nature des modifications ou des couches minces déposées
étaient similaires. Bien que les mécanismes de modification de surfaces polymeéres
par plasma soient différents de ceux ayant lieu lors de la polymérisation par plasma,
il convient de présenter les deux dans cette section, étant donné le faible nombre
d’études sur le sujet. Sarra-Bournet et al. [22] ont étudié I'incorporation d’amines
primaires a la surface d’un poly(tétrafluoroéthylene) (PTFE), utilisé dans des ap-
plications biomédicales, par trois techniques différentes, en utilisant des mélanges
gazeux NHj3-No et Hy-No : plasma RF a basse pression, par DBD ainsi que par

APGD. IIs ont constaté que les trois techniques permettaient de générer une chi-
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mie de surface qualitativement similaire (incorporation de groupements fonctionnels
azotées, remplacement du fluor de surface par ’hydrogene), mais avec des sélectivi-
tés différentes pour I'incorporation d’amines primaires. Ils ont aussi démontré que
la technique APGD créait moins de dommages a la surface que les deux autres tech-
niques étudiées. Choi et al. [85] ont étudié 'incorporation d’oxygene a la surface
de matériaux polymériques par DBD et plasma basse pression. Ils ont déterminé
une incorporation de groupements fonctionnels similaires, mais ont trouvé que la
technique a pression atmosphérique induisait une plus faible gravure de la surface,
effet qu’ils attribuent & I’absence de bombardement ionique. Dernierement, Truica-
Marasescu [10] et al. ont comparé la chimie de couches minces organiques riches
en azote préparées par plasma & basse pression et par DBD (les derniéres étant les
couches présentées dans le cadre de cette these). Il a été déterminé que les deux tech-
niques permettaient de déposer des couches minces chimiquement et physiquement
qualitativement semblables (couches hydrocarbures azotées), mais avec des sélecti-
vités différentes pour les groupements fonctionnels chimiques. Aussi, Fracassi [87]
a présenté une comparaison entre des fluoropolymeres plasma déposés par plasma
basse pression et par DBD. Encore une fois, il a été déterminé que les techniques
donnaient des couches avec une chimie de surface similaire, avec un léger avantage
pour les couches déposées par DBD en ce qui a trait a I'incorporation de fluor en

surface.

1.2 Les fonctionnalisations de surfaces polymériques par plasma et pro-

cédés analogues

Les modifications de surface par plasma peuvent étre utilisées pour altérer les pro-
priétés physico-chimiques de surface d'un polymere dans l'objectif de rendre cette

surface adaptée a une application particuliere. Les travaux rapportés dans cette
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these présentent une technique innovatrice pour effectuer ces modifications de sur-
face, soit & ’aide d’une décharge a barriere diélectrique a pression atmosphérique.
La présente section se veut un survol de la littérature récente sur le sujet géné-
ral de l'incorporation de groupements fonctionnels chimiques & la surface. L’accent
est mis principalement sur l'incorporation de fonctions chimiques azotées, puiqu’il

s’agit de l'orientation de la recherche présentée dans cette these.

Les voies traditionnelles pour incorporer des groupements fonctionnels a une sur-
face polymérique passent généralement via une chimie en phase liquide impliquant
des oxydants puissants, tels ’acide sulphurique, I’acide nitrique ou des permenga-
nates [89]. Malheureusement, ces techniques impliquent la manipulation de pro-
duits toxiques et nuisibles pour I'environnement et ces réactifs peuvent considéra-
blement altérer la surface des matériaux polymériques. Actuellement, l'utilisation
d’une technique plasma est plutot préconisée, puisqu’elle permet de palier en bonne
partie a ces problemes. Nous avons regroupé dans les sous-sections 1.2.1, 1.2.2 et
1.2.3 les différents types de modifications selon la technique utilisée pour les ef-
fectuer, en faisant une distinction entre les techniques de fonctionnalisation de la

surface du polymere et les techniques impliquant la polymérisation par plasma.

1.2.1 Plasma a basse pression

Le plasma RF & basse pression est un outil versatile pour 'introduction de groupe-
ments fonctionnels a la surface. Il existe quatre voies principales d’incorporation de
tels groupements a la surface d’un matériau polymérique en utilisant une technique
plasma [15]. Une premiere approche est 'utilisation d’un plasma réactif généré dans
un gaz non polymérisable, permettant de greffer des fonctions chimiques a la sur-
face. Une deuxiéme approche est la polymérisation par plasma d’un gaz ou d’un mé-

lange gazeux contenant les groupements fonctionnels désirés ou des atomes pouvant
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les former. Deux autres approches, qui ne seront pas détaillées dans cette section
pour éviter de 'alourdir, impliquent le greffage covalent de molécules organiques
contenant les groupements fonctionnels désirés par (i) réticulation a la surface a
I'aide d'un plasma de gaz inerte [90] et (ii) réaction d’une surface fonctionnalisée
par plasma avec une molécule organique via des groupements fonctionnels amine

primaire [91].

Les modifications de surfaces : La maniere la plus simple d’introduire des groupe-
ments fonctionnels azotés dans une surface est de I'exposer a un plasma de NHj3
[3, 22-25, 31, 32] en mélange avec de I'Hy [26, 27] ou de I’Ar [28], ou & une com-
binaison d’Ny et d’Hz [23, 25, 26, 29], ou encore a de I'Ny seul [25, 30]. La réussite
du traitement plasma est généralement vérifiée par XPS, qui permet de mesurer la
quantité d’azote totale incorporée a la surface. Certains auteurs ont utilisé I’XPS
haute résolution pour tenter de quantifier les groupements fontionnels azotés, mais
la plupart des auteurs s’entendent généralement sur le fait qu’une quantification
fiable, en particulier les amines primaires, doit étre faite par dérivation chimique,
ou autre méthode [15, 27]. Il a été déterminé par Favia et al. [27] que 'incorpora-
tion d’amines primaires sur une surface polymérique est favorisée par un temps de
traitement « court », une puissance élevée et une proportion élevé de Hy dans le
mélange gazeux. L’observation sur le temps de traitement court a aussi été rappor-
tée par Meyer-Plath [25], au moin pour le cas de polyoléfines. Par contre, ces mémes
auteurs ont aussi trouvé qu’un temps de traitement « long », a une faible puissance
et une plus faible proportion de Hy favorisait une concentration d’azote élevée a la
surface. Des traitements en deux étapes, utilisant avantageusement ces deux effets
ont été étudiés. Meyer-Plath et al. [26] ont aussi étudié l'efficacité d’un plasma
pulsé pour l'incorporation d’amines primaires a la surface de polymeres. Ils ont dé-
terminé que des sélectivités tres élevées (pres de 100%) pour les amines primaires,

pouvaient étre atteintes & des temps de traitement totaux trés courts (~ms), mais




35

malheureusement avec le résultat d’une quantité totale d’azote et d’amines plutot
faible (typiquement [N]~10%, [NH2|~2%). Aussi, il a été rapporté que la surface du
polystyrene, matériau d’une grande importance en biotechnologies puisqu’il consti-
tue la majeure partie du matériel de culture cellulaire, ne se préte pas tres bien a
la fonctionnalisation par plasma. Il a été montré que I'exposition d’une surface &
un plasma de Ny est peu efficace et peu sélective [25], probablement en raison de
la haute densité de systemes 7 qui influencent I'interaction entre les especes dans

le plasma et la surface de maniere défavorable.

Les modifications de surface par plasma sont cependant sujettes & quelques inconvé-
nients bien connus. Tout d’abord, la quantité d’azote incorporée en surface, [N], est
relativement limitée. Une partie de 'azote est d’ailleurs sous forme d’especes oxy-
dées de faible poids moléculaire (LMWOM), qui disparaissent de la surface apres
un lavage a I’eau [5]. Aussi, puisque la modification n’affecte que les premiers nano-
metres de la surface, les groupements polaires ont tendance a rapidement s’enfouir
via des mécanismes de « reptation » de chaines et ne sont donc plus disponibles a

la surface ; ce phénomeéne est appelé recouvrement hydrophobe [5].

Les dépots de polymeres plasma : Des groupements fonctionnels azotés peuvent
étre introduits sur une surface par voie de polymérisation plasma d’une couche
mince organique qui recouvre complétement la surface originale, définissant ainsi
une chimie de surface completement nouvelle. Deux voies principales existent pour
ce type d’approche. La premiere est l'utilisation d’un « monomere » contenant un
groupement amine primaire comme lallylamine [33, 35-39, 41-44], le diaminocy-
clohexane (DACH) [29, 45, 92, 93], le 1,3-diaminopropylamine [40], I’heptlyamine
[41, 94], I'éthylénediamine [46, 95], le butylamine [42], le propargylamine [96], le
1-amino-2-propanol [97] et le propylamine [96]. La seconde voie, qui est aussi celle
explorée dans cette these, est I'utilisation d’un mélange d’'un gaz polymérisable

contenant du carbone, comme par exemple I’éthylene, CoHy, en mélange avec une
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source d’azote, comme I'Ny ou 'NHj3 [9, 47, 48].

Le choix du « monomere » et des conditions plasma peut évidemment influencer [N]
ainsi que la sélectivité pour les groupements fonctionnels spécifiques, par exemple
-NH;. La densité d’amines incorporés dans un polymere plasma, [NH,], est direc-
tement liée a son importance relative dans la structure du monomere selon ’ordre
suivant DAHC > allylamine > heptylamine [29, 94]. Les « monomeres » insatu-
rés, comme l’allylamine, présentent cependant des taux de dépot plus élevés en
favorisant l'efficacité des mécanismes de polymérisation radicalaires [15]. Il a été
démontré que, contrairement a ce qui a été observé dans le cas des modifications
de surfaces, une puissance plasma élevée est défavorable a l'incorporation d’azote
et donne plut6t un polymere plasma de type hydrocarbure [15]. Aussi, I'azote in-
corporée dans ces conditions est plutot sous forme de groupements fonctionnels
insaturés [37]. Les densités d’amines mesurées a la surface de polymeres plasma
d’allylamine et de DACH sont supérieures a celles qu’il est possible d’atteindre par
une modification a I'aide d’un plasma de NHjz ou de Ny/H,. Les densités d’azote
et d’amines en surface sont cependant les plus élevées dans le cas de polymeres
plasma préparés a partir d'un mélange NH;3/CoHy, en plus d’étre completement

modulable sur une large gamme de concentrations [9].

1.2.2 Plasma a pression atmosphérique (« DBD » et « APGD »)

Divers types de traitements par plasma a pression atmosphérique sont utilisés pour
fonctionnaliser la surface de polymeres organiques [1, 98]. Les traitements de type
« corona » dans l'air sont utilisés depuis quelques décennies pour augmenter 1’hy-
drophilicité de surfaces polymeres hydrophobes pour plusieurs applications [4, 81].
La littérature existante sur les plasmas a pression atmosphérique n’est pas encore

aussi abondante et diversifiée que celle sur les plasma a basse pression pour le type
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de traitements décrits dans cette section. Cependant, les nombreux avantages des
techniques a pression atmosphérique encouragent de plus en plus d’auteurs a explo-
rer cette voie. Nous présentons, dans cette section, les récents efforts sur 'utilisation
des DBD pour l'incorporation de fonctionnalités chimiques azotées & la surface de

matériaux polymériques.

Les modifications de surface : Plusieurs auteurs ont exploré les DBD pour l'incor-
poration de fonctions azotées bioactives a la surface de matériaux polymériques.
D’autres auteurs ont exploré 'utilisation d’une décharge filamentaire, dans le Ny
pure [22, 72, 99] ou dans l’air [100]. Certains ont exploré les décharges homogenes
(APGD) dans des mélanges gazeux similaires soit ’azote [4-6, 101] ou les mélanges

No/H, [21, 22, 101] et NH3/H, [22, 101].

Les travaux publiés par Guimond et al. [4-6] ont démontré qu’un traitement APGD
dans I'azote peut incorporer jusqu’a 18% d’azote a la surface de polyoléfines, ce qui
est bien supérieure aux décharges « couronne » dans l’air. Sarra-Bournet et al.
ont comparé les traitements de surface par DBD, APGD, et plasma RF a basse
pression. Ils ont déterminé que les traitements DBD filamentaires présentent des
taux d’incorporation d’azote ainsi que des dégradations de surfaces similaires a
ceux effectués par plasma RF & basse pression [22]. Les traitements effectués a
I'aide de décharges homogenes APGD incorporaient généralement un peu moins
d’azote, mais ont démontré une plus grande sélectivité pour les amines primaires
[22]. De plus, ce type de traitement de surface a induit moins de dégradation de

surface, sous forme de formation de produits oxydés de faible poids moléculaire en

surface (LMWOM) [4-6].

Les dépats de polymeéres plasma : Encore considérée comme marginale il y a quelques
années, 'utilisation des DBD pour le dépot de couches minces fonctionnelles est

de plus en plus envisagée et étudiée. Un indicateur clair de cette tendance, est le
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développement de systemes de dépots par DBD pour des applications industrielles
[102, 103]. Un systeme de dépot disponible commercialement a été développé par
Dow Corning [102]. Celui-ci permet la polymérisation plasma de précurseurs orga-
niques liquides dans une DBD d’hélium, et ce, en mode continu dans une configu-
ration « rouleau a rouleau ». Bien que quelques contributions récentes rapportent
le dépbt de couches fonctionnelles organiques par des techniques DBD [104, 105],
cette voie est encore relativement peu explorée pour le dépot de polymeres plasma
contenant des fonctions chimiques azotées. En 2004, Gessner et al. ont rapporté le
dépo6t de couches organiques a partir d’allylamine et de DACH sans donner trop
de détails sur la nature des couches [106]. Ensuite, Heyse et al. ont présenté la po-
lymérisation par plasma DBD d’une vingtaine de « monomeres » organiques, dont
plusieurs contiennent des fonctions chimiques azotées [107]. Ces deux contributions
utilisent des monomeres organiques contenant les fonctions chimiques désirées, ce
qui s’apparente partiellement aux techniques typiquements utilisée dans la majorité

des dépots faits a I'aide de systémes plasma a basse pression.

1.2.3 Photochimie d’ultraviolet lointain (« VUV »)

Une derniére approche émergente pour la fonctionnalisation de surfaces polymé-
riques (ou le dépot de couches minces) est son irradiation par des photons UV/VUV
en présence de gaz, a faible pression, qui pourra étre photodissocié par la radiation
incidente. Les mécanismes par lesquels ces modifications ont lieu sont partielle-
ment analogues & ceux des traitements par plasma a basse pression. Cependant,
l'utilisation de photons UV « monochromatiques » comme initiateurs des réac-
tions chimiques, contrairement aux électrons chauds distribués sur une large bande
d’énergie (« Maxwellienne ») dans le cas des traitements plasma, permet d’espérer
une plus grande spécificité de produits pour les procédés UV /VUV. L’utilisation la

plus commune de ce type de procédé a longtemps été l'irradiation par « UV-C »,
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provenant d’'une lampe au mercure (surtout 253,7 nm), de la surface polymérique
en présence d’air ou d’oxygene, pour incorporer des fonctions oxygénées a la sur-
face [108]. Par contre, ce type de lampe possede une faible intensité UV et 1’énergie
de la radiation n’est pas dans la plage d’absorption optimale pour les molécules
impliquées. Pour palier a cela, I'utilisation de lampes VUV basées sur ’émission
d’une DBD dans un gaz noble (Ar, He, Xe, Kr, etc.) a été préconisée, et son effica-
cité a été démontrée [64, 109, 110]. Récemment, des lampes VUV ont été utilisées
par Truica-Marasescu et Wertheimer pour irradier des polyoléfines dans une at-
mosphere d’ammoniac a basse pression, afin d’introduire efficacement (jusqu’a 25
% d’azote en surface) et sélectivement des fonctions azotées, principalement des
amines primaires, & leurs surfaces [7, 13, 111-113]. Les mémes méthodes ont en-
suite été utilisées pour déposer des couches minces organiques a partir de mélanges
d’ammoniac et d’éthylene a basse pression [11, 13]. Ces couches minces, matériaux
analogues aux polymeres plasma, ont présenté des sélectivités treés élevées (jusqu'a
75 %) pour les amines primaires. Cette capacité & produire des couches minces
quasi-monofonctionnelles (sans formation d’oligomeéres) stables est assez unique et

hautement désirable, évidemment.

1.3 Applications biomédicales des polymeres plasma

Les interactions entre les cellules vivantes et des biomatériaux (par exemple, po-
lymeres) ont lieu via des réactions physico-chimiques entre les cellules, les biomo-
lécules (protéines, etc) et les groupements fonctionnels présents a la surface du
biomatériau. La surface de polymeres organiques est généralement assez inerte, dé-
pourvue de groupements fonctionnels chimiques libres; ceci est parfois bénéfique,
mais généralement problématique. Comme déja décrit, les techniques de modifi-

cation par plasma permettent d’incorporer des groupements fonctionnels pouvant
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influencer les processus cellulaires tels ’adhésion, la migration et la différentia~
tion. Dans la présente section, nous présentons d’abord une courte explication des
mécanismes classiques d’adhésion des cellules aux surfaces et, ensuite, un survol
d’applications biomédicales, principalement des polymeres plasma fonctionnalisés.
Nous décrirons ensuite spécifiquement deux projets auxquels 'auteur a collaboré,

en parallele avec la présente recherche.

Les mécanismes d’adhésion cellulaire d la surface des biomatériauxr : Lorsqu’un
biomatériau est immergé dans un milieu contenant des protéines en suspension
(sérum de culture, plasma sanguin, etc.), ces dernieres viendront rapidement s’ad-
sorber, physiquement ou chimiquement, a sa surface. L’adhésion se fera de maniere
compétitive, ce qui signifie que les protéines ayant une forte affinité avec la sur-
face la recouvreront préférentiellement [93]. Les interactions entre les cellules et
les surfaces recouvertes de protéines passent par I'intermédiaire de récepteurs, ap-
pelés intégrines, qui se situent sur la membrane cellulaire. Ces intégrines peuvent
reconnaitre des protéines d’adhésion, telles que la fibronectine, sur une surface et
stimuler les processus d’adhésion cellulaire. Cette phase ou la cellule « reconnait »
la surface est généralement suivie d’une phase d’étalement et de production d’une
matrice extra-cellulaire (ECM). Ce processus est schématisé a la figure 1.5 extrait

du livre de Ratner et al. [114] qui en contient une description détaillée.

Alternativement, certains types de cellules pourront adhérer sur une surface dé-
pourvue de protéines (en culture dans un médium sans protéines). Ce type d’adhé-
sion débute généralement par des interactions favorables (souvent électrostatiques ;
charges en surfaces) ol la cellule entrera en contact direct avec la surface. La cellule
pourra ensuite s’étaler et sécréter sa propre ECM, créant ainsi un environnement

favorable & la cellule et une adhésion accrue sur la surface.

Polymeéres plasma bioactifs : La modification d’une surface pour fins biotechno-
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FIGURE 1.5 Adhésion cellulaire sur un substrat. Contact initial (A). Formation de
liens entre les récepteurs et les protéines d’adhésion (B). Réorganisation et étale-
ment (C). Adapté de Ratner et al. [114].
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logiques peut engendrer soit 'augmentation de son affinité pour des cellules (i.e.
favorisant I’adhésion cellulaire), soit 1'effet contraire, la répulsion des cellules. Les
principaux types d’applications envisagés sont schématisés a la figure 1.6, inspirée

d’un récent article de synthese de Forch et. al. [14].

Rappellons que la création de couches bioactives se fait par 'incorporation de grou-
pements fonctionnels pouvant réagir avec les biomolécules. Il s’agit, le plus souvent
de groupements contenant de I'azote ou de 1'oxygene, tels les amines primaires (-
NH,), les acides carboxyliques (-COOH) ou encore les alcools (-OH)[14]. Le cas de
surfaces azotées a été détaillé a la section 1.2, mais celles contenant de I’oxygene sont
préparées par des méthodes analogues ; les différentes manieres d’obtenir ces types
de surfaces ont aussi été présentées dans un excellent article de synthese par Siow
et al. [15]. Voici quelques exemples d’applications : Barry et al. [115] ont déposé un
polymeére plasma d’allylamine sur des stuctures 3D (« scaffold » ou « charpentes »)
en poly(acide lactique), polymere biodégradable mais réfractaire a ’adhésion cel-
lulaire, et y ont fait adhérer des fibroblastes 3T3. Haddow et al. [116] ont préparé
des polymeres plasma d’acide acrylique qu’ils ont colonisé avec des kératinocytes
pour fabriquer un bandage « vivant » favorisant la guérison de plaies persistantes.
D’autres auteurs ont étudié I'utilisation de polymeres plasma pour favoriser I’adhé-
sion de biomolécules a la surface de matériaux visant a étre implantés et ainsi
diminuer la réponse immunitaire et augmenter leur biocompatibilité [117]. Aussi,
les amines primaires peuvent étre utilisés pour immobiliser une sonde d’ADN [20].
A Popposé, il est parfois souhaitable de rendre une surface fortement réfractaire
a Padhésion cellulaire, par exemple « I’antifouling » (prévenant ’accumulation de
biomolécules et de microorganismes), pour applications antimicrobiennes, ou pour
améliorer la biocompatibilité d’un implant. Ce type de couche contient des grou-
pements hydrophobes qui diminueront 'affinité de la surface avec les biomolécules

organiques, souvent polaires. Le plus souvent, il s’agira de polymeres plasma fluori-
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FIGURE 1.6 Schéma représentant les différentes avenues de développement de po-

lymeres plasma appliquées aux biomatériaux [14].
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nés ou ayant des groupements ether (poly(oxyde d’éthyléne)), ou encore simplement
de type hydrocarbure. Un exemple d’application antibactérienne a été présenté par
Favia et al. qui ont développé une couche réfractaire a I’adhésion cellulaire ayant
des propriétés antimicrobiennes via l'incorporation de particules d’argent dans le
dépot [118]. Un autre exemple intéressant est un fluoropolymere plasma (Touzin et
al. [119]) pour servir de couche protectrice anticorrosion pour des stents en acier

inoxidable implantés dans le corps humain.

1.4 Applications biomédicales des PP:N

1.4.1 Applications des PP:N en orthopédie

Les pathologies dégénératives des cartilages de la colonne vertébrale et des jointures
affectent environ 70% de notre population apres un certain age [120]. Les traite-
ments actuels, impliquant souvent des greffes de cartilage sont, jusqu’a présent,
inadéquats : Deux types de greffes sont possibles: « allogenes » et « autogenes »,
mais les deux comportent leurs lots de problemes. Les greffes « autogenes » infligent
un traumatisme additionnel au patient (par la récolte de cartilage sain ailleurs dans
son corps), tandis que les greffes « allogénes » comportent des risques de transmis-
sion de maladies infectieuses comme le VIH; en plus, le risque de rejet par le
systéme immunitaire est élevé. Le traitement idéal serait la culture in vitro de
tissus de cartilage, mais les techniques actuelles ne le permettent pas, car il y a
normalement perte du phénotype des cellules lors de la culture. L’élaboration d'un
substrat de culture permettant la conservation du phénotype serait une avancée

majeure dans ce domaine.

Il est connu que les polymeres plasma riches en azote favorisent ’adhésion cellu-

laire [15]. Cependant, il est aussi possible que les groupements fonctionnels bioac-
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tifs qu’ils contiennent puissent influencer la différenciation des cellules. Une étude
a donc été élaborée (présentée dans ’annexe I) ot des cellules souches mésenchy-
mateuses (MSC), type de cellule pluripotente, ont été cultivées sur des surfaces de
polymeres plasma riches en fonctions azotées ainsi que sur du matériel de culture
standard. Tout au long de cette étude, d’une durée de 14 jours, 'expression de
certains génes sélectionnés, marqués de la chondrogénése (indicateur de la différen-
ciation en cellules précurseures de cartilage) et aussi de I'ostéogénese (indicateur
de la différenciation en cellules du tissus osseux) a été mesurée. Il a été observé
que, tout au long des 14 jours de la durée de 1’étude, les genes collagene X, alkaline
phosphatase (ALP), sialoprotéine osseuse (BSP) et osteocalcine (OC) (marqueurs
de Postéogénese) ont été supprimés & divers degrés (en relation a leur expression
pour des cellules en culture sur du matériel standard), alors que l'expression des
genes collagene I et aggrecan (marqueurs la chondrogénese) n’a pas été affectée par
la culture sur ces polymeéres plasma. Un exemple du résultat de cette expérience
est présenté a la figure 1.7. Ces résultats, en plus de permettre d’espérer le dévelop-
pement d’une thérapie efficace basée sur ce nouveau matériau de culture cellulaire,
démontre qu’en plus de stimuler 'adhésion cellulaire, sa chimie de surface peut

influencer la différenciation des cellules souches.

Une seconde problematique distincte mais aussi reliée au domaine de 'orthopédie,
a été parallelement étudiée. Lorsque le cartilage des articulations de la hanche est
trop dégradé, la thérapie généralement proposée consiste a remplacer ’articulation
par une prothése en matériaux synthétiques, métal et polymere. Lors de son utili-
sation, la friction induit la libération de petites particules du métal et du polymere
dans le corps du patient, particules qui peuvent stimuler une réponse immunitaire
qui peut aboutir au relachement de la prothese. La réponse immunitaire passe par
I'entremise des monocytes/macrophages (les « gendarmes » du corps humain) qui

adherent aux surfaces in vivo; les mécanismes impliqués sont cependant mal com-



46

0.04
2 0035 |
k]
£ oo03{ L I
$ I
§ 0.025
<
g 002
-l
<]
S 0.015
[
-
c 0.011
S
g 0.005
g
u 0 e o~
3 jours 7 jours 14 jours
‘I:Ictl @36 % [N] @ 30%[N] | m 25 % [N] l

F1GURE 1.7 Analyse RT-PCR du collagene X exprimé par des MSC en culture sur
des polymeéres plasma contenant différentes concentration d’azote, [N].(Annexe I).

pris. Malheureusement, ces cellules ne reproduisent pas ce comportement d’adhé-
sion lorsque mises en culture sur un matériau de culture standard (par exemple,
le polystyréne avec un traitement de surface) et leur étude in wvitro requiere donc
le développement de surfaces synthétiques permettant I’adhésion. Les polymeres
plasma riches en azote, qui semblent reproduire partiellement la chimie de surface
in vivo, ont démontré qu’ils pouvaient induire l'adhésion de ce type de cellule et

ainsi permettre leur études in vitro, voir section 3.1 ainsi que le chapite 4.

1.4.2 Applications des PP:N aux thérapies endovasculaires

Les traitements d’anévrismes par des méthodes minimalement invasives sont pro-
metteurs et permettent d’éviter des chirurgies ouvertes risquées et coliteuses. On
traite actuellement les anévrismes de 'artére aortique abdominale, (AAA, une di-

latation pathologique de lartére qui peut rompre et causer une hémorragie fatale
g g
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dans 60% des cas), en implantant une protheése (dite « stent graft ») qui permet
de détourner le flot sanguin et d’éliminer la pression sur la paroi artérielle affaiblie.
Les défaillances sont, par contre, fréquentes dans ce type d’implant, car ce dernier
peut se déplacer et crée alors une fuite qui ramene la pression sur la paroi. Cette
défaillance est principalement créée par la non-adhésion des cellules artérielles (fi-
broblastes et cellules musculaires lisses) au matériau synthétique de la prothese
(Dacron® ou Teflon™), le contact favoriant potentiellement ’apoptose cellulaire.
Pour palier a ce probleme, la prothese pourrait éventuellement étre revétue d’une
couche mince de polymere plasma qui favoriserait I’adhésion et la rétention des

cellules en surface.

Pour évaluer le potentiel de nos couches minces riches en azote, une étude a été
conduite afin d’évaluer I’adhésion, la migration, la résistance a I’apoptose de cellules
musculaires lisses vasculaires, ainsi que de fibroblastes adhérés sur ces revétements,
toujours en comparaison avec poly(éthylenetéréphtalate) (PET, « Dacron@®) ») et
le poly(fluoroéthyléene) (PTFE, Teflon™) vierge. Un article découlant de cette re-
cherche est présenté a ’annexe 11. Cette étude a démontré que les deux types de
cellules étudiées adhéraient en plus grand nombre sur nos surfaces de polymeres
plasma que sur celles des polymeres vierges. Il a aussi été déterminé que les cellules
migraient plus rapidement, pour coloniser une zone nouvellement accessible de la
surface riche en azote. En plus, les cellules adhérées sur ce matériau fonctionnel
ont aussi exprimé une résistance accrue a 'apoptose. Les fibroblastes ont, quant a
eux, exprimé fortement la protéine a-actine, indicateur d’un phénotype contractile,
favorable a la guérison in vivo. L’ensemble de tous ces résultats indique qu'un po-
lymere plasma riche en azote qui recouvre un implant vasculaire pourrait favoriser
sa biocompatibilité, ainsi que la guérison, donc limiter la fréquence de défaillances

des « stent-grafts ».
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CHAPITRE 2

METHODOLOGIE EXPERIMENTALE

Le présent chapitre recueille la description des différentes méthodes de dépot de
couches minces organiques, ainsi que les techniques employées pour les caractériser
au cours de cette these. Nous avons accordé beaucoup d’importance au dévelop-
pement de techniques novatrices pour I'analyse quantitative et semi-quantitative
de groupements fonctionnels chimiques. Etant donné Iimportance attribuée aux
techniques de caractérisation dans cette étude, chacune d’elles est décrite avec suf-
fisament de détails pour permettre de bien comprendre son utilisation et ses parti-
cularités. Puisque les conditions expérimentales sont rapportées dans les chapitres
3 et 4, correspondant aux articles publiés, [49-51], nous ne rapporterons ici que les

détails expérimentaux additionnels pertinents.

2.1 Dépots de couches minces riches en azote

Tel que mentionné précédemment, plusieurs études font état des propriétés bio-
actives désirables des surfaces organiques contenant de I’azote, voir, par exemple
[3, 14-20]. Un des objectifs principaux de cette étude est le développement d’une
nouvelle technique de dépot a pression atmosphérique pour répondre a ce défi tech-
nologique. Cette technique ainsi que la méthodologie employée pour le dépot en
motifs micrométriques sont détaillées dans les sous-sections 2.1.1 et 2.1.3 ci-dessous.
D’autres techniques analogues ont aussi été utilisées au cours de notre étude, mais
puisque 'auteur de cette thése n’a pas participé directement aux développements

des méthodologies de dépdt, nous nous contenterons ici d’en faire une courte des-
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2.1.1 Dépéts par plasma a pression atmosphérique

La plupart des systémes plasma a pression atmosphérique utilisés en recherche sont
de configuration plan/plan, tel qu’inspiré par le design des sytemes plasma a basse
pression [72, 99]. Plusieurs sont aussi dotés de systémes & vide qui permettent d’éva-
cuer la chambre de dépot préalablement a I'introduction du mélange gazeux désiré,
assurant ainsi 'absence d’impuretés dans le zone de décharge. Ces conditions, bien
qu’utiles pour la recherche fondamentale, ne comportent pas d’avantage réel sur
I'utilisation de plasma & basse pression pour les applications technologiques. Lors
de cette étude, nous avons choisi d’utiliser un systeme de dépot dont la configuration
est inspirée des systemes « corona » utilisés commercialement pour le traitement
de films polymeres, ou le film est déplacé sous une électrode haute tension, parfois

cylindrique.

Le systeme de dépo6t utilisé lors de cette étude a été élaboré a partir d’un systeme de

traitement de surfaces par plasma a pression atmosphérique préalablement dévelop-
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pée par Guimond et al. [4, 6] dans notre laboratoire. Ce systeme plasma (figure 2.1)
est composé d’une électrode cylindrique a haute tension, recouverte d’une mince
couche de céramique isolante, et d’une électrode plane a la masse. Le tout est inclus
a lintérieur d’une boite en plexiglass étanche. Le matériau sur lequel les PP:N sont
déposés, généralement un film polymérique mince, est disposé sur une plaque de
verre qui sert aussi de diélectrique, et I’ensemble est placé entre les deux électrodes ;
la distance inter-électrodes est maintenue a 1 mm. L’électrode plane a la masse est
déplacée sous I'électrode a haute tension pour simuler un traitement en continu. Le
systeme original a été modifié par I’addition d’une chambre de mélange pour les gaz
précurseurs et par l'utilisation d’une source de tension commerciale accompagnée
d’un transformateur (Enercon Industries, modele LM2727-03) plut6t que ’ancienne
source basée sur un amplificateur audio qui n’était pas assez puissant pour notre
application (surchauffes fréquentes dans les conditions de dépdts DBD). La tension
appliquée entre les électrodes est de 18kV créte a créte; en tenant compte de la
chute de tension dans les diélectriques solides (diélectriques recouvrant 1’électrode
haute tension et la plaque de verre) la tension effective, V.ss, appliquée sur le gaz
dans l'espace inter-électrodes est plutét de 8,9 kV créte a créte. Les gaz précur-
seurs au dépot, soit une dilution d’un hydrocarbure 1éger tel que du méthane, de
Iéthylene ou de l'acétyléne dans ’azote en proportion variant entre 0.05 et 0.7
% (controlés & I'aide de débimetres de masses MKS Instruments) sont introduits
dans la zone de décharge qui initie la polymérisation plasma. Un diffuseur de gaz
(non présenté a la figure 2.1) est utilisé pour assurer un degré de pureté élevé dans
la zone de décharge. Les conditions expérimentales spécifiques et détaillées sont

présentées aux sections 3.1.2.1, 3.2.2.1 et 4.2.1.

Les technologies utilisant le plasma a pression atmosphérique, bien que toujours
émergentes, ont déja démontré un potentiel certain pour les applications commer-

ciales [98, 102, 103, 107, 121]. Cependant, le manque d’offre d’équipement spécialisé
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pour cette technologie est, encore aujourd’hui, un frein important & son développe-
ment. Il existe en effet peu de sources permettant de produire un signal de tension
et de fréquence variable et bien contrdélé dans les gammes d’opération des plasmas
a pression atmosphérique. Dans notre cas, nous nous sommes résolus a utiliser une
des plus petites sources « corona » commerciales, telle que décrite au paragraphe
précédent. Cette source ne permet malheureusement pas de faire varier la tension
et la féquence appliquées, mais ces deux valeurs ont été mesurées constantes pour
toutes les expériences rapportées dans cette these. Bien que les conditions d’opéra-
tion soient dans la gamme appropriée pour nos applications, I’absence de controle
sur ces deux parametres a rendu impossible « I'optimisation » complete des para-
metres expérimentaux. Cependant, nous ne croyons pas que ceci ait été un obstacle
majeur au bon déroulement de ce travail, pour la raison suivante : Etant donné
que les résultats préliminaires de caractérisation et de culture cellulaire étaient sa-
tisfaisants avec les couches déposées a l'aide de la source « corona » d’Enercon,
nous avons décidé d’orienter la recherche vers le développement de techniques de
caractérisation qui permettent de déterminer les caractéristiques désirables a opti-
miser. Tout récemment, de nouvelles sources qui permettent un bon contréle sur
la tension et la fréquence dans la gamme utile pour les dépots par DBD ont été

commercialisées [122, 123].

2.1.2 Autres méthodes

Au chapitre 4 nous présentons une étude sur l'interaction entre les surfaces orga-
niques de type polymeére plasma et les monocytes U937. Dans le cadre de cette
étude, nous utilisons divers types de couches minces organiques a la chimie de sur-
face bien caractérisée pour déterminer I'implication de certains groupements fonc-
tionnels azotés dans les interactions cellules-surfaces. En plus d’utiliser les couches

minces organiques déposées par plasma a pression atmosphérique développées dans
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le cadre de cette theése, nous avons utilisé deux autres types de matériaux analogues,
un déposé par plasma radio fréquenciel a basse pression et ’autre déposé par pho-
tochimie d’ultraviolet lointain (VUV) comportant une chimie de surface différente
mais aussi bien caractérisée. Ces deux techniques de dépdt ont été développées et
optimisées par Truica-Marasescu et al. dans notre laboratoire [9, 11]. Dans les deux
cas, l'utilisation d’amoniac comme source d’azote, au lieu de 'azote moléculaire
utilisé dans les couches déposées a pression atmosphérique, permet d’espérer une
sélectivité accrue pour les amines primaires, dont la structure est proche de celle de
I'amoniac; il s’agit d’une stratégie utilisée aussi par d’autres auteurs [47, 124]. La
technique de dépdt a 'aide de photons VUV permet aussi d’espérer une sélectivité
supérieure a la technique basse pression. En effet, il est raisonnable de supposer
que les groupements fonctionnels chimiques issus d’une « polymeérisation » initiée
par des photons mono-énergétiques seront moins distribués que ceux issus de bris
de liens initiés par des électrons « chauds », dont ’énergie correspond a une dis-
tribution de type Maxwell-Boltzmann étalé sur plusieurs ordres de grandeur. Une
comparaison des trois techniques de dépot est présentée dans le tableau 2.1. Les
conditions expérimentales de dépot des couches préparées par plasma a basse pres-

sion et par photochimie VUV sont présentées respectivement aux sections 4.2.2 et

4.2.3.

2.1.3 Préparation de couches minces avec motifs micrométriques

Le dépdt de couches minces en motifs micrométriques est fait suivant la méthodo-
logie de dépdt décrite a la section 2.1.1. Cependant, le film polymérique sur lequel
sera effectué le dépot est recouvert par un masque en Kapton®) dans lequel un mo-
tif micrométrique a été gravé par ablation laser. Le Kapton® a été choisi puisque
la décharge DBD est incompatible avec les matériaus conducteurs et car ce type de

polymeéres (polyimide) est reconnu pour étre relativement stable au plasma [125].
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TABLEAU 2.1 Comparaison des techniques de dépot de couches minces riches en

azote (PP:N et UV-P:N).

Technique Pression Source Gaz précurseurs | Commentaires
Décharge a 1 atm (100 10 kHz, 18 kV N2 et CHy, - Capacité de dépot
barriére kPa) C2Hy ou CoHy sur grandes surfaces -
diélectrique Economique (pas de
(DBD) systeme & vide) -
Sélectivité plus faible
Plasma a 80 Pa 13,56 MHz, RF NHj3 et CoHy - Bien documenté
basse -Possibilité de dépot
pression sur des objets 3D
-Meilleure sélectivité
Photochimie | 13.3 Pa Photons « Mono- NH; et CHy ou | - Nouveau (pas de
d’ultra-violet énergétiques » C.H, précédents)
lointain lampes : (a) KrL -Mécanismes de
(126.3nm) ou (b) réactions bien
XeL (147.0 nm) contrdlés — sélectivité
optimale

Les masques, une série de trous circulaires de diametres compris entre 30 et 100 pm

. positionnés a intervalles réguliers (entre 60 et 200 pm), ont étés fabriqués a 'aide

d’un laser excimeére couplé a un systéeme de positionnement précis sur des surfaces
d’aire variant entre 1 et 4 cm?. Une photo d’un masque en Kapton(®) est présentée
a la figure 2.2A alors que la figure 2.2B montre une photo, prise dans des conditions
identiques, du dépdt en motifs micrométriques. Le principal défi présenté par cette
procédure est d’assurer le contact intime entre le masque et le film polymérique sur
lequel est effectué le dépot en micromotifs. La procédure expérimentale détaillée

peut étre consultée a la section 3.1.2.1.

2.2 Stratégie de caractérisation des matériaux

Etant donné la nature physico-chimique complexe des polymeres plasma [60], qui
présentent un agencement aléatoire et fortement réticulé d’atomes, leur caractérisa-
tion est loin d’étre triviale, particulierement dans les cas ou il n’y a aucune rétention

de la structure des gaz précurseurs. Dans le cas des DBD avec mélanges Ny - C H,,
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FIGURE 2.2 Photomicrographies des masques et des dépots en motifs micromé-
triques. Masque en Kapton® comportant des trous de 30 ym a tout les 200 pym
(A). Surface de verre sur laquelle une couche de PP:N a été déposée a travers ce
masque (B). Les deux images sont & la méme échelle.

les fonctionnalités chimiques azotées sont toutes générées a partir d’azote molécu-
laire dont il est difficile de prévoir la cinétique de combinaison avec les autres especes
contenues dans la décharge. La caractérisation complete du matériau, essentielle
pour bien comprendre ses interactions avec le vivant, nécessite donc 'utilisation de
plusieurs techniques complémentaires qui, une fois mises en commun, permettent
de réaliser la quantification des groupements fonctionnels chimiques contenus dans
le matériau. La présente section se veut un survol de la stratégie et des techniques
de caractérisation utilisées pour résoudre la nature chimique des PP:N. Un recen-
sement quasi-exhaustif des groupements fonctionnels qui pourraient étre présents
dans les PP:N est présenté dans les tableaux 2.2, 2.3, 2.4 et 2.5. En principe, il
faudra considérer tous ces groupements fonctionnels lors de la caractérisation du
matériau. En plus des groupements fonctionnels azotées, nous avons inclus ici des
groupements contenant de I'azote et de 'oxygene, ainsi que de I'oxygéne seul. Bien
qu'une DBD effectuée dans des conditons contrdlées puisse produire des couches
hydrocarbures ne contenant que de I’azote comme hétéroatomes, son exposition a
Pair ambiant modifiera la chimie de surface. En effet, a la pression atmosphérique,
il ne faudra que quelques nanosecondes pour que tous les sites de la surfaces soient

visités par une molécule d’oxygene pouvant réagir, entre autres, avec des radicaux
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résiduels présents a la surface et ainsi former des groupements fonctionnels oxydés.

La chimie de surface qui sera caractérisée dans cette étude n’est donc pas exclu-

sivement le produit du dépot par plasma, mais est plutot le produit de ces deux

effets qui resteront indissociables. Tout ceci dit, on peut néanmoins assurer que [O]

aura une faible valeur par rapport a [N] et que, par conséquent, les fonctionnalités

azotée joueront le role dominant. Lors de cette étude, I'accent est mis sur I'ana-

lyse quantitative et semi-quantitative des groupements fonctionnels chimiques ainsi

produits, car ce sont eux qui déterminent les propriétés bioactives du matériau.

TABLEAU 2.2 Groupements fonctionnels azotés pouvant potentiellement étre pré-

sents dans les PP:N.

Nom Structure Commentaire
- H Groupement fonctionnel
Amine primaire /N\
R H bioactif
- H Moins actif que les amines
Amine secondaire /N N
R R primaires
R" Atome d’azote peu
re
Amine tertiaire /N\ . accessible due a
R R

Suite a la page suivante. . .

I’encombrement stérique



Nom Structure Commentaire
" Groupement fonctionnel
Amine Quaternaire | +.R" chargé positivement,
(ion amonium) Y (interaction
R R 7 .
électrostatiques)

RII

/7
N
Imines |
R R’
P
Azide RO Nt
~N
R
\
Azo N=N
\
R|

Nitrile R———N

Suite a la page suivante. . .

R’ et R” peuvent aussi étre

des atomes d’hydrogene

Groupement fonctionnel

instable

Groupement fonctionnel

important dans les PP:N

o6
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Nom Structure Commentaire

Groupement fonctionnel

Isonitrile ' — +E; -
R—=N important dans les PP:N

R

Pyridine N

N

TABLEAU 2.3 Groupements fonctionnels contenant de 1’azote et de 'oxygene, pou-

vant potentiellement paraitre en faibles concentrations dans les PP:N

Nom Structure Commentaire
0O Oxydation des amines,
Ammid )j\ R' hydratation des nitriles, R’
e R ITI/ et R” peuvent aussi étre
R" des atomes d’hydrogene

Suite a la page suivante. ..



Nom Structure Commentaire
0] 0] Peu probable en raison de
Imide R/U\N/U\R.. la faible quantité d’oxygene
I
R' dans les PP:N
N
Cyanate R O\C\\
~N
N
Isocyanate R N\\C\\
O
Un des produits
Nitroso R/ N\\O
d’oxydation des amines
(|) Un des produits
Nitro N+
N d’oxydation des amines
R™ ~O g
Peu probable en raison de
Nitrite R\O/ N\\O la faible quantité d’oxygene

Suite a la page suivante. . .

dans les PP:N
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Nom Structure Commentaire
) Peu probable en raison de
Nitrate R lll‘f la faible quantité d’oxygeéne
NAT IS
0" ~0 dans les PP:N

TABLEAU 2.4 Groupements fonctionnels contenant de 'oxygene, pouvant aussi po-

tentiellement paraltre en faibles concentrations dans les PP:N

Nom Structure Commentaire
@
Acide /lk Groupement bioactif
R OH
Alcool R/\OH
O Groupement fonctionnel
Aldéhyde /H\ instable - oxydation en
R H acide carboxylique

Suite a la page suivante. . .

N




Nom Structure Commentaire
O
Cétone /“\
R R’
O
Ester /U\
R OR'’
Ether R/ O ~ R'
R\ Groupement fonctionnel
Peroxy 0-0

instable

60
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TABLEAU 2.5 Groupements fonctionnels contenant seulement du carbone et de

I’hydrogene pouvant potentiellement étre présents dans les PP:N.

Nom Structure Commentaire
Alkyl R/Hn\ « Structure carbonée de base

R| Rl"
Alkenyl >:<

R R"

Alkynyl R———~R"

R
Phenyl

Détecté dans les PPA :N

Allene R————TR

(IR)

La technique XPS est a la base de la stratégie de caractérisation. Elle permet d’ob-

tenir les concentrations élémentaires & la surface sans toutefois livrer la concen-

tration d’hydrogene, indétectable par cette technique. La concentration d’azote du

matériau est la référence de base permettant la comparaison des PP:N les uns avec

les autres, car elle est simple & obtenir et la plus étudiée. De plus, il a été dé-

montré que les fonctions azotées pouvaient influencer certains processus cellulaires

[14-17, 49, 51]. La littérature actuelle sur les polymeres plasma ne présente pas de

caractérisation permettant d’obtenir la concentration d’hydrogene ni, conséquem-

ment, la formule chimique du matériau. Ce probléme a été résolu, pour la premiere
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fois, par I'utilisation de I'analyse élémentaire par combustion totale, technique qui

sera, détaillée a la section 2.2.2.2.

Les concentrations élémentaires a la surface sont un indicateur, somme toute rela-
tivement grossier, de la nature du matériau déposé. Il convient donc que d’autres
techniques soient utilisées pour obtenir de I'information spécifique aux groupements
chimiques en surface. La spectroscopie XPS & haute résolution est la technique la
plus répandue dans la littérature sur les polymeres plasma, car elle est simple et
généralement assez efficace. Elle permet normalement d’obtenir les concentrations
d’especes chimiques présentes a la surface du matériau. Cependant, les PP:N com-
portent une concentration d’azote tres élevée ainsi qu'une concentration d’oxygene
parfois non-négligeable, ce qui rend I’attribution spécifique des espéces impossible

sans apport d’informations qualitatives et quantitatives par d’autres techniques.

Nous devons done, pour la quantification des groupements fonctionnels, recourir
a d’autres techniques et astuces qui demeurent assez peu nombreuses dans la lit-
térature actuelle. Les techniques utilisées (XPS avec dérivation, NEXAFS, FTIR)
seront détaillées dans les sections 2.2.1 et 2.2.2. Briévement, les amines primaires,
espece d’intérét majeur et difficilement identifiable par les techniques spectrosco-
piques, sont identifiées par dérivation chimique sélective [27]. La quantification se
fait par le biais de la technique XPS. La spectroscopie infrarouge permet d’obte-
nir de l'information semi-quantitative sur les nitriles et isonitriles [126, 127] ainsi
que des informations qualitatives sur les amines, amides et imines. Aussi, certains
échantillons choisis sont caractérisés par Spectroscopie de la structure fine au-
tour des discontinuités d’absorption des rayons X (Near-edge X-ray absorption fine
structure, NEXAFS), technique de pointe nécessitant I'utilisation de la radiation
synchrotron. Cette technique est particulierement sensible aux espéces insaturées
comme les imines, les nitriles et les oléfines (voir section 2.2.1.2). L’utilisation de

matériaux standards aidera & ’analyse quantitative et semi-quantitative des grou-
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pements fonctionnels.

2.2.1 Caractérisation spécifique a la surface

Tres peu de techniques permettent de discriminer la derniére couche d’atomes,
qui contient une quantité infime de matiere et offre donc une signature tres faible
comparativement au reste du matériau en couche mince et du substrat. Il existe ce-
pendant plusieurs techniques qui offrent divers degrés de controle sur la profondeur

de sonde de I’échantillon. Le tableau 2.6 répertorie les principales.

La présente section présente la description des techniques de caractérisation qui
ont étés utilisées dans notre étude et qui sont spécifiques a la surface dans une
optique d’applications biomédicales. Les techniques d’infrarouge ont été reléguées
a la prochaine section puisque leur profondeur de sonde est souvent supérieure a

I’épaisseur d’une couche mince typique.

2.2.1.1 Spectroscopie des photoélectrons-X (XPS)

La spectroscopie des photoélectrons X (XPS), aussi connue sous I’acronyme ESCA
(Electron spectroscopy for chemical analysis, qui se traduit en francais par spectro-
scopie électronique pour I'analyse chimique) est une technique d’analyse chimique
spécifique a la surface. Cette technique treés versatile permet de faire ’analyse quan-
titative des éléments chimiques (& I'exception de I'hydrogene et de I’hélium) conte-
nus a la surface de pratiquement tous les matériaux compatibles avec des conditions
de vide poussé. Dans la plupart des cas, il est aussi possible d’obtenir de I'infor-
mation, parfois quantitative, spécifique aux liaisons chimiques dans le matériau
analysé. Depuis 'apparition d’analyseurs XPS disponibles commercialement, c’est-

a-dire depuis pres de 40 ans, la technique n’a cessé de connaitre des améliorations
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TABLEAU 2.6 Principales techniques de caractérisation de la surface des matériaux
et leur profondeur de sonde respective

Technique Profondeur de Information obtenue
sonde
XPS 1-10 nm Analyse élémentaire,
compositions élémentaires et
liaisons chimiques
NEXAFS 1-10 nm Analyse chimique,
groupements insaturés
Goniométrie par angle premiere Angle de contact, énergie de
de contact monocouche surface

ToF-SIMS
ATR-FTIR
FTIR photoacoustique
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Spectroscopie Raman
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Semblable & FTIR

Composition élémentaire

Propriétés optiques, ® et A

Vibrations, rotations
(complémentaire & FTIR)
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motivées par sa grande utilité. En fait, la technique XPS est maintenant la tech-
nique la plus utilisée en science des surfaces [128]. Cette section présente la théorie
et les considérations générales en XPS. Les conditions expérimentales spécifiques

peuvent étre consultées dans les articles aux sections 3.1.2.2, 3.2.2.2 et 4.2.4.

Les bases et 'instrumentation de ’XPS Plusieurs grands scientifiques, dont
Hertz, Rutherford, Bohr, Einstein, Auger et de Broglie ont, par leurs découvertes,
contribué a jeter les bases de ce qui est devenu la technique de caractérisation que
nous utilisons aujourd’hui. Ce n’est cependant que dans les années 40, a la suite de
développements dans la spectroscopie par rayons 8 a ’Université d’Uppsala, que
Kai Siegbahn a construit un appareil capable de mesurer ’énergie cinétique des
électrons. Vers la fin des années 60, apres plusieurs années de développement, il a
publié un livre qui décrit la technique telle qu’elle est utilisée aujourd’hui [129]. Des
instruments XPS commerciaux ont fait leur apparition vers 1969-70 mais ce n’est
qu’en 1972, avec I'arrivée des premiers systemes a ultra-vide, que le plein potentiel

de la technique pour I'analyse de surfaces a été réalisé.

La théorie de ’XPS est décrite en détails dans plusieurs ouvrages, dont ceux de D.
Briggs [130, 131]. Nous nous contenterons donc ici de décrire les principaux aspects
et particularités de la technique dans une perspective globale. La figure 2.3 sché-
matise les mécanismes d’émission des photoélectrons. Lorsqu’un photon d’énergie
E, = hv interagit avec un atome, un électron peut étre éjecté a la suite de 1'ab-
sorption de I'énergie du photon par cet électron. L’atome alors chargé positivement
subira ensuite un réarrangement pour combler l'orbitale de basse énergie laissée
vacante par le photoélectron. Cette transition, ou un électron d’'une couche supé-
rieure sera transféré vers une orbitale de plus basse énergie, sera accompagnée soit
de ’émission d’un photon, soit d’un électron Auger qui transportera I’énergie ainsi

libérée.
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FIGURE 2.3 Photoémission (XPS) et processus de relaxation subséquents (fluores-
cence X (XRF) et émission Auger (AES)) se produisant lors de 'expérience XPS
[130].

De ces trois mécanismes, c’est 1’émission des photoélectrons qui permet ’analyse
chimique en XPS. L’énergie cinétique d’un photoélectron, Ey, dépend de I'énergie
de liaison de I’électron dans ’atome, Ej, de I'énergie de la radiation incidente, hv,
et de la fonction de travail du spectrometre, ¢ telle que décrite par la relation 2.1
posée par Rutherford en 1914 (il avait cependant omis le terme de la fonction de

travail).

Ek:hl/—Eb——qs (21)

A la lecture de cette équation, il est aisé de comprendre que si on arrive & me-
surer 1’énergie cinétique d’un photoélectron émis a la suite de l'irradiation d’un
échantillon par une source de photons d’énergie connue, il sera possible de déduire
I’énergie de liaison de I’électron dans ’atome avant I’ionisation. Cette énergie étant
caractéristique de ’atome duquel il origine, il sera possible de déterminer sa na-
ture. De plus, I'intensité du signal photoélectronique est liée a la concentration de

I’élément chimique dont il provient par la relation suivante :
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Iij = KO'”TLZA” cos (22)

ou I;; est I'aire sous le pic d'une orbitale j d’'un élément 7, K est une constante liée
a I'appareil, 0;; est la section efficace de photoionisation de 'orbitale j de 1’élément
i, n; la concentration en surface de ’élément 7, A;; est le libre parcours moyen
inélastique des électrons de 'orbitale 7 de I’élément i et 8 est I’angle de collection
des électrons par 'analyseur. Lorsque l'on compare I;; pour plusieurs éléments
issus d’'une méme mesure, les valeurs de K et de 8 sont les mémes et n’ont donc pas
besoin d’étre considérées. Les valeurs de A;; varient avec la racine carrée de I'énergie
cinétique et sont aisément déterminées et les valeurs de o;; ont été déterminées
pour chaque élément [132, 133]. Ces valeurs sont généralement combinées dans le
facteur de sensibilité relative, F'SR;;, disponible pour chaque élément i (souvent
pour plusieurs orbitales du méme élément) et la quantité relative de deux éléments
a et b, n, et ny, a la surface peut étre déterminée a partir de I'intensité de leur pic

de photoélectrons par I’équation suivante :

E . {E FSR(,
Ny - Ib'FSRa

(2.3)

L’XPS permet donc, en plus d’identifier les éléments présents a la surface d’un
échantillon (a l'exception de I'hydrogeéne et de 1'hélium pour lesquels o;; est trop
faible ou non-existante, cas de H), de faire I’analyse quantitative relative des élé-

ments détectés.

La réalisation de 'expérience XPS nécessite un appareillage relativement complexe
dont les composantes essentieles sont présentés a la figure 2.4. Quelques aspects du

montage méritent d’étre détaillées :
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FIGURE 2.4 Schéma d’un instrument XPS [128].
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- Le systeme a vide : Les électrons ne peuvent évidemment pas traverser un gaz a
pression atmosphérique. L’instrument XPS doit donc étre pompé pour permettre
les analyses. Le vide des appareils XPS est cependant beaucoup plus poussé (~ 1072
Torr) que le vide requis pour permettre aux électrons de se déplacer (~ 107 Torr) :
L’utilisation d’équipement ultra-vide permet d’assurer l'intégrité de la surface a
analyser pendant la mesure. A une pression de ~ 10~% Torr, il faudra environ
45 minutes pour que tous les sites de la surface soient visités par une molécule
d’oxygene, alors qu’a ~ 1075 Torr il ne faudra qu’environ 30 secondes. Le systéme
a vide qui, dans des conditions idéales, peut atteindre une pression de ~ 107! Torr,

est constitué de divers types de pompes opérant toutes dans leur régime propre.

- La source de rayons X : Dans une source conventionelle, des électrons sont émis
par un filament chauffé et sont accélérés par une haute tension (10-15 kV) contre
une anode cible. Les collisions électroniques avec 'anode auront plusieurs effets,
dont un sera d’induire des transitions électroniques dans les atomes de la cible qui
conduiront a ’émission de photons de fluorescence X caractéristiques de 1’élément
constituant I'anode (voir Fig.2.3). Les radiations les plus utilisées pour générer
les photoélectrons (hv dans ’équation 2.1) sont les radiations Ko du magnésium
(1253.6 eV) et de I'aluminium (1486.6 ¢V). Ces raies d’émission de fluorescence
sont en fait une raie double dont les largeurs sont respectivement de 0.7 et 0.85 eV
pour le magnésium et aluminium. Les systemes modernes sont équipés de mono-
chromateurs qui permettent de réduire la largeur inhérente de la raie d’excitation

a 0.4 eV, mais tout en sacrifiant de l'intensité.

- L’analyseur d’énergie électronique : C’est la partie de I'instrument XPS qui per-
met de mesurer 1'énergie cinétique des photoélectrons émis par 1’échantillon (le Ej,
de ’équation 2.1). Les analyseurs d’énergie les plus communs consistent en deux hé-
mispheéres concentriques comportant des fentes d’entrée et de sortie. Une différence

de potentiel est appliquée entre les deux hémispheres, pour que seuls les photo-
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électrons ayant I’énergie désirée puissent rejoindre la fente de sortie sans entrer en

collision avec les parois de ’analyseur.

Le spectre XPS La figure 2.5 présente un spectre XPS typique, comportant les
caractéristiques spectrales les plus communes a ce type de spectroscopie. Pour une
lecture aisée des spectres, ’axe des abscisses est généralement donné en énergie
de liaison telle que calculée a partir de I’équation 2.2. I’axe des ordonnées, quant
a lui, possede des unités en « comptes » ou en « comptes/s » qui représentent le
nombre de photoélectrons comptés au détecteur. Cette mesure n’a aucune valeur
quantitative, mais sert plutot d’indicateur a I'expérimentateur car sa reproductibi-
lité indique le bon fonctionnement de 'appareil. Les structures spectrales observées
peuvent étre attribuées a trois phénomenes : la photoémission due aux niveaux de
coeur, la photoémission due a la bande de valence et 1’émission Auger. Dans tous
les cas, pour étre observés, ces phénomenes doivent impliquer des transitions dont
I’énergie est comprise entre quelques eV (section efficace suffisante pour des pho-
tons de 1kV) et un peu moins que I'énergie de la radiation incidente (1253.5 eV

pour Mg ou 1486.6 ¢V pour Al).

- Les niveauz de coeur : Sur la figure 2.5, les pics notés 1s, 2s et 2p correspondent
a I’émission de photoélectrons provenant de ces orbitales pour les éléments in-
diqués. Les pics ont un profil issu d’'une combinaison Gaussienne et Lorentzienne,
distributions attribuées respectivement a 1’électronique de détection et a I’effet pho-
toélectrique. C’est & partir de 'aire relative de ces pics qu’est effectuée I'analyse
quantitive relative en XPS. Il est & noter que les pics provenant d’orbitales diffé-
rentes d'un méme atome n’ont pas la méme hauteur (aire). Ceci est attribuable

aux différentes valeurs de sections efficaces des orbitales correspondantes.

- La bande de valence : Les électrons dans les bandes de valence, soit délocalisés, soit




7000 1 C 1s
6000 1
5000
7]
9 O 1s
E’ 4000 1 : Ct 2s
8
3000 T Cl 2p
0 KVV N1
B
2000 1 P 2s r
1000 "“‘W /P 2p
o .2 T T
1000 800 600 400 200 o

Energie de liaison [eV]

FIGURE 2.5 Spectre XPS du poly(phenoxyphosphazene) excité par une radiation
AlKa monochromatisée [134].

dans une orbitale de liaison, dont 1'énergie de liaison est de quelques eV (entre 0 et
20 eV), peuvent aussi engendrer des pics de photoélectrons. L’échelle sur la figure
2.5 ne permet pas de voir les électrons de la bande de valence puisque ceux-ci sont
de faible intensité. La spectroscopie des photoélectrons UV (UPS) généralement
effectuée sur le méme appareillage que ’XPS, mais avec une source différente,

permet d’étudier ces photoélectrons plus efficacement.

- Les é€lectrons Auger : Le pic O KVV sur la figure 2.5 correspond au pic d’électrons
Auger émis par I'oxygene. Les pics Auger présentent peu d’intérét en XPS et ils
peuvent souvent créer de la confusion avec les pics issus des photoélectrons. Ils
peuvent cependant aider a 'identification d’un élément et sont aisément différenciés
des pics de photoélectrons par la comparaison de deux spectres pris avec des sources
X différentes : les pics de photoélectrons seront toujours & la méme énergie de liaison

alors que 'energie des pics Auger varie avec 1’énergie des photons incidents.
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Rapport des concentrations élémentaires Quelques conventions existent pour
Iexpression des données XPS. Comme I’XPS est une technique d’analyse élémen-
taire relative, il n’est pas possible de rapporter les résultats en termes de concen-
trations absolues. Pour les matériaux organiques, plusieurs scientifiques rapportent
les concentrations élémentaires comme un rapport a la concentration de carbone
(ex. N/C ou O/C). Puisque la quantité de carbone est généralement beaucoup plus
grande que celle d’oxygene ou d’azote, elle est considérée comme une référence re-
lativement stable, un standard interne. Dans tous les cas, il est souhaitable que la
valeur rapportée corresponde a une réalité physique, soit I'importance relative des

différents éléments a la surface du matériau analysé.

Les PP:N peuvent étre déposés sur une large plage de concentration d’azote incor-
porée et la quantité d’azote maximale possible est tres élevée. Dans ce cas spécifique,
le rapport au carbone ne représente plus bien la réalité physique qui est I'impor-
tance relative des éléments a la surface. En effet, puisque la concentration d’azote
peut atteindre 40% en surface et qu'une partie significative du carbone de surface
a été remplacée par de I'azote, la quantité de carbone ne peut plus étre considérée
comme une valeur de référence. Les atomes de carbone, d’azote et d’oxygene ayant
des rayons covalents similiaires, il est pertinent de considérer tous les éléments
présents a la surface lors du calcul de 'importance relative de chacun. L’équation
suivante est celle que nous utilisons pour calculer 'importance relative a la surface
d’un élément E par rapport au total des éléments détectés a la surface : le carbone,

C, l'azote, N, et 'oxygene.

E

Nous croyons que cette maniere de calculer les concentrations relatives en XPS est

plus représentative de la distribution des éléments chimiques sur les sites de surface.
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FIGURE 2.6 Spectre du pic de photoélectron C 1s du poly(actetylacetoxyethyl me-
thacrylate). Les composantes réferent aux atomes de carbone numérotés dans la
formule de I'unité de répétition [130].

Le spectre XPS haute résolution Les énergies de liaison des électrons dans les
niveaux de coeur sont une des caractéristiques spécifiques des éléments. Cependant,
Penvironnement chimique d’un atome peut faire varier de maniere subtile ’énergie
de liaison des électrons dans les niveaux de coeur. Les électrons de valence ont un
effet d’écrantage électronique sur les électrons de coeur ; dans le cas ou les électrons
de valence mobiles sont délocalisés par un atome ou un groupement électronégatif
avoisinant, ils font varier le champ électrique au niveau des orbitales de coeur, ce qui
a pour conséquence de faire varier de quelques eV ou d’une fraction d’eV V'énergie

de liaison des électrons de coeur. Cet effet est appelé déplacement chimique, AEj.
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Il est possible de tirer avantage de ce phénomeéne en faisant 1’analyse d’un spectre
a haute résolution d’un pic de photoélectron de maniere a séparer les différents
sous-pics correspondants & un méme atome dans des environnements chimiques
différents. Le AFE, des différents sous-pics est caractéristique de ’environnement
chimique de ’atome et permet d’en faire I’analyse quantitative. La figure 2.6 est un
exemple d’une syntheése de courbes sur un pic de photoélectron issue de 'orbitale 1s
des atomes de carbone d’'un polymere organique. L’analyse quantitive relative des

especes carbonées ayant des environnements chimiques différents est ici possible.

La profondeur d’analyse La sensibilité & la surface de la technique XPS n’est
pas attribuable a la profondeur de pénétration de la radiation X d’excitation, qui
est de plusieurs micrometres, mais plutét a la capacité des photoélectrons produits
a s’extraire de la surface de ’échantillon pour étre détectés. Sur leur trajet d’ex-
traction, les électrons subissent des collisions inélastiques qui réduisent leur énergie
cinétique. Ils sont aussi influencés par les charges positives dans le matériau et
par le potentiel de surface. L’atténuation du photoélectron par les collisions inélas-
tiques obéit a la loi de Beer-Lambert. L’intensité d’un signal de photoélectron, I,

provenant d’une certaine profondeur, z, est donnée par la I’équation suivante :

I, = Ipexp (Z)? sin(e)) (2.5)
ou Iy est l'intensité des photoélectrons a la profondeur z, 8 I'angle existant entre
la normale a 1’échantillon et le détecteur et A le libre parcours moyen inélastique.
Cette derniere valeur correspond a la distance que peut parcourir un électron entre
deux collisions et dépend principalement de ’énergie cinétique du photoélectron et
de la nature du matériau traversé. Seah et Dench ont dérivé une équation empirique

pour le libre parcours moyen inélastique dans aluminium A4 [135] :
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1 3
Aar = <%> (AE;? + BE}®) (2.6)

ou p est la densité du matériau duquel s’échappent les photoélectrons. La profon-
deur de sonde est généralement assimilée a la profondeur de laquelle proviennent

95% des photoélectrons et correspond a environ 3\ & incidence normale (§ = 0).

Il est intéressant de noter que selon ’équation 2.5, il est possible de moduler la
profondeur de sonde de la technique en faisant varier 8. C’est le principe a la
base de I’XPS résolu en angle, ARXPS, que nous ne détaillerons pas ici, mais
qui est largement expliqué ailleurs [136-138]. Une autre maniere d’envisager une
modulation de la profondeur de sonde serait de faire varier A en changeant I’énergie
cinétique des photoélectrons. Cette technique nécessite un controle sur I’énergie de
la radiation X incidente, ce qui est impossible dans la plupart des laboratoires,
mais qui est rendue possible grace a la radiation synchrotron. Cette technique
prometteuse n’en est qu’a ces balbutiements, mais quelques publications sont déja

disponibles a ce sujet [139, 140].

Analyse XPS des polymeéres plasmas L’analyse des polymeres plasma com-
porte quelques particularités desquelles I'utilisateur doit. étre conscient pour s’as-
surer de la validité de ses mesures. Les polymeres plasma ayant, bien entendu, une
structure organique sont, comme tous les autres matériaux organiques, sensibles
a la photodégradation par les rayons X. Les photons énergétiques peuvent briser
les liens covalents entre les atomes et créer une dégradation chimique du matériau.
Cette dégradation étant proportionelle a 'intensité et a la dose de rayons X absor-
bés par le matériau, plusieurs précautions doivent étre prises pour s’assurer que ce
dernier conserve son intégrité durant la mesure. Par exemple, 'intensité du fais-

ceau de rayons X peut étre abaissée et la durée de la mesure doit absolument étre
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contrainte pour préserver l'intégrité du matériau. De plus, les polymeres plasma
sont généralement des isolants électriques, ce qui implique que les photoélectrons
éjectés ne sont pas localement remplacés et que le matériau devient électriquement
chargé. Cette charge cause un déplacement de tous les pics XPS et une correction
doit étre appliquée au spectre en utilisant un pic dont la position est connue comme
référence. On prend généralement, au début et a la fin d’une mesure XPS sur un
matériau organique, un spectre rapide du pic photoélectronique de 'orbitale 1s de
I’atome de carbone. En vérifiant la superposition parfaite des deux spectres, il est
possible de s’assurer que le matériau ne se soit pas dégradé durant la mesure et que

I’effet de charge demeure constant.

Comme il a déja été énoncé a la section 2.2, les PP:N sont des matériaux complexes
qui peuvent potentiellement contenir une multitude de groupements fonctionnels
différents. I’XPS & haute résolution ne permet pas de distinguer tous ces groupe-
ments fonctionnels aisément, car plusieurs ne sont pas répertoriés dans la littéra-
ture, ce qui rend la synthese de courbes sur les spectres haute résolution des PP:N
imprécises et peu fiable. Pour effectuer ’analyse des groupements fonctionnels chi-

miques, d’autres techniques devront donc étre employées.

2.2.1.1.1 Dérivation chimique pour la quantification des groupements
fonctionnels A la section précédente, il a été montré que la large distribution de
groupements fonctionnels dans les PP:N rend leur quantification par XPS haute ré-
solution pratiquement impossible. L'information chimique & la surface est pourtant
d’importance majeure pour la compréhension des propriétés bioactives des PP:N.
Une solution alternative pour 'analyse quantitative des groupements fonctionnels
a la surface est I'utilisation de marqueurs chimiques pouvant réagir sélectivement
avec des groupements fonctionnels spécifiques. Ces marqueurs chimiques sont choi-

sis selon deux criteres : ils doivent étre aisément quantifiables, c’est-a-dire contenir
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TABLEAU 2.7 Agents de dérivation chimique et les groupements fonctionnels qu’ils
quantifient.

Nom Groupement cible Incompatibilités Réf.
Trifluorométhyl Amines primaires Aucune [27, 45,
benzaldéhyde (TFBA) 49, 51]
Pentafluorobenzaldéhyde  Amines primaires Aucune [46]
(PFBA)

Chlorobenzaldéhyde Amines primaires Aucune [141]
Anhydride Alcools, amines Amines primaires [45, 141]
Trifluorcacétique (TFAA)  secondaires

Bleu de Toluidine O Acides carboxyliques Aucune [142]
2,2,2-trifluoroéthanol Acides carboxyliques Aucune [141]

un groupement chimique qui offre un signal distinct du matériau a analyser, et
ils doivent réagir sélectivement et compléetement avec le groupement fonctionnel a
quantifier, c¢’est-a-dire avec seulement un des groupements fonctionnels contenus
dans le matériau. Cette derniere condition n’est jamais absolue et doit étre véri-
fiée pour chaque matériau analysé. Le tableau 2.7 recense les principaux agents de

dérivation chimique répertoriés dans la littérature.

Nous ne détaillerons que le procédé impliquant le trifluorométhylbenzaldéhyde
(TFBA) puisque c’est le seul agent que nous ayons utilisé pour la présente re-
cherche. Nous I’avons choisi car il a un point d’ébulition plus faible que le PFBA
et qu’il offre une plus grande sensibilité que le chlorobenzaldéhyde (3 fluors au lieu
d’un seul chlore). La plupart des autres agents de dérivation fonctionnent sur un
principe analogue. Le TFBA contient un groupement chimique aldéhyde (voir ta-
bleau 2.4) qui a la capacité de réagir sélectivement et rapidement avec les amines
primaires (en discriminant les amines secondaires et les autres groupements fonc-

tionnels) pour former un groupement imine (voir tableau 2.2). Le TFBA est une
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petite molécule avec une tension de vapeur élevée a pression atmosphérique, ce
qui permet de conduire la réaction a 'interface gaz-solide plutot que liquide-solide.
Les réactions en phase vapeur sont préférables a celles impliquant des liquides, qui
pourraient modifier la surface dérivée. Finalement, la molécule de TFBA contient
du fluor, élément non présent dans les PP:N et facilement détectable et quantifiable
par XPS. Trois atomes de fluor détectés correspondront donc & une amine primaire

a la surface.

Bien que les sections 3.1.2.2, 3.2.2.2.1 et 4.2.4 présentent les conditions expérimen-
tales, il est pertinent de détailler ici les subtilités des calculs effectués pour obtenir
les quantités d’amines primaires. La dérivation chimique altere la surface du maté-
riau analysé en changeant les rapports des éléments chimiques a la surface. En plus
d’ajouter trois atomes de fluor, le TFBA ajoute huit atomes de carbone et deux
atomes d’oxygene par molécule greffée, ce qui a pour conséquence de diminuer 1'im-
portance relative de ’azote par rapport aux autres éléments dans le spectre apres
dérivation. Il y a plusieurs maniéres de traiter ce probleme [143], mais nous ne

détaillerons ici que celle utilisée pour la présente recherche.

La détermination de la quantité d’amines primaires en surface est faite a partir de
deux spectres XPS : d’abord, celui de ’échantillon avant dérivation, d’olt on tire
les concentrations relatives a la surface, calculées selon l’équation 2.4, du carbone,
[C]na, de Pazote, [N],q, et de Poxygene, [O],q; ensuite, le spectre apres dérivation
qui livre la méme information sur le carbone, [Clq, I'azote, [N]4, Poxygene, [Olq
et le fluor [F]s'. Dans le spectre XPS aprés dérivation, les concentrations relatives
du carbone et de 'oxygeéne sont altérées par ’agent de dérivation. Par contre, la
quantité d’azote et sa distribution en groupements fonctionnels restent inchangées.

Etant certain que pour chaque trois atomes de fluor détectés a la surface, I’atome

L« nd » = non-dérivé; « d » = dérivé
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d’azote dans ’amine primaire correspondant est aussi détecté, il est possible de cal-
culer la sélectivité pour les amines primaires rapportée en pourcentage, [NH;]/[N],

a partir de ’équation suivante :

U\[[NH]?] = 3%1 x 100% (2.7)

Le pourcentage de I'azote total correspondant aux amines primaires étant connu,
nous pouvons calculer la quantité totale d’amines primaires en pourcentage des
atomes & la surface, [NH], ou en rapport au carbone total [NHs]/[C] par les équa-

tions suivantes :

[N Hy)

[NH,] = ™

X [N]ng x 100% (2.8)

[NH,]  [NH,] y [N1a y .
] - W <ol <t 29)

Bien que le rapport [NHg]/[C] soit le plus utilisé dans la littérature, nous avons
préféré, pour cette recherche, la quantification sous la forme [NHs), pour les raisons

énoncées a la sous-section « Rapport des concentrations élémentaires » de la section

2.2.1.1.

2.2.1.2 Spectroscopie de la structure fine autour des discontinuités

d’absorption des rayons X (NEXAFS)

La spectroscopie de la structure fine autour des discontinuités d’absorption des

rayons X (NEXAFS) est une spectroscopie d’absorption (bien qu’elle soit souvent




e

80

mesurée indirectement, tel qu’expliqué plus loin) comme le sont les spectrosco-
pies infrarouge (IR ), ultraviolet-visible (UV-VIS) et par résonance magnétique nu-
cléaire (RMN), ou l'on mesure ’absorption d’un rayonnement incident en fonction
de sa longueur d’onde. Cependant, contrairement aux spectroscopies IR, UV-VIS
et RMN, ou la source du rayonnement incident est simple et relativement peu
cotteuse (céramiques émettant dans I'IR, filaments incandescents ou émetteurs
radio fréquentiels), les rayons X émis sur une large bande de longueur d’onde utili-
sée en NEXAFS sont extraits des radiations émises par un synchrotron [144]. Les
structures d’absorption étudiées en NEXAFS découlent des orbitales moléculaires
antiliantes présentes dans le matériau et sont particulierement intenses dans le cas
des orbitales antiliantes 7, désignées ci-apres par 7*. Cette technique permet donc
d’obtenir de l'information sur les groupements fonctionnels insaturés (contenant

des liens doubles, triples) [144-147|.

Structures du spectre d’absorption des rayons X Les spectres d’absorp-
tion des rayons X comportent des discontinuités (structures primaires du spectre)
lorsque 1'énergie des photons incidents, hv, correspond a 'énergie de liaison d’un
électron dans une orbitale de coeur, Ej,, d’un élément présent dans le matériau ana-
lysé. A hy > By les photons X traversant le matériau générent des photoélectrons et
une absorption (conséquence de ’augmentation de la section efficace d’absorption
qui est directement liée au coefficient d’absorption) plus élevée est mesurée. Cepen-
dant, & des énergies juste en dessous de Ej I’absorption des photons X peut aussi
avoir lieu, mais plutot que d’étre libéré de ’atome comme photoélectron, 1’électron
du niveau de coeur sera promu dans 'orbitale antiliante libre de plus basse énergie
(LUMO) (voir figure 2.7). Les LUMOs des composés insaturés sont des états liés
dont l'énergie est plus faible que celle du vide, E,;q4 ; leurs structures spectrales
correspondantes, des pics étroits situés a une énergie plus faible que E}, sont nom-

més résonances 7*. La position de ces pics dans la structure fine est caractéristique
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NEXAFS

Ey

o - -

Absorption

FIGURE 2.7 Représentation schématique de ’absorption X présentant les méca-
nismes de génération du spectre NEXAFS [148].

des groupements fonctionnels comportant les orbitales 7 et leur intensité a leur

concentration dans le matériau.

Les transitions des électrons du niveau de coeur vers les orbitales o antiliantes,
situées a un niveau énergique plus élevé que F, 4., sont aussi possibles et donneront
lieu a des pics larges a des énergies supérieures a Ej. Leur analyse est cependant
plus incertaine pour le type de matériau impliqué dans cette recherche et ils ne

seront donc pas étudiés en détail.

La relaxation des trous créés par les photoélectrons et les électrons promus aux
orbitales LUMO se fera par les mécanismes décrits dans la figure 2.3. Le processus
de relaxation favorisé est la génération d’électrons Auger lors du remplissage de
I'orbitale de coeur libre par un électron de la bande de valence (qui pourra étre
le méme électron que celui initialement promu lors du processus d’absorption). La

quantité d’électrons Auger émise durant ce processus est directement proportio-
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nelle a la section efficace d’absorption des rayons X associés. Ce dernier point est
important car il souligne qu’il est possible de substituer la mesure de ’absorption
des rayons X par le compte des électrons Auger (et autres processus électroniques

secondaires subséquents) pour I'obtention du spectre NEXAFS.

L’expérience NEXAFS 1ly a plusieurs modes d’expérimentation possibles pour
la spectroscopie d’absorption des rayons X. En mode direct, le flux de photons
transmis a travers un échantillon est mesuré et comparé au flux initial. Cependant,
cette méthode est restreinte aux échantillons ayant des densités optiques en dessous
de la limite d’absorption totale, ¢’est-a-dire des films polymériques peu épais (<250

pm).

11 est aussi possible d’utiliser les mécanismes de relaxation suivant 1’absorption X
pour obtenir un spectre NEXAFS. La fluorescence X est a la base des expériences
de rendement de fluorescence (FY) ou les photons fluorescents émanant de la sur- |
face sont mesurés en fonction de hv. L’émission d’électrons Auger et la cascade
de processus électroniques secondaires subséquents pourront aussi étre utilisées
pour reconstruire le spectre d’absorption X, tel que décrit a la section précédente.
En fonction de I'expérience et de ses objectifs spécifiques, on choisira de détecter
tous les électrons provenant de la surface (rendement électronique total, TEY) ou
seulement ceux ayant une énergie supérieure & un certain seuil (rendement élec-
tronique partiel, PEY). En XPS, les électrons libérés de la surface proviendront
d’une profondeur maximale dépendant de leur libre parcours moyen inélastique (A,
voir équation 2.6), ce qui signifie que les modes de détection électronique de la

spectroscopie NEXAFS sont, eux aussi, sensibles & la surface du matériau analysé.

Dans toutes les expériences rapportées ici, le mode TEY a été utilisé. Les électrons

libérés de la surface ont été détectés sans mécanisme de discrimination par un
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FIGURE 2.8 Montage expérimental pour le NEXAFS et sa ligne de faisceau. Syn-
chrotron BESSY II & Berlin, Allemagne.

détecteur & plaques « channeltron ». Les expériences ont été réalisées sur la ligne de
faisceaux HE-SGM du synchrotron BESSY II. Une photo du montage expérimental
est présentée & la figure 2.8. Les conditions expérimentales détaillées peuvent étre

consultées & la section 3.2.2.2.2.

2.2.1.3 Goniométrie d’angle de contact (CAG)

L’angle de contact qui s’établit entre une surface solide microscopiquement lisse et
un liquide dépend directement de la nature chimique et physique des deux surfaces
formant l'interface. Pour le solide, seule la premi¢re monocouche présentée au li-
quide importe pour la formation de 1'équilibre de contact. L’angle de contact est
donc extrémement sensible aux changements de surface du matériau. La technique

décrite dans la présente section est donc pertinente dans une optique d’applications
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biotechnologiques ot seule la nature de la premiére monocouche de la surface est
réellement significative. Bien que cette technique soit la plus sensible a la surface
de toutes celles employées dans cette étude, les informations obtenues sont peu
spécifiques a la nature chimique de la surface, ce qui lui confere un impact somme

toute limité.

Le goniometre d’angle de contact permet de mesurer 1'angle de contact, @, entre
une goutte de liquide et une surface solide. Cette valeur, qui est une mesure de
I’étalement d’une goutte de liquide sur une surface, ou de sa mouillabilité, dépend
des énergies de surface du liquide, 7, du solide v, et de ’énergie d’interface, Vol

entre le liquide et le solide, tel que décrit par I’équation de Young [149] :

Ysv — Vst = VYiv COS 0. (210)

Cette équation trouve cependant peu d’utilité pratique puisque seuls 7, et # peuvent
étre directement déterminés expérimentalement. Il n’est donc pas possible d’utiliser
directement cette équation pour obtenir 7. Etant donné I'importance de ~,, dans
certains domaines, plusieurs théories ont été développées pour permettre un calcul
approximatif de celle-ci. Puisque plusieurs approches sont répertoriées dans la lit-
térature et qu’aucune ne fait consensus, nous ne présenterons ici que celle utilisée
pour déterminer I'énergie de surface des PP:N. La méthode que nous décrivons a
été proposée en 1969 par Owens et Wendt [150] et raffinée plus tard par Kaelble
[151, 152]. Elle est basée sur deux hypotheses : la premiere, proposée par Fowkes
[153] présente I'énergie de surface v comme étant la somme de deux composantes
indépendantes et additives, chacune étant la conséquence d’un type de force inter-
moléculaire. En se basant sur cette hypothese, Owens et Wendt ont séparé 1’énergie

de surface en deux composantes : ¢, représentant les forces dispersives de London
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et vP rassemblant les autres types d’interactions, toutes considérés comme polaires
(dipole-dipole, liaisons hydrogenes, etc.). Ce principe est résumé dans 1’équation

suivante :

v =7t +P. (2.11)
La deuxieme hypothese adoptée par Owens et Wendt est basée sur la « moyenne
géométrique » telle que proposée par Girifalco et Good [154, 155]. Selon eux, Iéner-

gie d’interface 4, peut étre exprimée comme la moyenne géométrique des énergies

de surface des deux phases composant l'interface selon la relation suivante :

Vst = Vs + V1 — 2¢(787l)1/2' (2'12)

ol 7y, est 'énergie de surface du solide, v; celle du liquide et ¢ est un parametre
d’interaction qui est pres de 1 pour les énergies de surface faibles. A partir de cette
derniere équation, Owens et Wendt ont dérivé une expression pour g dépendant

des composantes polaires et dispersives de I'énergie de surface :

Yot = Ys + 7 — 272 — 2(PAP) 2, (2.13)

En incorporant cette équation dans celle de Young (Eq 2.10) on obtient :

(14 cos 8) = 2(y3y) /2 + 2(yPAP) 2. (2.14)

qui peut étre réorganisée sous la forme suivante :
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TABLEAU 2.8 Tensions de surface totales (vy,), dispersives (7)) et polaires (v7)
utilisées pour déterminer 1’énergie de surface des PP:N [151].

Liquide v (mN/m) A (mN/m) ~F (mN/m)
Eau 72,8 21,8 51
Ethylene glycole 48 3 29,3 19
Formamide 58,3 32,3 25
Phosphate de tricrésyl 40,9 39,2 1,7
V(1 + cos ) dy1/2 1/2 <7{))1/2
g = () T+ (O — . 2.15

Si, & partir d’une série de liquides pour lesquels 7¢ et 77 sont bien connus, 'angle
de contact 8 est mesuré sur une surface solide pour laquelle ~, est désirée; il est
possible de déterminer cette valeur selon ’équation 2.15. En effet, le graphique de
(1 4 cosf) /2(7)1/? en fonction de (77 /4#)1/? résulte en une droite dont la pente

sera égale & (v2)1/2 et 'ordonnée & 1'origine (v%)/2.

La méthode décrite par Owens, Wendt et Kaelble présentée ci-haut peut donc étre
utilisée pour déterminer les valeurs de v%, 47 et 7s en mesurant I'angle de contact
pour une série de liquides aux énergies de surface bien connues. Le tableau 2.8
présente une série de liquides aisément purifiables et dont ’énergie de surface ainsi

que les composantes polaires et dispersives sont bien connues [151].

Pour les mesures d’énergie de surface rapportées a la section 3.1, les mesures d’angle
de contact ont été effectuées avec un instrument VCA Optima™ (AST Products,
Inc.), qui comprend une seringue et un microscope contrdlés par ordinateur. La
seringue est utilisée pour délivrer des gouttelettes de volume constant (0.3 ul) alors

que la caméra prend des photos des gouttelettes afin de permettre la mesure de
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I’angle de contact avec la surface. Les photos sont prises rapidement a un temps
constant apres le dépdt de la goutte pour éviter son évaporation. Pour cette étude,
nous avons utilisé les liquides suivants afin de déterminer 1’énergie de surface : eau,
formamide, éthylene glycol et phosphate de tricrésyl. I’angle de contact de chaque
liquide a été mesuré quatre fois sur chaque surface analysée et 'incertitude résul-
tante sur ;s a été évaluée a = 1 mN/m. Les valeurs d’angle de contact obtenus pour
le BOPP et le LDPE sont reproductibles a I'intérieur de + 2° et sont comparables

a celles obtenues par d’autres auteurs [81].

2.2.1.4 Microscopie a force atomique (AFM)

La microscopie & force atomique, AFM est une technique qui permet d’obtenir
la topographie d’une surface & une échelle micro ou nanométrique. Faisant partie
des microscopies-sonde a balayage, 'AFM est probablement la plus versatile et la
plus utilisée de cette catégorie de techniques d’imagerie de surfaces. Les images
de nos surfaces a ’échelle micro et nanométrique sont essentielles a notre étude :
elles nous permettent de nous assurer que la rugosité de surface reste limitée a une
faible valeur (~ 10 nm). Ceci, & son tour, est important puisque la morphologie
d’une surface de chimie « constante » peut influencer son comportement vis-a-vis
les cellules vivantes [156-159]. En effet, puisque notre étude vise & élucider les
mécanismes d’interactions entre la chimie de surface et des cellules qui y adherent,
nous devons nous assurer que la rugosité de surface soit suffisament faible pour
qu’elle n’ait pas d’'influence sur les processus cellulaires. L’image topographique
de la surface permet aussi de vérifier la qualité des dépots (d’éviter la formation
de particules). Nous nous contenterons ici de décrire qualitativement la technique
AFM ; une description plus détaillée peut étre consultée dans quelques ouvrages

qui traitent de ce sujet [160, 161].
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Détectens et
électronique de
rétroaction

FIGURE 2.9 Schéma simplifié d’un instrument AFM.

La figure 2.9 présente le schéma d’un montage AFM typique. L’imagerie est effec-
tuée en balayant la surface avec une sonde et en mesurant indirectement les forces
d’interactions attractives et répulsives entre cette sonde et les atomes constituant
la surface. La sonde est constituée d’une fine pointe a faible rayon de courbure (~
10 nm) située a l'extrémité d’un microlevier, ce dernier ayant une longueur com-
prise entre 100 et 200 pym. La sonde est balayée sur la surface en utilisant deux
céramiques piézoélectriques qui déplacent 1’échantillon sous la pointe. Lorsque la
pointe est déplacée de la surface et qu’elle rencontre une aspérité ou un trou, elle
est défléchie par les forces intermoléculaires. La déflection est suivie par un laser
qui est réfléchi sur la surface du microlevier vers la jonction de deux photodiodes.
L’intensité lumineuse mesurée par chaque diode est un indicateur de la position
du microlevier. Lorsque le microlevier est défléchi, une électronique de rétroaction
rapide active un troisieme piezoélectrique qui permet de varier la position du mi-

crolevier selon l'axe z et ainsi de rétablir sa position d’équilibre. La mesure de




89

la position z d’équilibre du microlevier pour chaque couple x,y génere une image

tridimentionelle de la surface.

Les expériences rapportées dans cette étude ont été effectuées a 1’aide d’un micro-
scope AFM MultiMode de Digital Instruments en mode contact en utilisant des

pointes en nitrure de silicium.

2.2.2 Autres caractérisations des matériaux

A la section précédente (2.2.1), nous avons présenté les techniques de caractérisa-
tion qui offrent, a divers degrés, la possibilité de discriminer la surface du reste de
matériau massif. Puisque nous visons des applications ou la chimie de surface a
une grande importance, ce sont les techniques qui sont utilisées préférentiellement.
I1 existe cependant un nombre limité de ces techniques et elles ne peuvent fournir
a elles seules une caractérisation complete du matériau. Contrairement aux tech-
niques de modification de surface ou seuls les premiers nanometres de la surface
sont altérés, les dépots de couches minces laissent plus de latitude pour 1'utilisation
de techniques de caractérisation non-spécifiques a la surface. En effet, la technique
de dépots avec passes multiples utilisée au cours cette étude permet de supposer
une bonne uniformité du dépot dans la couche et une similitude certaine entre la
surface et le reste du matériau massif. Toutes les techniques présentées dans cette
section ont été appliquées sur des flocons de PP:N prélevés a 'aide d’une lame de

rasoir & partir de dépots faits sur de grandes surfaces (700 cm?).

2.2.2.1 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge (IR) est utilisée dans plusieurs domaines pour élucider

la nature chimique de composés, principalement organiques. Le spectre infrarouge
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correspond généralement & une mesure de 'absorbance (ou de la transmittance)
d’une substance, liquide, solide ou gazeuse, sur une plage de fréquences infrarouges,
généralement exprimée en nombre d’ondes comprise entre 500 et 4000 cm™!, corres-
pondant a l'infrarouge moyen. L’énergie des photons dans cette plage de fréquence
correspond & celle des transitions entre deux niveaux vibrationnels (et aussi, si cela
est possible, rotationnels) des molécules organiques. L’excitation d’un mode de vi-
bration dans une molécule organique se fait généralement de maniere localisée, par
groupements de quelques atomes, vibrant ainsi & une fréquence dépendant de la
nature des atomes constituant le groupement, indépendamment du reste de la mo-
lécule. Il est important de noter qu’une transition vibrationelle par absorption de
photon infrarouge sera possible si (et seulement si) elle est accompagnée d'une va-
riation du moment dipolaire dans la molécule. La position des bandes d’absorption
dans le spectre infrarouge peut donc indiquer la présence d’'un groupe d’atomes
dans un arrangement spécifique dans le composé soumis a 'analyse. Ces grou-
pements d’atomes peuvent étre associés aux groupements fonctionnels chimiques
qu’ils constituent en partie ou en totalité et ainsi en permettre 1’analyse quali-
tative et méme quantitative si certaines conditions sont respectées. De maniere
concrete, un spectre infrarouge est généralement caractérisé par la position et I'in-
tensité des bandes qui le constituent. Ces données pourront étre comparées a celles
contenues dans des tables répertoriant la position des bandes infrarouges corres-
pondant aux groupements fonctionnels chimiques principaux. Ces tables sont le
produit d’analyses théoriques et expérimentales. Le tableau 2.9 présente la posi-
tion des bandes IR correspondant aux principaux groupements fonctionnels azotés
constituant potentiellement les PP:N. Puisque la spectroscopie IR n’est pas tres
sensible aux fonctionnalités présentes en petites quantités, seuls les groupements
azotés sont présentés ici. Bien que la spectroscopie infrarouge soit assez peu utilisée
pour 'analyse quantitative, il est possible d’utiliser cette technique pour quantifier

les groupements fonctionnels dans un composé, le coefficient d’absorption des grou-
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TABLEAU 2.9 Positions des bandes IR correspondant aux groupements fonctionnels

azotés constituant potentiellement les PP:N [163].

91

Position et Intensité*

Groupement fonctionnel

Assignation et remarques

3520-3320(mn-f)

2990-2850(m-f)

2850-2700(m)
2260-2200(m-f)
2185-2115(f)
1650-1580(m-f)

1475-1440(tf)

-NH; dans les amines pri-
maires - aromatique et
dans les amides

-CH; et -CH, dans les
composés aliphatiques
-CH; attaché 4 O ou N
-C=N dans les nitriles
-N=C dans les isonitriles
-NH, dans les amines pri-
maires

-CHj, -CH, dans les com-
posés aliphatiques

Etirement NH

Etirement CH symétrique
et antisymétrique
Etirement CH

Etirement C=N
Etirement N=C
Déformation NH,

Vibration ciseau CH,, dé-
formation antisymétrique

CH;,

*tf=tres forte, f=forte, m=moyenne

pements fonctionnels étant le méme dans des environnements chimiques similaires

1 est

[162]. 11 est intéressant de noter que le spectre infrarouge entre 500 et 4000 cm™
généralement unique & un composé particulier et que cette technique peut servir

de technique d’identification sans équivoque des substances pures.

Le schéma d’un spectrometre infrarouge 4 transformée de Fourier (FTIR) typique
est présenté a la figure 2.10. La source de rayonnement IR est généralement consti-
tuée d’'une céramique chauffée a4 haute température pour maximiser son émission
IR (émission du corps noir). On controle le rayonnement émanant de cette source
pour qu’il soit paralléle et dirigé vers un interférometre de Michelson constitué d’un
miroir semi-réfléchissant (SR), d’un miroir fixe, M1 et d’un miroir mobile M2. Le
miroir semi-réfléchissant, comme toute 'optique IR, est constitué d’un matériau

approprié n’absorbant pas le rayonnement IR (c’est-a-dire le bromure de potas-



Y

92

sium), et est recouvert de maniere a réfléchir 50% de la radiation incidente. La
radiation originant de la source est donc séparée en deux, une moitié allant vers le
miroir M1 et 'autre vers M2. Les deux miroirs réfléchissent la radiation, qui sera
ensuite recombinée au miroir semi-réfléchissant. Il pourra alors y avoir interférence
des deux ondes recombinées avant qu’elles ne soient redirigées au travers de I’échan-
tillon et détectées. Le miroir M2 est mécanisé et fait un mouvement de va-et-vient
par rapport a SR, ce qui crée un patron d’interférence variant temporellement. Ce
patron d’interférence (c¢’est-a-dire 'intensité du signal en fonction de la position du
miroir M2), aussi appelé interférogramme, correspond a la transformée de Fourier
du spectre IR. Cette maniere d’acquérir le spectre IR, bien que théoriquement un
peu plus complexe, est beaucoup plus précise, rapide et efficace que 'utilisation
d’un spectrometre a4 monochromateur permettant de balayer les longueurs d’onde.
L’acquisition d’un spectre infrarouge est toujours précédée de la prise d’un spectre
de la ligne de base qui servira de référence pour mesurer I’absorbance IR. Le spectre
de la ligne de base est nécessaire pour corriger la variation d’intensité de la source
et lefficacité du miroir semi-réfléchissant, qui varient en fonction de la longueur
d’onde. Aussi, ’air ambiant contient certains gaz, comme la vapeur d’eau et le di-
oxyde de carbone, qui ont des bandes d’absorption IR. La prise d’un spectre de la

ligne de base permet de minimiser leurs contributions.

La spectroscopie IR est généralement effectuée en transmission a travers un échan-
tillon mince. Pour que la mesure soit possible, il faut que I'absorbance totale de
I’échantillon ne dépasse pas une certaine limite (idéalement, plus de 1% de lumiere
transmise) afin qu'il soit possible de détecter adéquatement les différentes bandes, ce
qui limite généralement 1’épaisseur des échantillons a analyser a quelques dizaines,
voire & une ou deux centaines de pum. Nous détaillerons, dans les sous-sections ci-
dessous, deux techniques utilisées en transmission pour mesurer I’absorbance IR

des PP:N, soit en dispersion dans un solide (KBr) et en solution dans un liquide.
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FIGURE 2.10 Schéma simplifi¢ d’un spectrometre IR & transformée de Fourier [164].

Nous détaillererons aussi une autre technique IR fréquemment utilisée en sciences
des surfaces : la spectroscopie par réflexion totale atténuée. La spectroscopie IR
est généralement utilisée de maniére qualitative, mais il a été possible de déve-
lopper des conditions expérimentales propices a I'analyse quantitative de certains

groupements fonctionnels contenus dans les PP:N.

Spectroscopie infrarouge a réflexion totale atténuée (ATR-FTIR)

La spectroscopie IR par réflexion totale atténuée, ATR, est, avec la technique de
photoacoustique, I'une des techniques IR qui offre une bonne sensibilité a la contri-
bution de la surface. La profondeur de sonde, environ 1 ym dans les meilleures
conditions, est cependant beaucoup plus grande que 1’épaisseur des couches dépo-
sées dans cette étude (autour de 100 nm). C’est pour cette raison que nous ne

considérons pas la technique IR comme étant sensible & la surface des PP:N. Un
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FIGURE 2.11 Réflections totales internes du faisceau en spectroscopie ATR-FTIR.

schéma représentant le montage spécifique & la spectrocopie ATR est présenté a
la figure 2.11. L’expérience ATR est effectuée dans le spectromeétre IR dans une
configuration standard en mode transmission. Cependant, un cristal d'un matériau
transparent & I'IR, par exemple le germanium, est placé dans le parcours optique
du faisceau infrarouge. Le faisceau est dirigé dans le cristal, par I'utilisation d’une
série de miroirs, & un angle tel que le faisceau subira des réflexions totales internes a
répétition jusqu’a ce qu’il ait complétement traversé le cristal. Bien que la réflexion
soit totale, une partie de la radiation incidente, appelée onde évanescente, se pro-
page de lautre coté de l'interface de réflexion. Si un matériau absorbant I'IR se
trouve dans le chemin de 'onde évanescente, il pourra 1’absorber et ainsi atténuer
le faisceau IR incident de maniére similaire au cas ou la radiation IR aurait traversé
un échantillon d’une épaisseur équivalente au parcours de ’onde évanescente dans le
matériau. Il est important de noter que la décroissance en amplitude de ’onde éva-
nescente normale & la surface du cristal est exponentielle et dépend de la longueur
d’onde de la radiation. Ainsi, le spectre sera plus sensible & la couche située pres de
la surface qu’a la matiere située plus en profondeur. De plus, la sensibilité a la sur-
face dépendra de la longueur d’onde. Donc, la technique ATR permet de prendre
le spectre IR d’un échantillon placé en contact intime avec le cristal, avec une
sensibilité accrue & la surface. Cette technique est donc utilisée préférentiellement

pour étudier les modifications de surface et les dépots de couches minces puisqu’il
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est généralement impossible de les étudier en mode transmission. Les mesure IR
rapportées a la section 3.1 (Particle 1) ont étés effectuées avec un spectrometre
IR Bio-Rad FTS-3000 Excalibur Series équipé d’un détecteur DTGS. Nous avons
utilisé un cristal de germanium trapezoide modele « Single Pass Trapezoid Plate »
obtenu de Harrick Scientific Corporation d’Ossining, NY. La force du contact entre

I’échantillon et le cristal a été controlée a I’aide d’une clé dynamométrique.

Analyse quantitative en Spectroscopie FTIR

La bande d’absorption correspondant aux nitriles et aux isonitriles autour de 2200
cm~! se préte, a priori, bien pour I’analyse quantitative de ces deux groupements
fonctionnels. Cependant, puisque la spectroscopie IR implique généralement des
coefficients d’absorption élevés et puisque qu’il existe peu de matériaux liquides
ou solides n’absorbant pas dans I'IR, il est généralement difficile de trouver des
conditions propices pour I'analyse quantitative. Comme c’est généralement le cas
dans les techniques spectroscopiques, 'analyse quantitative passe généralement par
I’application de la loi de Beer-Lambert sur une mesure de 'absorbance IR a une

certaine longueur d’onde, A :

A=c¢lc (2.16)

ou ¢ est le coefficient d’absorption molaire, [ le parcours optique a travers 1’échan-
tillon et ¢ la concentration de ’analyte. Le principal obstacle a 'analyse quanti-
tative provient de la difficulté & obtenir une mesure précise de 1. 1l existe quatre
manieres de prendre un spectre en transmission d’un matériau solide en IR : (i)
en utilisant directement le matériau en film mince, (i) en déposant le matériau

sur un support transparent & I'IR, (iii) en dispersant le matériau dans un solide
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transparent & 'IR (compressé en pastilles translucides) ou (iv) en solution dans un
liquide (idéalement transparent a I'IR). Etant donné I’absorption élevée en IR, la
prise du spectre directement & travers I’échantillon nécessite 'utilisation d’un film
mince (généralement quelques dizaines de micrometres), ce qui rend une mesure
précise de [ difficile et souvent peu fiable. Le dépot sur un substrat transparent a
I'IR peut s’avérer un défi complexe puisque trés peu de matériaux sont accessibles :
ils sont coliteux et leur géométrie ne se plie pas facilement aux contraintes imposées
par le systeme de dépot & pression atmosphérique (espace interélectrodes de 1 mm).
De plus, une mesure précise de I’épaisseur du dépdt peut souvent étre difficile, tel
que déja mentionné ci-haut. Les deux derniers cas, (iii) et (iv), offrent cependant
certaines possibilités pour ’analyse quantitative et ils seront donc expliqués plus

en détail.

Spectroscopie infrarouge en dispersion dans le KBr en mode transmis-
sion La dispersion de flocons de PP:N dans une matrice de KBr offre une possibi-
lité intéressante pour ’analyse quantitative de certaines fonctionnalités chimiques.
La dispersion, formée d’une quantité précisément mesurée de PP:N, Wpp.y, et
d’une quantité tenue relativement constante de KBr, Wk g,, est comprimée en pas-
tilles de 13 mm de diametre. Puisque la quantité de KBr est beaucoup plus grande
que celle de PP:N, I'épaisseur de la pastille, qui correspond au parcours optique, [,

est donnée par I’équation suivante :

WKBT

ol px pr est la densité du KBr solide comprimé , et r, le rayon de la pastille (6.5 mm).

La concentration de PP:N dans la pastille, ¢, est donnée par la relation suivante :
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Wpp.N.pKBr
= 2.18
MKB’I‘ ( )
Le produit c.l est donc donné par :

Wep.
cl =02 (2.19)

™. T

Conséquemment, ’absorbance, telle que calculée a partir de I’équation 2.16 dé-
pend seulement de la masse du PP:N qui peut étre aisément mesurée au dixieme
de milligramme, éliminant ainsi la condition contraignante sur la mesure précise
de I. Cette technique pourra donc étre employée pour I'analyse semi-quantitative
des groupements fonctionnels nitriles et isonitriles dans les PP:N, en utlisant le
poly(acrylonitrile) (PAN) et le toluenesulfonylmethyl isocyanide (TOSMIC) comme
standards pour ces deux groupements fonctionnels, tels que détaillés a la section

3.2.2.2.4.

Un facteur important vient cependant nuire a la précision de la technique : la dis-
persion de la radiation IR par des imperfections dans la formation de la pastille.
Une attention particuliere devra donc étre portée a la préparation de la disper-
sion de PP:N dans le KBr et a la préparation de la pastille. Heureusement, la
courbe d’étalonnage, préparée a partir des matériaux standards, PAN et TOSMIC,
permettra d’évaluer adéquatement la valeur de l'erreur introduite par ce facteur
dépendant de I'expérimentateur. La technique en solution, (iv), a été développée
pour pallier & ce probléme et ainsi garantir une erreur limitée. Cependant, certains
échantillons se sont révélés insolubles dans chacun des solvants envisagés et ont di

étre analysés par la technique (iii) décrite dans la présente section.
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Spectroscopie infrarouge en solution en mode transmission Il sera pré-
senté plus loin, a la section 3.2.3.3, que certains solvants (organiques) peuvent
solubiliser certains matériaux dans la famille des PP:N. Nous avons tiré avantage
de cette propriété pour effectuer I'analyse quantitative des nitriles et des isoni-
triles dans ces PP:N. La préparation d’une solution, d’une concentration connue
avec une assez bonne précision, est généralement aisée avec 1’équipement appro-
prié. La figure 2.12 présente le schéma d’une cellule spécifiquement cong¢ue pour
permettre 'analyse IR de liquides en permettant un bon contréle sur le parcours
optique, [. La cellule IR est constituée d’un ensemble de joints d’étanchéité et de
deux fenétres retenues ensemble par un support métallique. Une des fenétres est
perforée par deux trous, ce qui permet son remplissage a l’aide de seringues a tra-
vers une plaque métallique perforée munie de points d’attache pour les seringues.
Les fenétres sont composées de séléniure de zinc, ZnSe, matériau transparent aux
photons infrarouges. Il offre une bonne stabilité aux solvants fortement polaires,
ce qui n’est pas le cas de plusieurs matériaux traditionnellement utilisés dans I’op-
tique IR. La distance entre les fenétres, qui correspond a [, est maintenue constante
par une entretoise qui permet de fixer [ avec une bonne précision. Idéalement, le
solvant utilisé devrait étre parfaitement transparent aux IR, mais aucun des sol-
vants permettant de solubiliser les PP:N ne répond completement & cette condi-
tion. Plusieurs solvants sont, cependant, transparents sur une plage assez large de
fréquences pour permettre I’aquisition d’un spectre dans ces régions. Le diméthyl-
sulfoxyde, DMSO, a été utilisé pour faire I’analyse semi-quantitative des nitriles et
des isonitriles dans les PP:N. Les détails de la méthodologie peuvent étre consultés

a la section 3.2.2.2.4.
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FIGURE 2.12 Schéma de la cellule IR liquide [165].

2.2.2.2 Analyse élémentaire

L’analyse élémentaire, EA, par combustion, bien qu’effectuée routinierement dans
plusieurs branches de la chimie et de la physique, est tres peu utilisée en sciences des
couches minces pour raisons de pénurie de masse. Cette technique, qui permet d’ob-
tenir les concentrations élémentaires de C, N et H, requiert quelques milligrammes
de matiere, ce qui est généralement beaucoup plus que ce qui peut étre produit
dans un réacteur expérimental. Cependant, la configuration de notre réacteur a
pression atmosphérique, qui permet des taux de dépots élevés sur de relativement
grandes surfaces (700 cm?), a rendu possible la récupération de PP:N en flocons
en quantité suffisante pour en faire 'EA. La technique d’EA comporte plusieurs
caractéristiques qui la rendent particulierement intéressante pour notre étude. Elle
permet d’obtenir la concentration d’hydrogene, élément indétectable par XPS, qui
est importante pour la formation de la structure organique du matériau et qui est
un élément constituant des groupements fonctionnels principaux, comme les amines
primaires. Puisque 1'oxygene peut étre obtenu par XPS et par bilan de masse, il

est donc possible de dériver une formule chimique empirique pour les PP:N a par-
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FIGURE 2.13 Schéma du montage d’analyse et description du procédé d’analyse
élémentaire par combustion.

tir des mesures d’EA. Une des caractéristiques intéressantes de la mesure d’EA
par combustion est qu’elle constitue une technique absolue, et non relative comme
I’XPS, et qu’elle permet I'obtention d’une excellente précision sans artéfacts de me-
sures. L'EA, en plus d’apporter des informations chimiques uniques sur la nature

des PP:N, peut servir de technique de référence pour la détermination chimique

complete du matériau.

La figure 2.13 présente un schéma simplifié du fonctionnement d’un appareil d’ana-
lyse élémentaire. Les échantillons & analyser sont pesés sur une balance a haute
précision et scellés dans une cupule en étain. La cupule est ensuite insérée dans

I'appareil ; 'appareil Fisons EA 1108 de la compagnie Fisons Instruments s’occupe
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d’introduire la cupule dans un tube a réaction en quartz chauffé dans un four a plus
de 1000°C en absence d’air, car une incorporation d’azote pourrait fausser I’ana-
lyse. La température élevée dans le tube a réaction, ol est introduit un mélange
d’hélium et d’oxygene, provoque la combustion de I’étain et 'oxydation du composé
organique contenu dans la cupule. Dans ces conditions, 'oxydation du carbone se
fait principalement vers son monoxyde. Le mélange gazeux est dirigé a travers un
tube contenant du trioxyde de tungstene qui favorisera I'oxydation complete du
carbone avant d’étre dirigé vers un autre tube contenant du cuivre élémentaire qui
réduira les oxydes d’azote en azote élémentaire et fixera le reste d’oxygene molé-
culaire contenu dans le mélange gazeux. Finalement, le mélange d’azote, de vapeur
d’eau et de dioxyde de carbone est séparé par chromatographie gazeuse et I’analyse
quantitative est effectuée grace a un détecteur a conductivité thermique (TCD). Les
résultats de analyse sont présentés sous forme de pourcentage massique absolus,
qui peuvent étre aisément convertis en % atomiques si tous les éléments constituant

ainsi que leur pourcentages masse sont connus.

Calcul du degré d’insaturation I’obtention de la formule chimique empirique
des PP:N permet de calculer leur degré d’insaturation. Ce dernier, aussi appelé in-
dex de déficience en hydrogene, permet de prévoir le nombre d’insaturations dans
la structure de la molécule; une insaturation est soit une liaison 7, soit un cycle
fermé dans la structure de la molécule. Ce calcul est un outil fréquemment utilisé en
chimie organique pour aider un expérimentateur & élucider la structure d’une mo-
lécule. Le degré d’insaturation, I, pour une molécule a la formule chimique connue

CarNayOa,Hay est calculé a I'aide de la formule suivante :

,_ (240 + Ay +2) — Ag)
2

(2.20)
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Cette formule est obtenue en soustrayant le nombre d’hydrogenes réels dans la
molécule, Ay, au nombre que devrait contenir une molécule complétement saturée
2Ac + AN + 2; chaque insaturation retranchant deux atomes d’hydrogene, il faut
diviser cette derniere valeur en deux. Cette formule est cependant valide pour une
molécule dont la formule chimique absolue est connue. Dans le cas d’une molécule
ou seule la formule chimique empirique est connue et pour laquelle on peut supposer
la masse moléculaire assez élevée, le terme pour la formule complétement saturée
devient 2A¢s + An puisque le 2, qui représente les hydrogenes terminaux de la
chaine, devient négligeable devant les deux autres termes. Le calcul détaillé du

degré d’insaturation dans les PP:N peut étre consulté a la section 3.2.2.2.3.

2.3 Cultures cellulaires

La détermination des propriétés bioactives des PP:N passe évidemment par la
conduite d’expériences de cultures cellulaires. Deux types d’expériences disctinctes
ont été effectuées au courant de cette étude. Premierement, les tests d’adhésion
cellulaire sont conduits avec trois types de cellules différentes, soit les chondrocytes
de plaque de croissance et les cellules de cartilage articulaire, tous deux prélevés sur
des foetus de bovins, ainsi que sur la lignée cellulaire de monocytes humains U937.
Lors de ces expériences simples, nous avons observé ’adhésion ou ’absence d’adhé-
sion sur des surfaces de PP:N continues ou en micromotifs. Lors de la deuxi¢me
série d’expériences, nous avons observé 1’expression génétique des monocytes U937
adhérés sur une surface, afin de mieux comprendre les processus cellulaires activés

lors de ’adhésion de ces cellules 4 la surface des PP:N.
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2.3.1 Test d’adhésion cellulaire

La procédure de vérification de I’adhésion des cellules a été maintenue identique
tout au long de cette étude : Les cellules, suspendues dans une une solution de
sérum et d’antibiotiques, étaient déposées sur la surface de PP:N continue ou en
micromotifs et étaient laissées pendant 1h afin d’adhérer (ou non) avant de pro-
céder a un double ringcage avec du sérum de culture. Par la suite, ’adhésion ou
la non-adhésion des cellules au substrat était vérifiée par microscopie optique et
des micrographies étaient prises. Puisqu’il nous était impossible de déposer et de
transporter les couches minces de PP:N dans des conditions stériles, l'utilisation
d’antibiotiques pour la culture a été nécessaire. Les conditions expérimentales dé-

taillées peuvent étre consultées aux sections 3.1.3.2 et 4.2.5.

2.3.2 Analyse de ’expression génétique par amplification en chaine par

polymérase de ’ADN complémentaire (RT-PCR)

La technique d’amplification en chaine par polymérase, PCR, est largement utilisée
en biologie moléculaire pour amplifier une piece d’acide désoxyribonucléique (ADN)
par un processus de réplication enzymatique in vitro, et ainsi pour la produire en
quantité suffisante pour permettre son analyse par des techniques de spectroscopie
ou d’électrophorese. Le nom du procédé est dérivé de celui d’un de ses constituants
clé : 'enzyme ADN polymérase. Lors du processus PCR, les molécules d’ADN sont
scindées en deux brins complémentaires et chacun d’eux est utilisé comme un mo-
dele pour reconstituer le brin double original. La répétition de ce processus permet
une amplification exponentielle de la quantité d’ADN : il est possible d’amplifier
quelques brins ou méme un seul sur plusieurs ordres de grandeur, en créant ainsi

des millions de copies de ’ADN initiale [166].
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Le technique d’amplification en chaine par polymérase de ’ADN complémentaire,
RT-PCR, est une variante de la technique décrite ci-haut. Elle est utilisée pour
isoler ou identifier une séquence connue d’acide ribonucléique, ARN, provenant de
cellules ou de tissus. Dans notre étude, nous avons utilisé la technique RT-PCR
pour amplifier et quantifier PARN messager (ARNm) de cellules monocytes U937
adhérées sur la surface des PP:N. L’ARNm est un acide nucléique contenant un
code pour le plan détaillé d’une protéine a produire. Il est originalement transcrit
de ’ADN dans le noyau de la cellule et sert a transporter I'information nécessaire
a la formation des protéines aux sites ou elles seront synthétisées. Durant la trans-
cription, 'enzyme ARN polymérase fait une copie du géne contenu dans PADN
sous forme d’ARNm tel qu’il est nécessaire au bon fonctionnement d.e la cellule.
L’ARNm est donc le médiateur de la production des protéines a partir du code
contenu dans ’ADN. La quantité d’ARNm présente dans une cellule correspond
donc au degré d’expression d’un gene et fait état de l'activité cellulaire a un mo-
ment précis. La quantification de diverses séquences d’ARNm a différents moments
permet donc de qualifier et de quantifier 'activité cellulaire dans le temps. Dans le
cas ol 'on veut étudier cet ARNm, 'expérience PCR est précédée d'une étape ou
PARNm est converti en ADN complémentaire, ADNc par I’enzyme rétrotranscrip-
tase ; cette technique est nommée RT-PCR. La figure 2.14 schématise les principales

étapes de la RT-PCR qui seront détaillées ci-dessous.

Rétrotranscription L’extraction de I’ARN et sa conversion en ADNc implique
I'utilisation de ’enzyme rétrotranscriptase. Rétrotranscriptase est un enzyme qui
transcrit ’ARN mono-brin en ADN double brin. Puisque la réaction de PCR re-
quiert I'utilisation d’ADN, I’étape de rétrotranscription la précede toujours. L’opé-
ration de transcription implique normalement la synthése de PARN a partir de

I’ADN, la rétrotranscription est donc son procédé inverse.
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FIGURE 2.14 Le processus de transcription et de réplication en RT-PCR.
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Amplification en chaine par polymérase La PCR consiste habituellement en
une série de 20 & 40 changements de température répétés, appelés cycles; chaque
cycle est typiquement constitué de deux a trois paliers de températures. La tempéra-
ture et la durée de chaque palier d’un cycle dépendent d'un ensemble de parameétres
incluant la nature de I’enzyme utilisé pour la synthese de ’ADN et la concentration
de désoxynucléotide triphosphate, ANTP, dans la réaction. Les paliers de tempéra-

ture sont détaillés ci-dessous :

Dénaturation : Cette étape est la premiére d’un cycle régulier et consiste au chauf-
fage de la réaction a 94-98°C durant 20-30 secondes. Cette étape cause la fonte
de la matrice (contenant ’ADN a amplifier) et des amorces (qui sont complémen-
taires aux extrémités de 'ADN & amplifier) via le bris des ponts hydrogenes entre
les bases complémentaires de ’ADN, produisant ainsi deux brins d’ADN simples a

partir de chaque double brin.

Phase d’appariement des amorces : La température de la réaction est réduite autour
de 50-65°C durant 20-40 secondes, ce qui permet aux amorces de se lier aux brins
d’ADN simples. La température d’appariement des amorces est généralement entre
3 et 5 °C en dessous de la température de dénaturation, T,,, des amorces; cette
température correspond a la température a laquelle les brins de ’ADN des amorces

se dissocient. Durant cette phase, 'enzyme polymérase se lie a I’hybride amorce-

ADN et débute la synthese de L’ADN.

Phase d’extension et d’élongation : Durant ce palier, out la température dépendra
de I'enzyme spécifique utilisé, 'enzyme ADN polymérase synthétise le nouveau brin
d’ADN en complétant le brin existant par le ANTP complémentaire. Le temps al-
loué a cette phase dépend de 'enzyme utilisé et de la longueur du fragment d’ADN
amplifié. En regle générale, a sa température optimale, ' ADN polymérase poly-

mérisera un millier de bases azotées par minute. Dans les conditions optimales, a
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chaque phase d’extension, la quantitité d’ADN double, générant ainsi une amplifi-

cation exponentielle du brin d’ADN spécifique aux amorces utilisées.

Pour vérifier si la PCR a bien généré le fragment d’ADN anticipé, 1’électrophorese
sur gel d’agarose est employée pour la séparation des produits de PCR. La taille des
produits de PCR est déterminée par comparaison avec un standard de masse ADN,
analysé par électrophorese en parallele aux produits de PCR. En résumé, la RT-
PCR est utilisée pour amplifier un fragment spécifique d’ARN. Le brin d’ARN est
préalablement rétrotranscrit en ADN complémentaire préalablement a son amplifi-
cation par PCR. Apres ~ 30 cycles, des millions de copies de la séquence d’intérét
sont générées. Les détails expérimentaux de la technique PCR employée pour cette

étude peuvent étre consultés a la section 4.2.5.
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CHAPITRE 3

DEPOT ET CARACTERISATION CHIMIQUE DE POLYMERES
PLASMA RICHES EN AZOTE DEPOSES PAR DECHARGE A
BARRIERE DIELECTRIQUE A PRESSION ATMOSPHERIQUE

Le présent chapitre recueille les deux premiers articles rapportant les résultats des
travaux effectués pour cette these, rassemblés dans un seul chapitre puisqu'ils repré-
sentent deux volets d’un méme objectif : le développement de nouveaux matériaux
en couches minces pour des applications biotechnologiques et leur caractérisation.
Le premier article rapporte le développement d’une nouvelle famille de matériaux
en couches minces, soit les PP:N. Ces matériaux peuvent étre extrémement riches
en fonctions chimiques azotées, classe qui contient plusieurs fonctionnalités chi-
miques ayant des propriétés biocatives. La technique que nous utilisons, soit le
recours a des plasmas a pression atmophérique pour le dépot de couches minces
fonctionnelles, est aussi novatrice. L’innovation technologique se situe donc a deux
niveaux : d’une part, au niveau de la technique de dépét, comportant des avantages
certains sur la plupart des techniques existantes dans plusieurs contextes et d’autre
part, au niveau des matériaux déposés qui présentent des caractéristiques uniques
et possiblement supérieures aux autres matériaux analogues existant. Le premier
article présente aussi quelques expériences de culture cellulaire ou il est démontré
que les PP:N stimulent ’adhésion de plusieurs types de cellules, dont une géné-
ralement réfractaire a 'adhésion sur les substrats de culture « standards ». Il est
aussi démontré que I'adhésion de ces cellules requierent une concentration d’azote
minimale & la surface, appelée [N]..;;, en dessous de laquelle les cellules n’adhérent

pas.




109

Les résultats présentées dans le premier article sont trés encourageants pour les
applications potentielles. Cependant, la nature chimique du matériau déposé, soit
des atomes de carbone, d’azote, d’hydrogene et d’oxygeéne dans un arrangement
aléatoire, reste évasive, ce qui empéche la progression des recherches visant a élu-
cider les mécanismes par lesquels les cellules adhérent a ces surfaces. Le second
article présente donc, en plus d’élargir la gamme des types de PP:N disponibles,
nos efforts pour effectuer la caractérisation chimique la plus complete possible de
ces matériaux. Puisque les interactions entre les cellules et la surface de ces ma-
tériaux sont présumés dirigées par les groupements fonctionnels chimiques, nous
avons adapté plusieurs techniques connues, mais nous avons aussi développé de nou-
velles techniques pour ’analyse quantitative ou semi-quantitative de groupements
fonctionnels chimiques. Ces derniers travaux nous ont permis de faire ’analyse
quantitative des groupements fonctionnels amines et ’analyse semi-quantitative

des groupements nitriles, isonitriles, imines et alkényls dans les PP:N.
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3.1 Article 1 : Atmospheric Pressure Deposition of Micropatterned N-

rich Plasma-Polymer Films for Tissue Engineering

Pierre-Luc Girard-Lauriault!, Fackson Mwale?, Mihaela Iordanova?, Caroline

Demers?, Patrick Desjardins' and Michael R. Wertheimer!

I Department of Engineering Physics, Ecole Polytechnique, C.P 6079 Succ.
Centre-Ville, Montreal, QC H3C 3A7, Canada
2 Lady Davis Institute for Medical Research and Department of Surgery, McGill
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Abstract

A novel atmospheric-pressure plasma-polymerised thin film material has been de-
posited on various substrates using a pilot scale dielectric barrier discharge (DBD)
reactor. Deposition kinetics and physico-chemical characterisation data of nitrogen-
rich plasma-polymerised ethylene (PPE:N) films, obtained using feed gas mix-
tures of Ny (~ 10 slm) and CyH, (~ 10 scem) are described. Nitrogen concen-
trations, [N], in the PPE:N films up to ~ 40% were determined by X-ray pho-
toelectron spectroscopy (XPS); the concéntrations of N- functionality of grea-
test interest, primary amines, were determined by chemical derivatisation with
4-trifluoromethylbenzaldehyde. The PPE:N films were further characterised by at-
tenuated total reflectance infra-red spectroscopy (ATR-FTIR), contact angle gonio-
metry, and atomic force microscopy (AFM). Square arrays of PPE:N « islands »,

for example 30 um in diameter repeated every 200 pum, were deposited on polymers,
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for example biaxially oriented polypropylene (BOPP), through specially-prepared
Kapton® polyimide masks. Cell culture experiments were then conducted on these
micro-patterned surfaces, using various cell types of interest in orthopaedics, for
example growth plate and articular chondrocytes, or human U937 macrophages,
the latter of which do not adhere to existing cell culture dishes. In all these cases
the cells rapidly adhered and proliferated on the PPE:N islands, but not elsewhere
on the polymer surfaces. In an cffort to gain insight into cell adhesion mechanisms,
adhesion of both macrophages and chondrocytes was tested against films with dif-
ferent [N] values. U-937 macrophages adhered to films containing 256% or more [N],
but not at all to films with lower values of [N], suggesting the existence of a "critical”

value, [N]., necessary to induce cell adhesion.

3.1.1 Introduction

Tissue functions, in vivo, are modulated by a complex architecture of cells and bio-
molecules. The three-dimensional nature of the molecular environment influences
the initiation of cell functions such as adhesion, migration, growth, protein secre-
tion, and gene expression. However, traditional cell culture plates offer little or no
control over the topology and morphology of the cellular environment. This can
lead to modifications in gene expression or even to total loss of cell phenotype. For
example, chondrocytes which are rounded in vivo become flattened and fibroblastic
when cultured on conventional culture plates. One possible solution involves the
use of nano-/micro-engineered surfaces that permit greater control of the cell en-
vironment. By creating an array of cell-adhesive islands in a non-adherent matrix,
the spreading of cells may be limited [167], and ultimately control over phenotype
conservation and gene expression may be achieved. It is known that most cell types
do not adhere to hydrophobic polymer surfaces like polyethylene, polypropylene

or polystyrene. However, hydrophilic surfaces, for example those functionalized
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by plasma or VUV treatments [3], are known to promote cell adhesion. A good

™ 5 plasma nitrided polystyrene

example is the commercial product « Primaria
[2]. We report a promising novel material, nitrogen-rich plasma-polymerised ethy-
lene (PPE:N), which is deposited using an atmospheric pressure dielectric barrier
discharge (DBD) apparatus in this laboratory. Its characteristics, high nitrogen
content and high surface energy, render it a promising candidate for the challenges
described above. In this study we present the characteristics of this novel thin
film material and of its adhesive properties. We demonstrate reproducible, selective

adhesion of epiphyseal and growth plate chondrocytes as well as U937 macrophages
on PPE:N surfaces.

The human U937 macrophage cell line is important for the study of aseptic loo-
sening which is the most common cause of failure of total hip arthroplasty [120].
However, these macrophages are non-adherent to culture dishes, which limits the
development of relevant in vitro models for the study of macrophage response to
wear particles. We have also conducted micropatterning experiments with growth
plate chondrocytes and macrophages and show their long term culture on both
micropatterned and large-area coated surfaces. Finally, we show the critical impor-
tance of nitrogen concentration, [N}, by correlating the adhesion of two different

cell types on surfaces with varying [N].

3.1.2 Experimental Methodology
3.1.2.1 Deposition of PPE:N and Micropatterning

The topics of plasma chemistry and plasma polymerisation are well covered in some
excellent monographs [60, 61], and will not be addressed in detail here. While much

of that literature relates to low-pressure, non thermal (« cold ») plasmas, « cold »
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plasmas generated at atmospheric pressure via the use of so-called dielectric bar-
rier discharges (DBD) have gained increasing importance in recent years [64]. The
plasma-polymerised PPE: N films discussed here are exclusively of this latter va-
riety, although they may in principle also be produced via traditional low-pressure
plasma techniques [60]. PPE:N films were deposited on several types of polymer
substrates identified below; these were placed on a 2 mm thick float glass plate
which served mainly as the dielectric barrier (see below). Not infrequently, however,
this glass was also used as the substrate for the purpose of analyses such as X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS), attenuated total reflectance infra-red spectro-
scopy (ATR-FTIR), contact angle goniometry, atomic force microscopy (AFM),
and Dektak profilometry, on account of its flatness, smoothness, rigidity and che-
mical composition. All of these characterisation methods were also carried out at
least once with the other substrates, to ensure that the PPE:N film properties
were independent of their host surface. Biaxially oriented polypropylene (BOPP)
was the main substrate material for cell-culture experiments; this 50 pm thick,
isotactic polymer film, graciously provided by 3M Company, has been described
elsewhere [4]. A 50 um thick Teflon® FEP film (DuPont) was also used in some
cell culture experiments, but mostly for determining PPE:N deposit thicknesses
by variable angle spectroscopic ellipsometry (VASE), because this polymer’s low
refractive index permits accurate determinations of thickness and deposition rate

168].

Figure 3.1 depicts the atmospheric pressure DBD apparatus used for depositing
the PPE:N films [4]; it comprises a grounded, planar Al electrode and a cylindri-
cal, dielectric-coated stainless steel high voltage (HV) electrode. The former can
be moved at controlled speed under the latter electrode, to simulate continuous
treatment conditions. The 2 mm thick glass plate mentioned earlier is placed on

the planar Al electrode and it serves as a second dielectric layer, as described in
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FIGURE 3.1 Schematic diagram of the DBD plasma deposition system.

detail elsewhere [4]. The precursor gas mixture is introduced into the discharge
zone, an adjustable 1 mm wide gap between the HV electrode and the glass plate,
using a gas diffuser (not shown on Fig. 3.1) to ensure the requisite high gas pu-
rity. Gas flow rates (Ng - 10 standard liters/minute, slm; CoHy - 5 to 60 standard
cm?/minute, sccm) are controlled by electronic mass flow controllers. The roughly
1 cm wide plasma zone is generated with a commercial power source and trans-
former (Enercon Industries, model LM2727-03, 450 kVA maximum output) at a
typical frequency of 10 kHz and peak voltage of 18 kV. After the carefully preclea-
ned substrate was introduced into the DBD system, the latter was purged with the
precursor gas flow for approximately 10 min. The discharge was then initiated and
monitored with a digital oscilloscope, the voltage and current being measured with
the help of a resistive probe (Tektronix, model P6015A) and a 50 Ohm resistor, res-
pectively. The substrate was made to move back and forth under the HV electrode
at precisely controlled speed, 10 mm/s, for up to two dozen cycles, depending on
the desired PPE:N film thickness. For the micropatterning experiments, special 25
pm thick Kapton® polyimide masks were placed over the substrate. These masks
were fabricated with an excimer laser coupled to a precise positioning system, to

create the following square arrays of circular holes (hole diameter -pitch) : 30 pm
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- 60 pm; 30 pm - 200 pgm; 100 pym - 200 pum, with array areas ranging from 1 to
4 c¢m?. Care was taken to assure intimate contact between the mask and substrate

surface during deposition runs.

3.1.2.2 Materials Characterisation

PPE:N films were characterised by XPS at most 5h after deposition, using a VG
ESCALAB 3 MKII system with nonmonochromatic Mg Ka radiation. The spectra
were acquired normal to the sample surface; in the case of high-resolution spectra,
binding energies were referenced to the carbon 1s peak at 285.0 eV, to adjust for
possible charging effects. Throughout this article, we will be referring to the struc-
tural characteristic of primary interest, the nitrogen concentration in the PPE:N
deposits, [N]. Since hydrogen cannot be detected by XPS, [N] is given by the rela-
tionship :

Nl = 55 g * 100% (3.1)
N, O and C being determined from XPS broadscan spectra over the 0-1100 eV
binding energy range, using a pass energy of 50 eV, as described before [3, 4].
The surface concentration of primary amines, [NH], the species believed to be
responsible for cell adhesion [3], was determined using the method described by
Favia et al. [27] : The selective reaction of trifluoromethylbenzaldehyde (TFBA,
Alfa Aesar) vapour with NH, groups at the surface covalently links TFBA via an

imine bond, as shown in scheme (3.2),
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whence [NH;] is deduced from fluorine concentration at the surface. Contact angle

~ goniometry measurements were carried out with five probe liquids (water, glyce-

rol, formamide, ethylene glycol and tricresyl phosphate) according to the method
described by Owens and Kaelble [151], from which the surface free energy, 7, and
its polar (y?) and dispersive (7¢) components can readily be determined, where
vs = P +7¢ . Some samples were also analysed by Fourier-transform infrared spec-
troscopy (FTIR), using the attenuated total reflectance (ATR) technique, with a
spectrometer (Bio-Rad FTS-3000 Excalibur Series) equipped with a deuterated tri-
glycine sulfate (DTGS) detector. Images of the masks, the micropatterned PPE:N
surfaces and of the cell cultures were taken using an optical microscope equipped
with a digital camera. Individual PPE:N dots were also imaged with an AFM mi-
croscope (MultiMode, Digital Instuments) in contact mode, using silicon nitride
tips. Film thickness, d, and refractive index, n, of PPE:N films were measured
using a variable-angle spectroscopic Ellipsometer (VASE, J.A. Woollam Co., Inc),
and values of d were confirmed by profilometry (Dektak) measurements of steps

created with the Kapton® masks.

3.1.2.3 Cell Culture

Bovine foetuses were obtained from a local abattoir immediately after slaughter.
Foetal age, determined by measurement of tibial length [169], ranged from 150
to 260 days. The epiphyseal articular cartilage and growth plate chondrocyte cells
from both the hypertrophic and pre-hypertrophic zones were isolated from the long

bones. Cells were isolated from the tissues using collagenase type IA from Clostri-
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dium histolyticum (Sigma) and hyaluronidase type V from sheep testes (Sigma), as
described previously [170]. The human U937 macrophage cells were obtained from
ATCC, Manassas, VA, USA. Cells were counted with a hemacytometer. For each
experiment a 40 ul volume of cell suspension was carefully pipetted onto a 1 ¢cm?
PPE:N surface which was previously placed face-up on the flat bottom of a 24-well
plate for cell culture. The cell suspensions were composed as follows : Growth plate
- 106 cells in 40 ul of medium (Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), high
glucose (VWR) with 100 U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin, 60 ug/ml 3-
glycerophosphate, 5 pg/ml insulin, 5 pg/ml transferrin, 5 ng/ml sodium selenite,
1 mg/ml bovine serum albumin and 50 pg/ml of fresh ascorbic acid); epiphyseal
articular cartilage - 4x105 cells in 40 pl of medium (DMEM with 10% fetal bo-
vine serum (FBS) and 60 pg/ml S-glycerophosphate) ; human U937 macrophages
- 5 x 10° cells in 40 ul of medium (DMEM with 5% FBS). All cell types were left
to adhere to the substrate surfaces in a humidified incubator at 37°C, 5% COs in
air for 1h before careful removal of the medium, also containing non-adherent cells,
using a pipette. Fresh medium was then pipetted into the wells (1 ml in each well)
and photomicrographs of the surfaces were taken. In long term studies, cells were

cultured for up to 20 days, but in these cases media were changed every 2 days.

3.1.3 Results and Discussion

3.1.3.1 Material Characteristics

Elemental compositions of the PPE:N films obtained by XPS, combined with ATR-
FTIR data, permitted us to semi-quantitatively determine the concentrations of
functional groups at the sample surfaces. Typical elemental concentrations ranged
from 17 to 36 at.% nitrogen ([N], Fig. 3.2), about 4 at.% oxygen, [O], the balance
being carbon (hydrogen cannot be detected by XPS, as already mentioned). High
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[N] values, as determined from eq. (1), are the main attribute of these PPE:N films,
in comparison to other work previously reported in the literature; to the best of
our knowledge, no earlier work has reported [N] as high as the value of 36.3% we
observe here. Regarding [O], even though oxygen is excluded from the precursor
gas, long-lived free radicals and other active species at the sample surface can react
with oxygen and/or water vapour when the sample is exposed to the ambient at-
mosphere [4, 60]. The [O] value was minimised by lengthy storage of samples in feed
gas mixture after the discharge had been terminated. Also, since the material des-
cribed is a highly cross-linked plasma-polymer, it does not undergo the well-known
« hydrophobic recovery », or aging, effect observed in plasma surface modification
techniques [4], and surface elemental concentrations are considered stable over time.
Coating stability was demonstrated by comparing 6 month old PPE:N coatings on
BOPP with freshly made analog samples ; neither XPS nor contact angle measure-
ments showed significant differences between the two sample groups. As shown in
Fig. 3.2, the value of [N] in PPE:N can be readily and reproducibly controlled by
varying CoHy concentration, [CoHy], in the feed gas, higher [CoHy] resulting in lower
[N] in the deposited films. This control over PPE:N composition is an important
attribute of our methodology, in that it enables controlled adhesion of different cell

types simply by changing [N], as will be shown below.

ATR-FTIR spectra (Fig. 3.3) show the main functional groups in the PPE:N to
be amines (their order cannot be determined by this method), nitriles and some
amides. High resolution XPS of the N 1s peak (Fig. 3.4) can indicate relative concen-
trations of different N-species, but cannot provide quantitative information. Given
the random structure of plasma polymers [60], any particular functional group can
possess a broad distribution of binding energies. This assertion has been confirmed
by high resolution XPS spectra taken also with a narrow monochromatic X-ray

source (0.3 eV width, compared with 0.7 eV for the ESCALAB instrument); all
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FIGURE 3.2 Dependence of [N] in PPE:N films on the CoHy monomer flow rate.

spectra were similar in shape and width, which confirms that the broad convolu-
ted peaks result from a distribution of energies rather than from polychromatic X
radiation. Primary amine concentrations, [NHy|, were found to vary from 5 to 10
% NHy /N, the most abundant being at 3.5% NHs/C, similar to literature data for
plasma-modified polymer surfaces [25] ; interestingly, [NH,] does not appear to de-
pend strongly on [CoHy| in the precursor gas. The films’ surface energy (Fig. 3.5),
v, indicative of their wettability by aqueous media, was found to increase with
rising [N] from 27.0 mN/m (or dynes/cm) for virgin BOPP to about 58 mN/m
for [N]=30%, similar to Guimond’s findings for BOPP surfaces modified by DBD
treatments with pure Ny gas [4]. Here, too, the ~ 30 mN/m increase is entirely
due to that in the v? component, in turn, related to the creation of highly polar
groups (amines, amides, etc.). In view of the above, it is not surprising that cell
adhesion should manifest strong correlation with 7, and wettability, as evidenced
in section 3.1.3.2, below. The deposition rate, R, (from Dektak and ellipsometry

measurements) of PPE:N films was found to vary with [CoHy| in the precursor gas.
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FIGURE 3.3 ATR-FTIR spectrum of a 29.5% [N] PPE:N film.

Values of R ranged from about 2 nm/s (for [CoHy] = 5 scem) to 9 nm/s (for [CoHy)
~ 30 sccm), comparable to the highest values found in the plasma-polymerisation
literature [60]. In all conditions, R is high and not a limiting factor in this study;

all cell culture experiments were carried out using 150-200 nm thick films.

Figure 3.6 A shows a photomicrograph of a ”30/200” Kapton® mask ; well-defined
dots of deposit are visible on the substrate at the same magnification (not shown
here). For the case of a 200 nm deposit on an unmasked glass surface, each dot has
a height of about 150 nm, measured by Dektak and by AFM, on account of some
masking by the 25 pum thick Kapton®) film. An AFM image of a single dot (Fig. 3.6
B) shows the well-defined 30 ym diameter "mound”; note that for visual purposes
the Z scale has been amplified 100-fold compared with the X and Y scales. The
deposition is well confined by the mask, which is in good contact with the surface,

since no film was deposited outside the 30 um boundry.
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FIGURE 3.4 High resolution N1s XPS spectrum of a 29.5% [N] PPE:N film.
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FIGURE 3.5 Surface energy (s,x) variation with [N] in PPE:N films. Polar (4#,0)
and dispersive (v¢,0) components are also shown.
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FIGURE 3.6 PPE:N thin film micropatterning : Kapton® mask - 30 pm holes every
200 pum (A); AFM image of a single 30 um PPE:N dot, shaped like a « mound »

(B).

3.1.3.2 Cell Culture

Many of the cell culture experiments were carried out using nominally 200 nm of
PPE:N with 29.5% [N], deposited on BOPP. This choice constitutes a compromise
between adequate surface energy and deposition rate values. The three cell types
under study were first cultured on large-area coated BOPP surfaces which were
partially masked during deposition, in order to compare adhesion on bare BOPP
and on PPE:N. Figures 3.7 A , B and C, respectively, show that growth plate,
articular chondrocytes and U937 macrophages selectively adhere to the PPE:N
surfaces after one hour of contact with cell suspensions. It is important to note
that due to the low magnification used, cells which constitute the left half of the
images are not very evident. Also, for clarity reasons, the cultures of growth plate
and articular chondrocytes were stained before pictures were taken (Fig. 3.7 A
and B), but this was not the case for the macrophages (Fig. 3.7 C) which were
photographed while still alive on the cell culture media. Photographs of stained
macrophages were also taken, but are not shown here because they yielded images

of lower quality and interest, while the opposite was true for the two first cell
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types. For these reasons the cells appear darker than the substrate on the images of
growth plate and articular chondrocytes; in the case of macrophages, the substrate
appears darker. Of particular interest is the finding that the cells maintained a
rounded morphology, even after adhesion (see Figs. 3.7 and 3.8). The adhesion
contrast is particularly strong and noteworthy in the case of the macrophages, since
these cells are non-adherent to almost all previously known cell culture surfaces
[171, 172]. To investigate the viability of cells on PPE:N for extended periods of
time, the following proliferation studies have been undertaken : U-937 macrophage
cell suspension was left in contact with the surface for 1h before removing medium
and excess cells (Fig. 3.7 D) ; in the presence only of culture medium, micrographs
were then taken after 24 h (Fig. 3.7 E) and 48 h (Fig. 3.7 F), and cell counts
were performed in each case. Clearly, cells survived and proliferated on the PPE:N
surface, an important finding for future applications [171, 172]. Following these
experiments, a macrophage suspension was left in contact with a micropatterned
(30 pm holes, 200 pm pitch)BOPP surface for 1h (see Figures 3.7 G and H).
Evidently, small groups of up to ten cells adhered readily and selectively only to
the PPE:N islands, as anticipated from the results presented above. A suspension
of growth plate chondrocytes was also left in contact for 1h with a different (100
pm holes;, 200 pm pitch) micropatterned surface, since 30 pm holes were found
to be inadequate. To test the longevity of these chondrocytes on the patterned
surface, they were kept in culture for 9 days before a micrograph was taken (Fig.
3.7 I). This experiment, too, clearly shows that chondrocytes adhere selectively to

micropatterns, even after many days in culture [3].

In the preceding paragraph and in Fig. 3.7 we have noted that an [N]-rich PPE:N
deposit, with [N] = 29.5%, evidently constitutes a surface onto which even the most
"difficult” of cell-types, e.g. human U-937 macrophages, appear to readily adhere

and proliferate. In view of this fact and of our ability to vary [N] at will (see Fig.
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F1GURE 3.7 Cell culture and micropatterning on BOPP substrates : Cell adherence
to PPE:N coatings on partially-masked BOPP surfaces, with coatings and cells on
the left sides of the images : articular/epiphyseal cartilage cells (A), growth plate
chondrocytes (B) and human U937 macrophages (C). Proliferation of U937 macro-
phages after 1h (D), 24h (E) and 48h (F). Cell adhesion on PPE:N-micropatterned
BOPP substrates - U937 macrophages (G) and (H), and growth plate chondrocytes

(I).
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F1GURE 3.8 Adhesion of U937 macrophages (A to C) and of growth plate chondro-
cytes (D to F) to PPE:N films of varying [N] after 1hr of culture. [N] values for the
different films; A : 29.5%, B : 25%, C : 23%; D : 29.5%, E : 19%, F : 17.5%.

3.2), the following additional sets of experiments have been conducted in order
to examine cell adhesion behaviour at lower [N] values : U937 macrophages and
growth plate chondrocytes were cultured on PPE:N-coated BOPP substrates, but
now the [N] values were systematically decreased by enriching the Ny/C,H4 gas
mixture with ethylene during plasma deposition of the PPE:N coatings (see Fig.
3.2). Coated substrates were then exposed to concentrated cell suspensions for 1 h
durations, following which photomicrographs of the cell cultures were taken. Figure
3.8 A to C shows such micrographs of macrophages for the cases [N] = 29.5% (i.e.
like in Fig 3.7), 25% and 23%, respectively. Clearly a « critical » value of nitro-
gen concentration, [N].., exists between 25% and 23%, a value below which this
cell-type does not adhere to PPE:N. The micrographs shown here are typical and
fully representative for many repeated experiments : For [N] = 25%, adhering cells
formed a single continuous monolayer after 1 h, even if the cell suspension was
highly concentrated. On the contrary, for [N] < 25%, the observed number of cells

adhering to the PPE:N surfaces was no different from the case of uncoated, pris-
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tine BOPP (or polystyrene, PS, or other commercial polymers), namely virtually
nil. A series of similar experiments was also conducted with growth plate chon-
drocytes, and the results are presented in Fig. 3.8 D to F (corresponding to [N] =
29.5%, 19% and 17.5%, respectively). As for the case of U937 macrophages, here
too, we note clear evidence for an [N]..;; value, this time between 19% and 17.5%.
The results represented above provide some useful insights into the outcomes of
our earlier cell-culture experiments,[3, 172] in which BOPP surfaces were nitrided
by (i) low-pressure plasma treatments in Ny or NHs, or by (ii) vacuum ultraviolet
(VUV)-photochemical surface modification in low-pressure NHj [3, 7] as well as
those using (iii) commercial plasma-nitrided PS, Primaria™[2]. In cases (i) to (iii)
above, the maximum [N] values measured by the same XPS-based method used
here were typically 12%, 25%, and 8%, respectively. While U937 macrophages were
not found to adhere to any of these modified polymer surfaces, growth plate chon-
drocytes did adhere in cases (i) and (ii) [3], but, of course, all cell types examined
so far adhered to [N]-rich PPE:N surfaces. As proposed by Ohl, Schréder and their
collaborators [25, 26, 167], these observations may well be related to the surface-
near concentration of primary amine (-NHz) groups : the higher the [N] value, the
greater is the likelihood that the concentration of such amine groups, [NHy], is also
high. The protonated amine group possesses a localised positive charge which may,
in aqueous solution at physiological pH values, attract negatively charged biomo-
lecules. In view of their known high reactivity, amine groups are therefore believed
to covalently couple proteins in aqueous environments, thereby giving rise to im-
mobilisation of biomolecules and cell adhesion. Evidently, the arguments presented
above relating to the possible role of NHy groups in the cell adhesion experiments
does not apply to the case of structurally different materials like phosphorylcholine
(PC) polymer, which has also been observed to favour the adhesion of human U937
macrophages [171, 172]. In this latter case, a plausible adhesion mechanism is still

elusive.
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3.1.4 Conclusion

Novel, nitrogen-rich PPE:N thin films have been deposited using an atmospheric
pressure plasma polymerisation technique, which is both economical and efficient.
A variety of techniques have been used to provide surface-chemical characteristics
and surface energies of this new material. An important attribute is its high, stable
and adjustable nitrogen content, relatively high primary amine concentration, and
its high surface energy (wettability). Also, since this is a deposition technique (as
opposed to a surface modification technique), PPE:N films can be deposited on
many different substrates, including inorganic ones. Based on these characteris-
tics, PPE:N is an excellent candidate for cell culture experiments, including those
on micropatterned surfaces created with the help of Kapton® masks used here.
The present cell culture experiments have shown that PPE:N promotes selective
adhesion of all three cell types we have investigated so far, including the usually
non-adherent human U937 macrophage cell line. Mid-term viability of these ma-
crophages has been proven by their proliferation on PPE:N after 2 days in culture.
Micropatterned adhesion of cells on PPE:N islands was rapid and effective for all
three cell types; in the case of growth plate chondrocytes the pattern was conser-
ved, even after 9 days in culture. Finally, we have demonstrated the existence of
a "critical” nitrogen concentration, [N]..;, of these PPE:N coatings below which

specific cell lines do not adhere to the surfaces.
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Abstract

We have used an atmospheric-pressure dielectric barrier discharge (DBD) apparatus
to deposit novel families of N-rich plasma polymers (PP:N), using mixtures of three
different hydrocarbon precursors in nitrogen at varying respective gas flow ratios.
This research focuses on the overall chemical characterisation of those materials,
with specific attention to (semi)-quantitative analysis of functional groups. Well-
established and some lesser-known analytical techniques have been combined to
provide the best possible chemical and structural characterisations of these three
families of PP:N thin films, namely X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), Near-
edge X-ray absorption fine structure (NEXAFS), and Fourier transform infrared
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spectroscopy (FTIR).

3.2.1 Introduction

The surfaces of most synthetic polymers are chemically quite inert, for example in
the context of their interactions with biological systems [1, 15]. There now exists a
vast literature which describes how polymer surfaces may be modified and rendered
more reactive without affecting their desirable bulk characteristics. Among the most
prominent methods are those based on electrical discharge plasmas [1, 15]. These, in
turn, offer two possible routes : (i) so-called « grafting » [1, 4, 15, 26] comprises the
addition of new chemical groups (functionalities) via plasma-induced substitutive
radical reactions ; (ii) the second route, plasma polymerisation, adds a suitable orga-
nic thin-film coating on top of the surface [9, 10, 14, 15, 33, 35, 37, 44, 49, 173, 174]
In the past, both (i) and (ii) above were usually carried out in low-pressure, high-
frequency plasma systems, but in recent years there has been a growing trend
towards « cold » plasma-chemical reactions at atmospheric pressure. The promise
of greater simplicity and lower capital investment have provided strong incentives
for this trend, and Dielectric Barrier Discharge (DBD) techniques are among those
most used for its implementation [4, 49, 64, 107]. Biomedical applications consti-
tute a particularly promising and active area for types (i) and (ii) plasma processes
[14, 15, 26, 49] because polymers are now used for cell-culture plates, vascular and
hip-joint prostheses, contact lenses and drug-delivery systems, to name only a few
examples. An important class of plasma-functionalised surfaces in the biomedical
context are nitrogen (N)-rich ones; this laboratory has pursued both methodologies
(1)[3, 31, 32, 172] and (ii) [49, 52, 53] for this type of research in the recent past.
However, for reasons related to higher surface concentrations of nitrogen, [N], and
improved stability towards « ageing » [9, 10}, we now favour plasma polymerisation,

both under partial vacuum (typically a few tens of Pa) [9] and using DBD at atmos-
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pheric pressure [10, 49]. In a recent study, we compared N-rich plasma-polymerised
ethylene (PPE:N) films deposited in low-pressure radio-frequency (r.f.) discharges
(which we call « L-PPE:N ») with their high (atmospheric)-pressure counterparts
(designated « H-PPE:N ») [10]. While many similarities were noted between the
two, there are also important differences, for example the ready ability to deposit
H-PPE:N coatings on large surface areas and at much higher deposition rates. The
present research had a twofold objective, namely to extend the earlier work on the
very promising family of « H-PPE:N » coatings to organic precursors other than
ethylene (CyHy), and to continue in greater depth the structural characterisation of
N-rich plasma polymers (henceforth designated « PP:N »). A particular aim in the
latter regard is to elucidate which N-bearing functionality(ies) contributes most to
the observed strong bioactivity of PP:N, an open question in the current literature
[15, 26]. Considering that plasma « polymers » do not possess a simple repeat unit

and the fact that their elemental compositions can vary continuously over broad

‘ranges [9, 10, 49] detailed characterisation of their structures is very challenging.

As will be shown presently, we assembled a particularly broad inventory of comple-
mentary analytical techniques for the study of PP:N, not only of PPE:N but also
of two new families « PPM:N » and « PPA:N », respectively obtained by replacing
CoH, with methane (CHy) and acetylene (CoHy).

3.2.2 Experimental Methodology

3.2.2.1 Deposition of PP:N Coatings

As mentioned above, beside the « PPE:N » family of N-rich plasma polymer (« PP:N »)

coatings, the present research also examines two new families, those based on me-
thane (CH,) and acetylene (CoHy) « monomers », replacing the ethylene (CyHy)

used for depositing PPE:N ; accordingly, those two new classes of coatings are
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henceforth designated PPM:N and PPA:N, respectively. The DBD apparatus and
methodology employed here was largely the same as that described and illustrated
earlier by Girard-Lauriault et al. [49]. Briefly, the apparatus used for depositing
PP:N films comprised a cylindrical, dielectric-coated stainless steel high-voltage
(HV) electrode and a grounded, planar Al electrode on which reposed a 300 x
240 mm, 2 mm-thick glass plate that served both as substrate and as a second
dielectric layer (see more below). The gap between the two was typically 1 mm.
The electrode system was housed inside a hermetic, transparent plastic enclosure
in order to maintain a controlled composition of gas flow at atmospheric pressure.
The lower (planar) electrode and glass plate were moved back and forth under
the HV electrode at precisely controlled speed, 10 mm/s, for up to two dozen
cycles, depending on the desired PP:N film thickness, usually about 100 nm, the-
reby ensuring a uniform coating thickness on the entire area of the substrate. The
precursor gas mixture comprised a flow of nitrogen (N,, Fy, = 10 standard liters
per minute, slm) and hydrocarbon (« C;Hy, » : CHy, CyHy, or CoHy - Fo, o, =
5 to 70 standard cm®/minute, sccm), controlled by electronic mass flow control-
lers; the gas mixture ratio, X, is the ratio of hydrocarbon to nitrogen flow rates :
X = (Fe,u,/Fn,) x 1000. The mixture was introduced into the discharge zone
between the HV electrode and the glass plate by means of a special gas diffuser.
The roughly 1 cm wide plasma zone was generated with a commercial power source
and transformer (Enercon Industries, model LM2727-03, 450 kVA maximum out-
put) at a typical frequency of 10 kHz and peak-to-peak voltage of 18 kV. After the
substrate was carefully pre-cleaned with isopropyl alcohol, it was introduced into
the DBD enclosure and the latter was then purged with the precursor gas flow for
several minutes. Following this, the discharge was initiated and monitored visually
and with a digital oscilloscope, the voltage and current being measured with the
help of a resistive probe (Tektronix, model P6015A) and a 50 Ohm resistor, res-

pectively. Most deposition experiments were carried out on the glass substrates;
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for some types of analyses, milligram-quantities of samples were required. This was
accomplished as follows : « Flakes » of PP:N were produced and harvested shortly
after deposition, by scraping the roughly 100 nm thick coating off the 700 cm? glass
surface with a sharp (razor) blade; about 10 mg-quantities of flakes were thereby
produced during a typical deposition run. Samples for certain other types of cha-
racterisation studies were also deposited on single-crystal silicon wafers, henceforth
« ¢-Si » (TopSil, [111] boron-doped, 5 cm diameter, 240 pm thick); more will be
said later about sample handling. Hereafter, particular film coatings will be refer-
red to as PPY:N(X), where Y is either M, E, or A (see above) ; thus, for example,
PPE:N(1) refers to a coating deposited from a mixture comprising 10 slm of Ny

and 10 sccm of ethylene (i.e. a gas mixture ratio, X = 1).

3.2.2.2 Characterisation Studies

In this research, we have had recourse to a number of powerful complementary tech-
niques for characterising the composition and chemistry of the various PP:N depo-
sits. Techniques reported in the literature include commonly-used high-resolution
XPS; unfortunately, the wide variety of functional groups generally encountered
in plasma polymers does not permit their direct unambiguous identification. Ho-
wever, the chemical derivatisation reaction of primary amines with 4-trifluorome-
thylbenzaldehyde (TFBA), enables one to estimate the relative surface content
of this particular functional group in PP:N by XPS, thanks to the bonded fluo-
rine [27]. Near-edge X-ray absorption fine structure (NEXAFS) spectroscopy is a
potent technique for identifying unsaturated groups [33, 35, 37, 44, 144-147, 173~
175] while Fourier transform infra-red spectroscopy (FTIR) can be used to analyse
peaks that are isolated on the background, for example the nitrile (or cyano-, -
1

C=N) and isonitrile (or isocyano-, -N=C) constituents in PP:N near 2200 cm™

[48, 126, 127]. Elemental compositions of PP:N samples can be determined by gas
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chromatography of the volatile reaction products following total combustion of the
PP:N samples. All taken together, the characterisation methods listed above have
permitted semi-quantitative analyses of the major functional groups encountered
in the three families of PP:N coatings. We now present details of these various

techniques.

3.2.2.2.1 XPS and Chemical Derivatisation PP:N films were characteri-
sed by XPS at most 5h after deposition, using a Kratos Axis Ultra system with
a non-monochromatic Mg Ka radiation. The spectra were acquired normal to the
sample surface; in the case of high-resolution spectra, binding energies were refe-
renced to the aliphatic carbon 1s component at BE = 285.0 eV [134], to correct for
charging. The energy scale of the spectrometer was calibrated following the ISO
TC/201 SC7 international procedure. Throughout this article, we will be referring
to the relative elemental concentrations, [E], (for the detected elements, of course
excluding the undetectable hydrogen) of nitrogen, oxygen and carbon determined
by XPS, [N]xps, [O]xps and [C]xps, which were calculated from equation (2.4)
hereunder using broad-scan spectra over the 0-1200 eV binding energy range, with
a pass energy of 50 eV [10, 49]. Core-level spectra were analysed using Casa XPS
software version 2.2.99, a Shirley-type background and sensitivity factors from the

Kratos tables.

E
El= ———— x 100% 24
Fl=%707¢0 ’ (24
The relative surface concentration of primary amines, [NH,]/[N], [NH,}/[C] or sim-
ply [NHy], the species believed to be most responsible for biological activity (cell
adhesion) [3, 15, 26], was determined using the method described by Favia et al.[27]

using the formulae we presented elsewhere [10]. Data acquired by XPS survey spec-
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tra of both derivatised and non-derivatised samples were combined to calculate the
above-mentioned quantities : The selective reaction of trifluoromethylbenzaldehyde
(TFBA, Alfa Aesar) vapours with primary amine (-NHz) groups at the surface co-
valently links TFBA via an imine bond ; this reaction was complete after 3 hours,

as reported in ref. [10], along with other details of the particular methodology used.

3.2.2.2.2 NEXAFS Spectroscopy The acquisition of NEXAFS data was car-
ried out at the HE-SGM monochromator dipole magnet beam-line at the syn-
chrotron radiation source BESSY II (Berlin, Germany). Spectra were acquired at
the C and N K-edges in the Total Electron Yield (TEY) mode [144]. The resolu-
tion, £//AE, of grid 1 of the monochromator at the carbonyl 7* resonance of CO
(hv = 287.4eV) was found to be in the order of 2500. The slit-width used was
150 pm. Raw spectra were divided by the monochromator’s transmission function,
which was obtained with a freshly sputtered Au sample [144]. All spectra were re-
corded at an angle of 55°, measured between the surface plane of the sample and the
direction vector of the incident linearly polarised light beam. Energy alignment of
the energy scale was achieved by using an I feature referenced Cls— m* resonance
measured with a pyrolytic graphite sample (Advanced Ceramic Corp., Cleveland
OH) at 285.4 eV [145]. Spectra are shown with the pre-edge count rate subtrac-
ted, and after normalisation in units of the absorption edge jump [144]. Finally, we
should mention that NEXAFS spectroscopy in the electron yield mode and XPS

possess rather similar surface sensitivities in the low nm range.

3.2.2.2.3 Elemental Analyses (EA) Samples of flakes (scraped from the
glass substrate as described above) were prepared and subjected to elemental ana-
lyses (EA) as follows : About 2 mg samples of PP:N flakes were precisely weighed

and placed in small tin cups before being inserted into the auto-sampler of the EA
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apparatus (EA 1108 CHN, Fisons Instruments). At given time intervals, the tin
cups dropped into a quartz reaction tube in an oven at > 1000°C. At this time, the
helium carrier-gas was temporarily enriched with pure oxygen, causing instanta-
neous combustion of the sample. Total combustion into COy and H,O was assured
by passing the gas mixture through a bed of anhydrous WO3; powder. The mixture
then traversed a bed of hot copper wires, thereby removing possible excess oxygen
and reducing oxides of nitrogen to molecular nitrogen. The (cooled) gas mixture
was then introduced into a chromatographic column under constant flow rate of
helium carrier, in order to be separated, eluted and analysed by a thermal conduc-
tivity detector. The signals corresponding to each element (carbon, hydrogen and
nitrogen) were related to the absolute mass content of that element in the original
sample. The concentration of oxygen in the PP:N sample, the only other element
detected by XPS, could be deduced by way of a mass balance. From the mass
content (in percent) of element « E », mg, we deduced the atomic content (also
in percent), Ag. Based on the Ap values, it was then possible to write a chemical

formula for 100 atoms of the particular PP:N sample, as follows :

CpoNayOaoHa, (3.3)

As each C atom could form 4 half bonds, each N atom 3, each O atom 2, and each
H atom one single half bond, we were able to calculate the total number of bonds

in our 100-atom chemical formula, B, as follows :

B 4Ac + 3AN + 240 + Ag
B 2

B

(3.4)

which, in turn, allowed us to rewrite the general chemical formula for this particular

PP:N, but now based on 100 covalent chemical bonds :
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Cac/Bx100V Ay /Bx1000406/Bx100H 44 /Bx 100 (3.5)

The relative degree of unsaturation of the material per 100 covalent bonds, I, can
be derived directly from the chemical formula. This quantity, /, is a measure of the
number of 7 bonds and closed rings in the material’s structure. It is evaluated by
comparing the number of H atoms in the corresponding « completely-saturated »
chemical formula (2 H for each C, 1 H for each N) to the number of H atoms in
the chemical formula of the PP:N sample, where two missing H atoms correspond
to one unsaturated bond. For the case of PP:N material with the general chemical
formula given by (3.3), I can be calculated from eq. 3.6, an approximation of the
general unsaturation formula for macromolecules, but in which hydrogen atoms at

chain ends are not taken into account :

I — ((2A¢ + An) — An)
2

(3.6)

By calculating I for expression (3.5), we obtain the percentage of unsaturated bonds
in PP:N, valuable new information in the task of elucidating the material’s complex
structure, and to the best of our knowledge without precedent in the literature on
plasma polymerisation. We have assumed in the foregoing that PP:N films were
of homogeneous composition throughout their thickness, an assumption that has

largely been substantiated by our experiments.

3.2.2.2.4 Infrared Spectroscopy PP:N samples deposited on the glass sub-
strate were prepared for infrared spectroscopy using two different procedures, the
purpose being to investigate the relative merits of each for quantification of func-

tional groups.For both techniques, PP:N flakes were used (see above). In addition,
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powders of poly(acrylonitrile), PAN (99%, Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville
ON) and toluenesulfonylmethyl isocyanide, TOSMIC (99%, Sigma-Aldrich) were
used as standards for measuring the concentrations of nitriles and isonitriles, res-
pectively. In the second method, exact mixtures comprising 2 mg of PP:N flakes
with 150 mg of dry KBr powder were placed in a pellet press (13 mm diameter) and
compressed under 6 tonnes for 10 minutes, thereby producing translucent pellets
for transmission-FTIR analyses. The last method comprised dissolving exactly 2
mg of PP:N flakes in 1.5 g of dimethyl sulfoxide, DMSO (purity = 99.9%, Sigma-
Aldrich). The resulting solution was introduced by syringe into the inter-window
gap of a special liquid cell for IR spectroscopy, equipped with ZnSe windows (Pike
Technologies, Madison WI). The said gap was kept constant by means of a 200
pm thick Teflon™ spacer. All samples were analysed using a FTIR spectrometer
(Bio-Rad FTS-3000 Excalibur Series) equipped with a deuterated triglycine sulfate
(DTGS) detector. The ATR mode was used for the first set of samples, while the
transmission mode was used for the latter two. In each case, background spectra
were taken using the same methodologies, but in the absence of the PP:N ana-
lyte (in the case of ATR, the germanium crystal was exposed to ambient air) .
Semi-quantitative data were acquired by determining molar absorption coefficients
for nitriles and isonitriles using the above-mentioned standard materials, PAN and
TOSMIC, respectively. Pellets and solutions were prepared over relevant ranges of
concentrations, and corresponding IR spectra were acquired. The absorbance areas
under the 2200 cm™" (nitrile, isonitrile) peaks of standard materials, Ag , were
plotted against their molar concentrations (Cg, in moles of nitrile or isonitrile per
liter of solvent) in the solutions or pellets. Knowing the path length, I, the molar
absorption coefficients, €,could then readily be deduced from the observed linear re-
lationships, a modified Beer-Lambert law where absorbance at a single wavelength

is replaced by the absorbance area over a broad range of wavelengths.
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AS = ECS (37)

This will be shown and discussed in detail later (section 3.2.3.2.3). If this method
is to provide valid semi-quantitative data, we must assume that € is constant in
all of the materials. We believe that this is a reasonable assumption since it was
demonstrated earlier that nitrile groups with similar environments in different mo-
lecules have very similar absorption coefficients {162]. Spectra of PP:N in the form
of pellets or solution were acquired and their peaks in the region of 2200 cm™! were
fitted using the procedure described by Mutsukura [126, 127]; this allowed us to
separate the contributions from the nitrile and isonitrile functionalities within the
2200 cm™! IR peak envelope. Finally, the [CN]/[N] (nitrile) and [NC]/[N] (isoni-
trile) ratios were evaluated from IR peak areas and elemental analysis (EA) data :

Starting from the general chemical formula 3.3, we derived that based on a single

N atom, eq. 3.8, and calculated the resulting « molecular weight », M, 1n

CacjanN10apjanHay ay (3.8)

The concentrations of nitriles and isonitriles, [CN] and [NC]|, were calculated using
their fitted peak areas, Acy and Anc, respectively, and the exactly-measured
masses of PP:N powders used in the preparation of the pellet or solutions, Wpp.y,

eq. 3.9 :

CN] Aoy
[N]  eWpp.y

X My~ (3.9)
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3.2.3 Results and Discussion

3.2.3.1 Elemental Compositions

Figures 3.9 and 3.10 show the concentrations of nitrogen, [N], (the most important
element in the context of this investigation) and those of the four constituent ele-
ments of all three types of PP:N deposits (C, H, N, and O), respectively. Figure
3.9, based on XPS broad-scan spectral analyses, presents elemental concentrations,
[E], based on expression (2.4). It should be emphasised that in order to avoid over-
crowding Fig. 3.9, [C] and [O] trends that strongly resemble those shown in Fig.
3.10, have deliberately been omitted. Figure 3.10, based on EA, shows the absolute
mass contents of C, N, H, and O being determined by mass balance as described in
section 3.2.2.2 above; it is noteworthy that [O] values determined this way were in
excellent agreement with their broad-scan XPS counterparts. It is now well known
[33, 35, 44, 49] that the observed small (typically a few at. %) [O]-content in the
deposits can be explained by the reactions of long-lived radicals, when the deposits
are brought in contact with atmospheric O, or water vapour. Total elemental ana-
lyses of hydrocarbon-based plasma polymer films, ones that include the ubiquitous
hydrogen, are exceedingly rare in the literature. In the present case, this has of
course been possible due to the fact that we could readily produce the required
multi-milligram quantities of analytes for EA by virtue of high PP:N deposition
rates (DR) and « large » areas of homogeneous deposits following the methodology
described in section 3.2.2.1 and previously detailed [49]. DR values for PP:N, pre-
sented elsewhere [10, 49], were typically in the range of several hundreds of nm per
minute, at least 20 times higher than those in comparable low-pressure plasma po-
lymerisation experiments. DR was found to vary systematically with X (or Fe,m,),
decreasing about five-fold when X decreased from 4 to 0.5 [10]. Also in regard to

Fig. 3.10, it is noteworthy that the [E] values taken on a vertical line (i.e., for a
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F1GURE 3.9 Concentrations of nitrogen, [N] in at.%, determined by XPS, versus gas
flow ratio, X (see text), for the three PP:N families : PPM:N (« M », o), PPE:N
(« E», A), and PPA:N (« A », O).

given value of X or F¢,g,) yield the chemical formula of that particular PP:N film

based on 100 atoms (i.e. formula (3.3) in section 3.2.2.2).

Both Figs. 3.9 and 3.10 display clearly different characteristics among the three
« monomer » families : [N] is seen to decrease with rising values of X (F¢,n,),
more so for PPE:N and PPA:N than for their (nearly-constant) PPM:N counter-
parts (Fig. 3.9). [N] values are seen to follow the same trends in Figs. 3.9 and 3.10,
as expected, and the estimated experimental uncertainties (see error bars, which
correspond to the standard deviation calculated for a few conditions on each of the
graphs) are also quite similar for XPS and EA-based measurements (about 5%),
but the « real » (absolute) values of [N] are those in Fig. 3.10, since hydrogen is ta-
ken into account here. From Fig. 3.10a we note that the elemental compositions of
PPM:N films varied little when X ranged from 1 to 7 (corresponding to Fep, bet-
ween 10 and 70 sccm, respectively) ; these possessed the highest [N] values (about

25 at.% on average) among the three PP:N families, over the entire range of compo-
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FIGURE 3.10 Concentrations (in at.%) of all constituent elements of PP:N films,
as determined by Elemental Analysis (« EA », see text), versus the gas flow ratio,
X : (a) « M » PPM:N; (b) « E »- PPE:N; (¢) « A »- PPA:N; hydrogen (H,o),
carbon (C,0), nitrogen (N,A), oxygen (O,O).
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sitions. Figures 3.10b and 3.10c show rather different behaviours for the respective
PPE:N and PPA:N deposits, namely the already-mentioned monotonic drops in
[N] with rising X or Fc, g, accompanied by increasing values of [C] and [H]. It is
interesting to note that the [H]/[C] ratio in the PP:N films is related to that of the
corresponding « monomer » (C,H, ), and that this ratio is nearly constant among
films of the same family, namely 1.7, 1.4 and 1.0 for PPM:N, PPE:N and PPA:N,
respectively, while y/x = 4, 2 and 1 for their corresponding monomers. The loss of
hydrogen, due to molecular fragmentation in the plasma, comes as no surprise. As
already mentioned in section 3.2.2.2 (« EA »), the degrees of unsaturation, I, of
all PP:N films can be evaluated directly from their elemental analyses; the reader
is reminded that I corresponds to the total fraction (percentage) of unsaturated
bonds, both 7 bonds and closed rings. This parameter, calculated using expression
(3.6), is presented in Fig. 3.11. While no important differences can be noted bet-
ween PPM:N and PPE:N samples, for which I values were between 13% and 17%,
the PPA:N family was clearly more unsaturated, with values between I = 19% and
23%. This is in keeping with the extreme unsaturation (triple bond) in the latter
monomer, acetylene. More will be said later in this article about the specific nature

of unsaturation in PP:N film samples.

3.2.3.2 Chemical Functionalities

3.2.3.2.1 XPS and Chemical Derivatisation Previous high-resolution XPS
analyses of PP:N coatings suggested the presence of several types of functionali-
ties, namely amines, nitriles, imines, amides, as well as hydroxyl, ether and carbonyl
groups [9, 10, 49]. However, since the component peaks of the Cls, N1s and Ols
envelopes cannot be fully resolved, even when using monochromatic Al Ka radia-
tion, the chemical characterisation of PP:N coatings containing only O- and N-

hetero-atoms bonded to carbon based on XPS alone is neither straightforward, nor
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FIGURE 3.11 The unsaturation parameter, I (see eq. 3.6 in text) versus gas flow
ratio, X, for the three PP:N families : PPM:N (« M », o), PPE:N (« E», A ), and
PPA:N (« A », 0O0).

unambiguous [49, 134, 173]. For these reasons, it is necessary to resort to other,
complementary techniques capable of specifically addressing functionalities that
are known (or likely) to be important structural constituents. Considering the low
concentrations of O-containing functionalities, one such component in PP:N films
are primary amines (-NHy), which can be labelled using chemical derivatisation ; in
Fig. 3.12 we show a plot of the « amine selectivity », the fraction of total [N] bonded
in the form of primary amines, [NHy]/[N], along with the absolute amine concen-
tration, [NHy], calculated using XPS data (eq. 2.4), both as a function of X for the
three families of PP:N plasma polymers. Other authors generally chose to report
amine content based on 100 carbon atoms (i.e., [NHy|/[C], in %) [26, 27]; however,
it is felt that the value based on eq. 2.4, [NH;], is better suited for describing the
present PP:N families, since it is truly proportional to the primary amine content
over the entire possible range of [N] values, including very high ones encountered

in PPM:N. Clearly, the [NH,]/[C] parameter is unsatisfactory when many nitrogen
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FIGURE 3.12 Contribution of primary amines to the total nitrogen content,
[NH,|/[N], the so-called « amine selectivity » (open symbols), and the total amine
content, [NHs], based on XPS analyses (full symbols), both versus gas flow ratio,
X : PPM:N (o,e), PPE:N (J,l) and PPA:N (),4).

atoms are incorporated into the molecular network and effectively replace carbon
atoms; at that point [C] can no longer be considered as a meaningful constant

reference.

In all three cases, the selectivity ([NHz]/[N]) is seen to have increased with rising X,
but the PPE:N values are about twice those for PPA:N, with PPM:N data falling
between the other two. However, remembering from Fig. 3.9 that [N] was roughly
constant only for PPM:N films, but decreased in the other two cases, it follows that
[NH,] values were highest for the PPM:N family, and only here does one observe

an increase of [NHy| with rising X.

3.2.3.2.2 NEXAFS Spectroscopy In order to help further elucidate types of
chemical functionalities in the PP:N films, electron yield NEXAFS spectroscopy

was used. This method, in addition to being surface-sensitive, can provide molecu-
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lar information that is complementary to XPS, in particular regarding unsaturated
moieties. Figures 3.13a and 3.14a show typical examples of C and N K edge spec-
tra, respectively, obtained using selected N-containing conventional polymer films,
namely PAN (a reference for nitriles), and PEI (a reference for amines). Figures
3.13 and 3.14 also present typical spectra of PP:N films corresponding to different

X values, as indicated.

Assignments of the resonances that appear in the spectra have been made with
reference to literature data for films of PAN, PEI, and methylene-bis-diethylaniline,
the latter being another reference for primary amines [146]. The broad pre-edge
feature in the range 285 to 286 eV of the carbon K-edge spectra (Fig. 3.13b,c,d)
of the PP:N films is due to a superposition of at least two components, the one
near 285 eV being typical of transitions to 7* orbitals related to phenyl rings and
non-conjugated double bonds [33, 35, 44]. This interpretation is supported by the
spectrum of a previously-reported plasma polymer, prepared with pure ethylene
[9, 10] and well known from other studies of plasma polymerised ethylene [147,
174). Figure 3.13 reveals the existence of 7*(C=C) resonances for all PP:N films.
Furthermore, Shard and co-workers [37, 173] reported a m— 7*(C=N) resonance
near 285.5 eV, which may also be found in all of the present PP:N spectra. The
feature at ~ 286.8 eV, clearly evident in PAN, is therefore assigned to a Cls—
m*(C=N) resonance. The spectra of all PP:N coatings also reveal that resonance,
but at different intensity levels, least intense in PPM:N and most intense in PPE:N
and PPA:N samples with the highest [N] values. Careful inspection of the difference
spectra (see, for example, the one for « A(0.5-6) » given in Fig.3.13c) reveals a clear
feature at 286.8 eV. This helps to confirm the interpretation that related shoulders
in the C K-edge spectra of all samples, for example that in the « 0.5(26) » PPE:N
spectrum, are due to the existence of C=N bonding in all these cases. Since all PP:N

coatings contained up to 6 at.-% [O], the feature at ~286.8 eV likely also includes
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FIGURE 3.13 Carbon K-edge NEXAF'S spectra of : a) reference polymers, PEI and
PAN (see text); b) PPM:N; ¢) PPE:N; and d) PPA:N samples. For any given
spectrum, two numbers are shown, where the first refers to the particular X value
used for the deposition ; the second number (in brackets) refers to the value of [N]
for that sample, taken from Fig. 3.10. The lowest (« A » or « difference ») spectra
in Figs. 3.13b,c,d are subtractions of the two spectra corresponding to the indicated
X values. Spectral features are tentatively assigned and explained in the text. The
difference spectra are given in order to highlight the trends of spectral changes with

varying [N].
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FIGURE 3.14 Nitrogen K-edge NEXAFS spectra of a) reference polymers, PEI
and PAN (see text); b) PPM:N, ¢) PPE:N and d) PPA:N samples. For any given
spectrum, two numbers are shown, where the first refers to the particular X value
used for the deposition ; the second number (in brackets) refers to the value of [N]
for that sample, taken from Fig. 3.10. The lowest (« A » or « difference ») spectra
in Figs. 3.14b,c,d are subtractions of the two spectra corresponding to the indicated
X values. Spectral features are tentatively assigned and explained in the text. The
difference spectra are given in order to highlight the trends of spectral changes with
varying [N].
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some minor contributions from carbonyl groups, usually found in this position
[174]. Amide groups may contribute a #* resonance at 288.2 eV [37]; probably,
they also co-exist in the films as manifested by the bonded oxygen. Other features
above ~288.2 eV can be attributed to Cls— o¢* transitions for C-H, C-C/C-N,
and C=C/C=N bonds [35, 37, 173]. The N K edge spectra shown in Fig. 3.14
provide further unequivocal information. The resonant feature at 399.8 eV, clearly
related to C=N groups, is very intense in the spectra of PAN, PPM:N and of lower-
[N] (high-X) PPE:N and PPA:N samples. Oran et al. [35] conducted an extensive
review of N K-edge data in the literature and provided additional experimental
results that showed the lowest resonance near 398.7 eV, also found here for all
PP:N films, to be most likely due to imine-like N-species. But, the same authors
reported that conjugated C=C-C=N moieties (as in acrylonitrile) also provide a
manifold of resonances with an intense component at this same low energy [35]. The
feature at ~401.2 eV is certainly associated with aliphatic amine environments,
as evidenced by comparison with the N K-edge spectra of PEI, methylene-bis-
diethylaniline [146]. However, one should not forget that the peak at 401.2 eV may
also contain contributions from an amide 7* resonance [37, 175] as revealed too,
for example, by N K-NEXAFS study of an acrylamide polymer, piPAAm [37, 173].
Figure 3.15 shows that integration of areas under selected pre-edge 7* features
allows one to discern certain trends in the PP:N film chemistries as a function
of X, the feed gas compositions. Areas were estimated for those resonances by
peak fitting the pre-edge spectral sections using mixed Gaussian-Lorentzian shapes
and after subtraction of a supposed polynomial background representing the low-
energy extension of the absorption edge. Unfortunately, owing to the unknown
shapes of the absorption edges, this is only straightforward for the case of resonant
7* features that are sufficiently far below the absorption edges, for instance the
Cls— 7*(C=C), the N1s— 7*(C=N) and — 7*(C=N) resonances, for which results
are shown in Figs. 3.15a,b,c for PPM:N, PPE:N, and PPA:N, respectively.
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To summarise, NEXAFS results harmonise with our earlier XPS data in that they
indicate that all PP:N coatings contained several types of functionalities, namely
aliphatic amines, nitriles, imines, and possibly amides. They also contained unsa-
turations (C=C, aromatic C or N), and quite likely cross-links (although the latter
could not be detected either by XPS, nor by NEXAFS). However, PP:N films with
very high [N] values manifested NEXAFS spectra that differed significantly from
those with lower [N] contents (higher X values). The latter films had higher re-
lative nitrile contributions, and these increased significantly with diminishing [N},
especially for PPE:N and PPA:N (see Fig. 3.15b,c). Furthermore, molecular infor-
mation from NEXAFS shows only minor effects when X is increased from 3 to 7 for
PPM:N films, a result that agrees nicely with the corresponding IR results in Fig.
3.16 (see below). Another observation is that the molecular NEXAFS finger-prints
of the PPM:N films for X = 3 or 7, characterised by [N] near 25 at.%, are rather
similar to that obtained for the PPE:N(0.5) film, [N] = 26 at.%, but different from
PPA:N at low X and high [N]. A similar but less obvious observation can be made
on the basis of IR spectra (Fig. 3.16).

3.2.3.2.3 Infrared Spectroscopy Figure 3.16 shows the IR spectra corres-
ponding to PPA:N (a), PPE:N (b) and PPM:N (c) samples, with the highest,
lowest, and intermediate [N] values in all three cases; all spectra were obtained by
transmission-mode FTIR spectroscopy using the KBr pellet samples. For improved
clarity, the spectral baseline was flattened and the absorbance above 4700 cm™!
was set at zero; also, all intensities were normalised with respect to the weight
fraction of analyte in each pellet. Since precise assignments of various IR bands
can be difficult in the case of organic solids, particularly plasma polymers with
both N and O bonded to carbon, we compare spectra of several PP:N deposits

with increasing [N] values. Clearly, all of these spectra presented similar features,

regardless of the particular monomers, namely six distinct absorption bands : 1.
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3700 - 3050 cm~!, N-H stretch; II. 3000 - 2800 cm~!, C-H stretch; III. 2250 -
2100 cm~!, C=N stretch; IV. 1800 - 1500 cm~! C=C, C=N stretch; V. 1500 -
1300 cm™!, CH,, CHj bending ; and VI. 1240 - 1100 cm ™', C-N stretch [9]. Similar
absorption features were also reported by other authors for the case of « a-C :H-
N » films, deposited by low-pressure plasma polymerisation of hydrocarbons mixed
with Ny or NHj [48, 126, 127]. Except for PPE:N X <2 and the highest- X PPA:N,
[O] values were always low (< 6%) with regard to [N], and since the intensities
of bands I, TIT and IV increased noticeably with rising [N] (see Fig. 3.16), it is
believed that these three bands resulted from N-containing groups; therefore, we
disregard possible spectral contributions from O-containing functionalities. Since
we have provided detailed assignments of all bands in a previous article [9], we limit
ourselves here to a brief summary. The broad band I is attributed mostly to amine
groups of different orders. Adjacent to band I, band II comprises a convolution of
contributions due to aliphatic CH groups. Band III is broad and usually assigned
to nitriles ; however, comparison with PAN spectra (not shown here) proved that it
also contains contributions from iso-nitriles (-N=C). This is confirmed by the work
of others, for example Mutsukura et al.[126, 127] who identified several Gaussian
features in this spectral region for the case of their a-C :H-N films deposited from
low-pressure r.f. discharges in CH, /N, mixtures. A detailed analysis of this band is
presented below. The assignment of band IV is somewhat speculative, the likeliest
contributions being C=C or C=N stretching modes and N-H bending modes.[9]
Finally, bands V and VI are attributed to disordered, highly branched aliphatic

chains and to amine groups, respectively.

As mentioned above, band III has specifically been attributed to a combination
of nitriles and isonitriles; Fig. 3.17 shows an example close-up of band III (for
the case of a PPM:N(7) sample), including the Gaussian sub-peak components.

Peak-fitting and the attributions of sub-peaks was achieved here by using stan-
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FIGURE 3.16 Transmission infrared spectra from KBr pellet samples (see text) : (a)
PPM:N; (b) PPE:N; (c¢) PPA:N. For any given spectrum, two numbers are shown,
where the first refers to the particular X value used for the deposition; the second
number (in brackets) refers to the value of [N] for that sample, taken from Fig.

3.10.. The bands labelled by Roman numerals are identified and discussed in the
text.
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dard peak-fitting software (Casa Software, Teignmouth UK), which thereby also
can yield semi-quantitative information about those species, as follows : At first,
calibration curves were obtained from the IR spectra of the standard materials in
solutions and in KBr pellets, at different concentrations, namely PAN for nitriles
and TOSMIC for isonitriles, as described in section 3.2.2.2.4 (see Fig. 3.18). The
slopes of the two straight-line plots in Fig. 3.18 allow us to determine the molar ab-
sorption coefficients using eq. 3.8, namely 25.5 L.mol~*.cm™! and 366 L.mol~!.cm™!
for nitrile and isonitrile, respectively ; in other words, isonitriles absorb 14 times
more strongly than their nitrile counterparts at equal concentrations. These data
were, in turn, used to estimate the concentrations of nitriles and isonitriles in the
PP:N samples (either in solution or in KBr pellets, depending on the materials’ so-
lubilities). However, a complete quantitative analysis of those sub-species was not
possible, because their absorption coeflicients were clearly not the same when going
from the standard materials to the crosslinked plasma polymer samples. Instead,
assuming that the same linear relationships and absorptivity ratio as in Fig. 3.18
apply also for the case of PP:N films, we conducted a semi-quantitative, compara-
tive analysis, presented in Figure 3.19. It shows that for PPE:N and PPA:N, [CN]
and [NC] respectively increase and decrease with rising X, and that both remain
relatively constant in PPM:N. Both nitriles and isonitriles were found at higher
concentrations in PPA:N, while their (lower) concentrations were similar in PPE:N
and PPM:N. Since both of these functionalities comprise a double unsaturation,
their concentrations are directly correlated with the unsaturation parameter, I,
presented in Fig. 3.11. As will be discussed later, these results show good agree-
ment with their NEXAFS counterparts, but the latter cannot distinguish between

the two functionalities.

Noteworthy is the observation that in all PPM:N, PPE:N and high-[N] PPA:N

films, band III sub-peaks could only be attributed to nitriles and isonitriles, while
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FI1GURE 3.17 Deconvolution of peaks in the IR absorption band assigned to nitriles
/ isonitriles, centred near 2200 cm~!, using the method of Mutsukara et al. (see
text) ; this is the spectrum of a PPM:N(7) sample. Sub-peaks 1 and 2 correspond
to nitrile absorption features, 4, 5, and 6 to those of isonitriles.

in low-[N] PPA:N, some new features appeared during the fitting procedure; these
could be attributed to azide groups (N3, 2028 cm™') and allenes (-C=C=C-, 1946

em™1).

3.2.3.3 Stability of PP:N Coatings

A major concern when using plasma-engineered surfaces in biomedical applications
is their stability in aqueous media normally used for cell culture. It has been found
that several N-containing plasma polymers can become soluble in water and other
polar solvents such as ethanol, if a high amine concentration is achieved through
« mild » plasma conditions (low power input, low duty cycle) [9, 36, 38, 39]. This is
believed to be due to the combination of high surface energy, resulting in a strong

affinity of the deposited material towards polar solvents, and the relatively low de-
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FIGURE 3.18 Absorbance peak areas under the IR absorption band near 2200 cm ™!
versus concentrations of nitile, [CN], and isonitrile groups, [NC], for the case of
reference materials, PAN and TOSMIC, respectively (see text). The upper line, for
[NC], was obtained using various concentrations of TOSMIC dissolved in DMSO
(o) ; the lower line plot relates to different concentrations of PAN in DMSO solution
(0) or in KBr pellets (A), see text.
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TABLEAU 3.1 Solubility of PP:N deposits in common organic solvents. Solvents
are placed in the general order of increasing polarity from top to bottom. PP:N
samples tested were those with the highest [N] values. Check marks indicate ready
solubility, while crosses signify the opposite.

Solvent PPM:N PPE:N PPA:N
Diethylether
Chloroform
Dichloromethane
Acetone

Ethyl Acetate
Acetonitrile
Thetrahydrofuran
Isopropanol
Ethanol

Methanol

Water
Dimethylformamide
Dimethylsulfoxide

T R - T o T o

L R R

QQQQQQNNNNNNN

grees of polymerisation and cross-linking resulting from « mild » plasma conditions.
Therefore, in order to verify the stability of PP:N towards liquid environments,
PP:N flakes were immersed in several common solvents of varying polarities and
capacities for hydrogen bonding, of course including water. This was done for per-
iods of 24 h, after which possible solubility was assessed ; the results are presented
in Table 3.1. Clearly, PPM:N was soluble in seven of the thirteen solvents investi-
gated : alcohols, water, and the strong organic solvents dimethylformamide (DMF')
and dimethylsulfoxide (DMSO). PPE:N films were insoluble in alcohols and water,
but readily dissolved in DMF and DMSQO, while PPA:N was stable towards all of
the solvents. Therefore, the solubility of the various PP:N samples in polar solvents
appears to be strongly linked with their degrees of unsaturation, the concentrations
of polar moieties such as primary amines, and also levels of cross-linking and the

presence of oligomers (low molecular weight fractions) [9].
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A second important concern about plasma polymers is their possible temporal in-
stability, commonly referred to as « ageing ». Examples of possible effects include
oxidation of dangling bonds and of unstable functional groups, and entropy-driven
reorganisation of the near-surface regions, the latter being termed « hydrophobic
recovery ». [1, 9, 38, 176]. In the case of plasma polymers, as opposed to surface
grafts, hydrophobic recovery is less pronounced [9, 177], due to higher cross-linking
and near-uniform composition across the layer, contrary to plasma-modified poly-
mers. However, the same qualitative manifestations of ageing (oxygen uptake and
nitrogen loss) were reported for N-containing plasma polymers during the first two
weeks of normal storage [9, 15, 40]. Figure 3.20a presents the evolutions of [N] and
[O] observed over a 336 hour (two week) period, for samples of each of the three
PP:N materials. Small decreases and slight increases, almost indistinguishable from
experimental errors, were observed in [N] and in [O], respectively, over the course
of the ageing period, not inconsistent with previous findings from this and other la-
boratories [9, 15, 40]. However, [NH,| values were found to undergo rapid decreases
during the first 24 hours, before stabilising at some fraction of the original values
(Fig. 3.20b), again as reported earlier [9, 10]. Surprisingly, the extent of this ageing
was quite different among the three PP:N materials, the residual [NHy] values being
48%, 21%, and 15% of those immediately after deposition, for PPM:N, PPE:N, and
PPA:N, respectively. This suggests a link between the nature of the « monomer »
and the ageing mechanism, possibly implicating = bonds that may favour residual
radicals in the resulting films. In the present case of nominally identical deposition
conditions, chemical differences among the « monomers » indeed seem to offer a
plausible explanation, but more work is evidently warranted to completely clarify

this question.
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F1GURE 3.20 Time-evolutions of the compositions of three selected PP:N samples
(concentrations of [N], [O], and [NH,]), as functions of the duration of storage in
laboratory atmosphere; PPM:N(1) (o); PPE:N(1) (A); and PPA:N(1) (O) : a)
[N] (full symbols), [O] (open symbols); b) [NHy|. Data were obtained from XPS
measurements.
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3.2.4 General Discussion and Conclusions

In this research, we have used atmospheric-pressure DBD to deposit three novel
families of plasma polymers, using mixtures of nitrogen and three hydrocarbon
precursors, methane, ethylene, and acetylene of varying ratios, X. Well-established
and some lesser-known techniques have been combined to provide the best possible
chemical characterisations of samples belonging to those families of PP:N thin films,
materials with many potential applications, mostly in biotechnology. By combining
XPS, EA, FTIR, and NEXAFS we were able to determine the complete chemical
formulae, the degrees of unsaturation, and chemical functionalities in PP:N film
structures. Some of these features are believed to be quite original, with few if any
precedents in the literature on hydrocarbon plasma polymers, for example measu-
rements of absolute compositions (including hydrogen), and of unsaturation. PP:N
films were shown to be very rich in nitrogen under the appropriate experimen-
tal conditions. For PPE:N and PPA:N, [N] was found to decrease with rising X,
but it varied little with X for the case of PPM:N; certain characteristics of the
respective « monomers » were reflected to some extent in the structures of their
plasma polymers, notably the [H]/[C] ratios and the degrees of unsaturation, I.
When they could be compared, data from the various analytical techniques were
found to agree well among one another. An important initial objective of this re-
search was to identify and quantify nitrogen-bearing functionalities in the various
PP:N films; this could be accomplished only with partial success. The proportion
of total [N] in the form of primary amine groups, determined to a high degree of
confidence by XPS after chemical derivatisation, was found to lie between 9 % and
20% in PPM:N, between 13% and 19% in PPE:N, and between 5% and 12% in
PPA:N. However, an effort to quantify nitrile and isonitrile concentrations using
egs. (3.8) and (3.9) resulted in significant overestimations that were attributed to

differences in those species’ IR absorption coefficients when incorporated in the
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« conventional » polymers as opposed to their plasma-polymerised counterparts.
However, both the NEXAFS and the IR measurements indicated that combined
nitriles and isonitriles accounted for an important fraction of [N], but again no
precise numbers could be determined. Figure 3.21 shows a superposition of IR data
from Fig. 3.19 with the integrated NEXAFS resonance areas (from Fig. 3.15), the
latter shown as dashed lines in Fig. 3.21; it demonstrates remarkable agreement
between the two techniques for the relative concentrations of nitrile groups in all
three PP:N families. It should be emphasised that in preparing this comparison,
IR and NEXAFS data from only a single sample, PPA:N(6), were forced to super-
impose, and that thereupon all other data points in Fig. 3.21 fell into their shown
positions. Since the two techniques could not be improved or calibrated beyond
what was stated in earlier sections above, the present procedure was the best that
could be done under these circumstances. However, isonitriles are not included in
the NEXAFS peak at 286.8 eV because the energy of their 7 — 7* transition differs
from that of the nitrile counterpart. While isonitriles show a strong IR absorption

1 even at low concentrations (Figs. 3.16 and 3.18), this does

peak near 2200 cm™
not reflect in the NEXAFS spectra; their contribution here, if indeed there exists
a distinct feature, may have been too small to detect on account of insufficiently

high isonitrile concentrations in PP:N samples.

For all PP:N samples the selectivities for primary amines and nitriles increased
with rising [N], while the opposite was observed for the less-abundant isonitriles
(Fig. 3.19). Assuming that other N-containing functionalities (imines, higher-order
amines, etc.) account for only a small proportion of the total [N], available data may
allow us to propose the following functional makeup for one of the well-characterised
materials, PPE:N(6) : [NHs]/[N] = 19%, [C=N]/|N] = 74% and [N=C]/[N] = 7%.
Obviously, the NEXAFS data unequivocally point to the presence of imines, but we

are unaware of convenient methods for quantifying them ; similar arguments apply
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F1GURE 3.21 Composite plot of IR and NEXAFS data : IR data corresponding to
relative concentrations of nitrile groups in samples from the three PP:N families,
versus X (open symbols, taken from Fig. 3.19) are superimposed on the corres-
ponding integrated NEXAFS resonance areas (full symbols, dashed lines, from Fig.
3.15) . As explained in the text, only the data points for sample PPA:N(6) (top
right) were made to overlap, while all other data points then fell into the positions
shown.
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to higher-order amines, azides, amides, and other N- bearing species. While the
elemental compositions of PP:N films were found to remain fairly stable with time
elapsed after deposition (Fig. 3.20a), the concentrations of primary amines unfortu-
nately depleted quite rapidly before attaining stable values that were at best about
50% of the original ones (Fig. 3.20b). The extents of this drop differed among PP:N
families, being least in films with the highest [NHy| values, PPM:N, but regretta-
bly those were also the most soluble materials (Table 3.1). Solubility in water, for
example, renders the films useless for many applications, foremost bio-technological
ones. However, this solubility characteristic also has a potential virtue, namely to
permit structural studies by an array of characterisation techniques for macromo-
lecules that are performed in solution and are generally considered inapplicable
to plasma polymers. While in this present contribution the solutions were only
examined by IR spectroscopy, the possibility nevertheless exists to also perform
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and gel permeation chromato-
graphy (GPC). As already demonstrated on different plasma polymers by other
workers [107, 178], these techniques may prove to become powerful new tools for
characterising the structures of plasma polymers like PP:N. In spite of the sta-
bility issues described above, the attractive properties of freshly-deposited PP:N
coatings (namely, high values of [N], [-NHy|, among other attributes) are rendering
them very useful as bio-active surfaces. For example, the insoluble PPE:N has al-
ready proven invaluable in orthopaedic and cardiovascular research in collaboration
with Montreal-based medical faculties [52, 53], and much additional work in this

regard is presently in progress.

Acknowledgements

This work is being supported by grants from the Natural Sciences and Enginee-

ring Research Council of Canada, NSERC. The authors are grateful to Dr. Flo-




163

rina Truica-Marasescu for many valuable discussions and experimental assistance.
Thanks are also due to personnel at BESSY 11, especially to Dr. W. Braun, Dr. O.
Schwartzkopf, Dr. G. Reichardt and Mr. M. Mast, for support during our activities
at the HE-SGM beamline.



164

CHAPITRE 4

ADHESION DE MONOCYTES HUMAINS U937 SUR DES
COUCHES MINCES ORGANIQUES RICHES EN AZOTE : ETUDE
DES MECANISMES D’ADHESION CELLULAIRE

Le troisieme et dernier article de cette theése présente les premiers pas faits dans le
but d’élucider les mécanismes d’adhésion de monocytes U937 sur une surface riche
en azote. Dans cette partie de notre travail, nous avons étudié plus en détail le
phénomene de concentration critique d’adhésion rapporté dans le premier article
(section 3.1) & la lumiere des informations chimiques obtenues sur la surface lors
des travaux rapportés dans le deuxieme article (section 3.2). Nous avons déter-
miné les conditions de surface critiques pour permettre 'adhésion de monocytes
U-937 sur une série de matériaux différents et bien caractérisés chimiquement. Ces
travaux ont permis de pointer les amines primaires comme ayant un réle prépon-
dérant dans les mécanismes d’adhésion des U937, hypothese émise antérieurement
dans cette these (sections 3.1 et 3.2). Dans un deuxieme volet de cette recherche,
nous étudions l'expression de plusieurs genes potentiellement impliqués dans les
mécanismes d’adhésion de différenciation des U937 lors de leur adhésion sur des

polymeres plasma riches en azote.




N

165

Article 3 : Adhesion of Human U937 Monocytes to Nitrogen-rich Orga-
nic Thin Films : Novel Insights into the Mechanism of Cellular Adhesion

Pierre-Luc Girard-Lauriault!, Florina. Truica-Marasescu!, Alain Petit?, Hong
T. Wang?, Patrick Desjardins®, John Antoniou?, Fackson Mwale?, Michael R.

Wertheimer!.

1 Groupe de Recherche en Physique et Technologie des Couches Minces (GCM)
and Department of Engineering Physics, Ecole Polytechnique de Montréal, P.O.
square 6079, Station Centre-Ville, Montréal, QC H3C 3A7, Canada
2 Division of Orthopaedic Surgery, McGill University, Montréal, QC, Canada.

Accepted for publication in : Macromolecular Bioscience, February 121" 2009

Abstract

We present a two-fold study designed to elucidate the adhesion mechanism of hu-
man U937 monocytes on novel nitrogen (N)-rich thin films deposited by plasma-
and by vacuum ultra-violet (VUV) photo-polymerisation, so-called « PVP:N »
materials. Tt is first shown that there exist sharply-defined (« critical ») surface-
chemical conditions that are necessary to induce cell adhesion. By comparing the
extensively-characterised film chemistries at the « critical » conditions, we clearly
demonstrate the dominant role of primary amines in the cell adhesion mechanism.
In the second aspect of this work, quantitative real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) experiments were conducted using
U937 cells that had been made to adhere on PVP:N materials for up to 24h. We
show that the adhesion of U937 monocytes to PVP:N surfaces induces a transient

expression of cytokines, markers of macrophage activation, as well as a sustained
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expression of PPAR~y and ICAM-I, implicated in the adhesion and retention of

monocytes.

4.1 Introduction

Novel applications of biotechnologies manifest an ever-increasing need for surfaces
that permit control over a variety of cell functions, and that can provide solutions
to particular challenges [14, 15]. A good example of such a challenge is the in vitro
culture of monocytes/macrophages. The function of monocytes in the immune sys-
tem is to replenish resident macrophages in their normal state, and in response to
inflammation signals, in which case they can move quickly to sites of infection in the
tissues and differentiate into macrophages in order to elicit an immune response.
When these cells act in vivo, they adhere to body tissues, but analogous cell lines
tend not to reproduce this behaviour on cell culture dishes, typically poly(styrene)
(PS) that has been surface-modified by gas plasma treatment. Thus, the extent to
which monocyte cell lines can be used for in vitro studies is severely limited. One
possible solution involves engineered surfaces that permit greater control of the cell
environment, for example by directing cells to mimic their in vivo behaviour. In the
case of monocytes, this can open the way to numerous important types of inves-
tigations [171, 179]. Many cell types, such as human U937 and THP-1 monocytes
and human growth plate chondrocytes, do not adhere to hydrophobic pristine po-
lymer surfaces like poly(styrene) (PS), poly(ethylene) (PE), poly(propylene) (PP),
poly(ethylene terephthalate) (PET), poly(tetrafluoroethylene) (PTFE), etc, while
these polymers’ chemically-modified, hydrophilic surfaces do tend to facilitate cell
adhesion. For example, « Primaria™ », PS that comprises surface-near O- and
N-containing functional groups, is widely used for cell-culture [2], its characteris-

zation by XPS was presented by Koenig et al. [180]. However, even that material,
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currently considered among the best commercially-available ones, does not enable
adhesion of these cells. In a previous study we demonstrated the adhesion of U937
cells to a new type of surface containing high nitrogen concentration, [N] [49]. As
mentioned above, this non-adherent cell line is used in several biomedical research
applications, and it can differentiate in response to a number of stimuli to adopt
characteristics of mature macrophages. These secrete a number of cytokines, inclu-
ding TNF-« and IL-15 (see American Type Culture Collection specifications) and
their adhesion to different substrates requires the concerted interaction of these
cytokines with adhesion molecules such as ICAM-1 [181-183] and transcription
factors such as PPAR-y [181, 183].

There are numerous articles in the literature that report how specific chemical
functional groups can influence surface-colonisation, differentiation, and phenotype
expression by certain cell types [14-20]. As we and others have explained, thin
film deposits that incorporate those functionalities have several important advan-
tages over polymer surfaces to which they have merely been covalently grafted
[10, 14, 15, 20, 49, 50]. In previous communications, we presented nitrogen (N)-
rich thin film materials deposited by plasma- and by vacuum ultraviolet (VUV)
photo-chemical techniques, as well as their surface-chemical characterisations and
selected biotechnological applications [9-11, 49, 50]. These films, here designated
« PVP:N » (for « Plasma- or VUV-Polymerised N-rich » materials), were specifi-
cally designed to contain high concentrations of N-bearing functionalities such as
primary amines, and they have in many instances been shown to influence cell be-
haviour, for example, adhesion. In some of those earlier studies [49, 52] a particular
sub-group of « PVP:N », namely N-rich atmospheric (« high », or « H »)-pressure
plasma polymerised ethylene films, hereafter designated H-PPE:N, was shown to
promote the adhesion of various cell types, including the U937 monocytes [49], to

trigger targeted differentiation of adhering mesenchymal stem cells (MSCs) [52],
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and to impede apoptosis of adhering vascular smooth muscle cells) [53]. However,
the detailed mechanisms involved in such cell-surface interactions are very often still
elusive. Regarding the possible role of PVP:N, we have already reported changes
in gene expression profiles associated with the above-mentioned differentiation of
MSCs on H-PPE:N surfaces [52, 184]. Nevertheless, the understanding of cell pro-
cesses, as influenced by substrate-surface chemistry, must still be regarded as very
rudimentary indeed. The present two-fold study aims to address precisely those
questions, namely to gain insight into the mechanism(s) underlying the observed
adhesion of U937 cells on N-rich surfaces. In an earlier article, we demonstrated the
existence of a « critical » nitrogen concentration, [N]..;, a sharply-defined [N] value
at the H-PPE:N film surface, below which two different cell-types were found not to
adhere at all : In the case of U937 monocytes, this value was found to be near 24%,
while for growth plate chondrocytes, [N].+ was near 18% [49].Since growth plate
chondrocytes are more difficult to obtain and since their phenotype is less homo-
geneous than that of U937 cells, we chose to further explore this observation only
in the case of the U937 cells, which are readily available and present a very homo-
genous phenotype ; this is done here by measuring [N]..;; values of several different
PVP:N thin film materials. Those same materials have been subjected to careful
chemical characterisation studies, described elsewhere [9-11, 49, 50]. On that basis,
we sought to identify specific functional group(s) involved in the adhesion of U937
monocytes. The adhesion of circulating (non-adherent) monocytes to tissue at a
site of infection or damage requires the concerted interaction of cytokines, adhe-
sion molecules, and transcription factors [182]. However, the precise external signals
that control their adhesion to tissues are unknown [185]. We therefore also explore

the mechanisms implicated in this adhesion process by using RT-PCR techniques.
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4.2 Materials and Methods

Several different PVP:N materials have been used in this study, and their deposi-
tion methods are briefly described in this section. In order to improve the fluency of
the text, a series of acronyms are introduced that refer directly to the experimental
conditions used to deposit each family of films ; as explained further below, the gas
flow ratio, the main parameter that was varied, was used to control the surface
chemistry. More specifically, films that are deposited by vacuum ultraviolet photo-
polymerisation are symbolised by VUV-PY:N, those by low- and high-pressure
plasma polymerisation, by L-PPY:N and H-PPY:N, respectively. The organic pre-
cursor (« monomer ») gas, « Y », was usually ethylene, E, but sometimes methane,
M, or acetylene, A. Therefore, by way of example, VUV-PE:N refers to VUV photo-
polymerised ethylene ; to simplify, the acronym PPE:N is occasionally also used to
designate both low- and atmospheric-pressure plasma deposits derived from ethy-
lene. PVP:N films were deposited on several types of substrates, as dictated by
the particularities of the different deposition systems; these included 2 mm thick
glass plates (for the chemical characterisation of H-PPY:N), single-crystal silicon
(c-Si) wafers (for the characterisation of L-PPE:N and VUV-PY:N), and 50 pm
thick biaxially-oriented isotactic poly(propylene) (BOPP, graciously provided by
3M Company).

4.2.1 Deposition of H-PPY:N Coatings

The dielectric barrier discharge (DBD) apparatus and methodology employed here
were described and illustrated earlier by Girard-Lauriault et al. [49, 50]. Briefly, the
apparatus used for depositing the H-PPY:N films (Figure 4.1a) comprised a groun-

ded, planar aluminum (Al) electrode and a cylindrical, dielectric-coated stainless
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steel high voltage (HV) electrode. The former could be moved at controlled speed
under the latter electrode, to simulate continuous treatment conditions akin to
those encountered in industrial equipment. A 2 mm thick glass plate was placed
directly on the planar Al electrode and it served as a second dielectric layer, as
also described in detail elsewhere [4, 49, 50]. The discharge zone was an adjustable
1 mm wide gap between the HV electrode and the glass plate; the precursor gas
mixture was introduced there using a gas diffuser to ensure the requisite high gas
purity. Gas flow rates (N, - 10 standard liters/minute, slm; ethylene, CoHy, or
acetylene, CoH, - 5 to 60 standard cm®/minute, sccm) were adjusted by electronic
mass flow controllers. To facilitate comparing the various PVP:N deposits, results
are referenced with respect to the gas flow ratios, X (= N/C,H,). The roughly
1 cm wide plasma zone was generated by electric power from a commercial power
source and transformer (Enercon Industries, model LM2727-03, 450 kVA maximum
output), at a typical frequency of 10 kHz and peak-to-peak voltage of 18 kV. After
the carefully pre-cleaned substrate was introduced into the DBD system, the latter
was purged with the precursor gas flow for approximately 10 min. The discharge
was then initiated and monitored with a digital oscilloscope, the voltage and cur-
rent being measured with the help of a resistive probe (Tektronix, model P6015A)
and a 50 Ohm resistor, respectively. The substrate was made to move back and
forth under the HV electrode at precisely controlled speed, 10 mm/s, for up to two
dozen cycles, depending on the desired H-PPY:N film thickness.

4.2.2 Deposition of L-PPE:N Coatings

The L-PPE:N coatings were deposited in a cylindrical aluminium/steel vacuum
chamber (Figure 4.1b), approximately 20 c¢cm in diameter and 20 c¢cm in height,
which has been described before [9]. A turbo-molecular pump, backed by a two-

stage rotary vane pump was used to evacuate the chamber to a base pressure
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of < 10°% torr (107* Pa), as measured by a Pirani gauge. Flows of high-purity
feed gases (ethylene 99.5% and ammonia 99.99%, Air Liquide, Canada) were then
admitted into the chamber using electronic flow meter/controllers (Vacuum General
Inc.), and a « shower head » gas distributor (10 cm in diameter). The flow rate of
C,yH4 « monomer » was kept constant at 20 sccm, while the gas flow ratio, R (=
NH3/CyH,), was systematically varied between 0 and 3 by varying the NHj3 flow rate
between 0 and 60 sccm. The operating pressure, p, during plasma deposition was set
and maintained constant at 600 mtorr (80 Pa) by a « butterfly » throttle valve, in
combination with a capacitive pressure gauge (Baratron, MKS Instruments). The
capacitively-coupled radiofrequency (RF, 13.56 MHz, ENI) plasma was generated
with the help of an automatic impedance matching network (Advanced Energy),
connected to the 10 cm diameter powered electrode in the center of the chamber,
the walls acting as the grounded electrode. The distance between the bottom of the
shower head and the RF-driven electrode was 15 cm. Based on our previous results
[9], we chose to deposit L-PPE:N coatings using rather mild plasma conditions
(P = 10 W, resulting in a negative DC bias voltage, VB =-40 V); under these
conditions, polymer-like films with maximum nitrogen and amine concentrations

were deposited [9].

4.2.3 Deposition of VUV-PY:N Coatings

The experimental set-up used for VUV photo-chemical experiments has also been
described in detail elsewhere [7, 11, 12]. Briefly, it consists of a stainless steel
« cross » chamber (Figure 4.1c), which was first evacuated to a base pressure of
about 5 x 10-6 torr (7 x 10-4 Pa) using a combination of turbo-molecular and
rotary vacuum pumps. In the present VUV photo-polymerisation studies, we irra-
diated flows of binary gas mixtures comprising either CH, or C,H, and NHj at

low pressure, typically 100 mtorr (13.3 Pa). The flow rate of CHy or CoHy was
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kept constant at 50 scem, while that of NH3 was varied between 0 and 50 sccm,
yielding values of their ratio, R (= NH3/C,H,), between 0 and 1. For the case
of chemical characterisation studies, the polymer-like coatings resulting from the
photochemical reactions were deposited on Si wafers placed at a distance of 4.5
mm facing the VUV source. A non-coherent VUV source was used in this research,
namely a commercial lamp (Resonance Ltd., Barrie, ON) based on an electrodeless,
radio-frequency (RF, 100 MHz)-powered electrical discharge in Krypton (Kr) gas
at low pressure. The gas was contained in a sealed Pyrex ampoule with a MgFy
window (cut-off wavelength, \,=112 nm). This lamp has already been described in

further detail elsewhere {7, 11, 12].

4.2.4 Chemical Characterisation

PVP:N films were characterized by X-ray photoelectron spectroscopy, XPS, at most
5h after deposition using a VG ESCALAB 3MKII instrument, or in a Kratos Analy-
tical AXIS Ultra XPS instrument, both with non-monochromatic Mg Ka radiation.
The spectra were acquired normal to the sample surface, which corresponds to a
sampling depth of roughly 10 nm ; binding energies were referenced to the aliphatic
carbon 1s component at BE = 285.0 eV[22] to correct for charging. Throughout
this article, we will be referring to the total relative concentrations of nitrogen, [N],
in at.%, determined as a percentage of total nitrogen, oxygen, and carbon, which
were calculated from equation (3.1) using broad-scan XPS spectra over the 0-1200

eV BE range, with a pass energy of 50 eV [9, 49, 50].

N

Core-level high-resolution spectra were analysed with Casa XPS software version
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2.2.99, using a Shirley-type background and sensitivity factors from the Wagner (for
the ESCALAB instrument) or Kratos tables. The relative surface concentrations
of primary amines, [NH,]/[N] or simply [NH,] (which corresponds to the number
of NH; groups per 100 atoms, based on XPS measurements), the species believed
to be most responsible for cell adhesion [3, 14, 15, 26], were determined following
chemical derivatisation with TFBA (see below), using the method described by Fa-
via et al. [27] and the formulae we presented elsewhere [10]. Data acquired by XPS
survey spectra of both the derivatised and non-derivatised samples were combined
to calculate the above-mentioned quantities. The selective reaction of trifluorome-
thylbenzaldehyde (TFBA ; Alfa Aesar) vapours with primary amine (-NH;) groups
at the surface covalently links TFBA via an imine bond ; this reaction was com-
plete after 3h, as previously reported [10] along with other details of the particular
methodology used.

4.2.5 Cell culture and real-time RT-PCR

In the case of all cell culture experiments, the PVP:N films were deposited on
the same substrate material, a well characterised BOPP containing a minimal
amount of additives and used in many previous studies in our laboratory [3, 4, 9-
12, 49, 50, 52, 53, 184], in the form of uniform, ~100 nm thick deposits. Non-
adherent human U937 monocytes (ATCC, Rockville, MD) were expanded in sus-
pension in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) high glucose supplemented
with 10% foetal bovine serum (FBS; HyClone, Logan, UT), 100 U/ml penicillin,
and 100 pg/ml streptomycin. Cells were counted with a hemacytometer. For experi-
ments aimed at determining [N]..i, 100 ul volumes of cell suspension (5 x 10° cells)
were carefully pipetted onto 1 cm? PVP:N surfaces of varying [N] values, which had
previously been placed face-up on the flat bottoms of wells in a 24-well cell-culture

plate. All of the surfaces were free of endotoxins, as shown by the Limulus Amebo-
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cyte Lysate assay (Charles River Endosafe, Charleston, SC). Cells were then left
in contact with the substrate surfaces in humidified air enriched with 5% CO5 at
37°C for 1h before careful removal of the medium. We previously demonstrated
that the maximal adhesion of U937 cells to PPE:N surfaces was reached within
1h [49]. Non-adherent cells were then removed rapidly to avoid their interaction
with adherent ones that might modify cell-surface interactions and gene expres-
sion.Following this, fresh medium was pipetted into the wells (1 ml in each well),
and again carefully removed to wash the cells. This washing procedure was repeated
twice. Finally, optical photomicrographs of the surfaces were taken and [N]..; was
determined from the lowest examined [N] value that permitted cell adhesion. All
of the adhesion experiments were performed at the same time with the same cell
suspension, to avoid variations due to the cells. In the case of real-time RT-PCR
experiments, cells were incubated for durations ranging from 3 to 24h on PPE:N
coated BOPP, that is, both « H- » and « L- », deposits that had similar values
of [NH;] (= « [NHg]eit », see further below), following which the total RNA was
extracted with TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington, ON). Again, all of the RT-
PCR experiments were performed at the same time with the same cell suspension,
to avoid variations due to the cells. After centrifugation for 15 min at 12,000 x g at
4°C, the aqueous phase was precipitated in 1 volume of isopropanol, incubated for
45 min at room temperature, and centrifuged again for 15 min at 12,000 x g at 4°C.
The resulting RNA pellet was washed with 75% ethanol, centrifuged, and air-dried.
The pellets were suspended in 50 ul of diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water
and assayed for RNA concentration and purity by measuring A260/A280. The re-
verse transcription (RT) reaction was performed using 1 pg total RNA after DNase
I digestion according to the Invitrogen protocol. In a total volume of 20 ul, the
reaction solution contained 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,
, 10 mM DTT, 50 uM each of dATP, dGTP, dCTP and dTTP, and 200 units of

Superscript IT - RNase H- reverse transcriptase (Invitrogen). The expressions of tu-
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mour necrosis factor-a (TNF-«), interleukin-1-3 (IL-18), peroxisome proliferators-
activated receptor-y (PPAR7y), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and
transcription factors Erg-1 and PU.1 were measured using a Roche Diagnostics
(Laval, QC) LightCycler™ as described below. Glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase (GAPDH) was used as housekeeping gene. U937 cells in suspension
served as a control. Salt-free primers for the target genes (TNF-«, IL-15, PPARy,
ICAM-I, Egr-1, PU.1) and for the GAPDH housekeeping gene were generated by
Invitrogen. Their sequences are presented in Table 4.1. For LightCycler™ reaction,
a master mix of the following reaction components was prepared to the indicated
end-concentration : 13.4 ul water, 1.6 ul MgCly (3 mM), 0.5 ul forward primer (0.25
puM), 0.5 pl reverse primer (0.25 pM) and 2.0 pl LightCyler Fast Start DNA Master
SYBR Green I (Roche Diagnostics). To these 18 ul quantities of master mix, 2 ul
cDNA was added as PCR. template. As negative control, the master mix was incu-
bated with 2 ul of distilled water instead of cDNA. The following experimental-run
protocols were used : denaturation (95°C for 10 min), 40 cycles of amplification
and quantification (95°C for 10 sec, 58°C for 5 sec, 72°C for 13 sec, and 87°C for 1
sec, with a single fluorescence measurement), melting curve (65-95°C with a hea-
ting rate of 0.1°C per sec and a continuous fluorescence measurement), and finally

cooling to 40°C.

The crossing points (CP) were determined by the LightCycler software 3.3 (Roche
Diagnostics) and were measured at a constant fluorescence level [186]. Every sample
was run in triplicate. The relative quantification of real-time PCR was determined

by the following equation :

ACP, control—sample
(Etarget) target P

Ratio = ( Er f) ACP, .y control—sample
e

(4.1)

Where Ej4rget and E,s are the real-time PCR efficiencies of the target and reference
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TABLEAU 4.1 Primer sequences and sizes of PCR products for LightCycler™ ex-

periments

Gene Primer Sequence Size(bp)

TNF-a0 | Forward : ACC ACG CTC TTC TGC CTG CTG (133-153) | 147
Reverse : TAC AAC ATG GGC TAC AGG CTT (259-279)

IL-13 Forward : ACC TAT CTT CTT CGA CAC ATG (303-323) 168
Reverse : ACC ACT TGT TGC TCC ATA TCC (450-470)

PPARy | Forward : ATC TGA AGA GTT CCT GCA AGA (69-89) 154
Reverse : TGG TGA AAG CGT GTC CGT GAT (202-222)

ICAM-I | Forward : ACG GTG CTG GTG AGG AGA GAT (514-534) | 138
Reverse : AGT CGC TGG CAG GAC AAAGGT (631-651)

Egr-1 Forward : ACA GTG GCA ACA CCT TGT GGC (431-451) | 196
Reverse : AAG GTG GGT GCC GCT GAG TAT (606-626)

PU.1 Forward : TCA GAA GAC CTG GTG CCC TAT (41-61) 160
Reverse : AGC TCC GTG AAG TTG TTC TCG (180-200)

GAPDH | Forward : TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT (11-31) 181
Reverse : TTC TCA GCC TTG ACG GTG CCA (171-191)

genes’ transcripts, respectively ; both E,.4e and E,.; have numerical values close

to 2 [186]. After real-time PCR, the samples were collected by centrifugation and

the gene sizes were analysed on 2.0% agarose gel.

Statistical significance was calculated using ANOVA followed by Fisher’s PLSD

comparison test. P < 0.05 was considered significant.

4.3 Results and Discussion

4.3.1 Chemical Characteristics of the Films

The chemical characterisations of all PVP:N films have been the subjects of pre-

vious articles, each one dedicated to a specific family of the PVP:N materials [9—

11, 49, 50]. Each set of coatings, although they were prepared by comparable (gas-

phase) processes and had several properties in common, nevertheless possessed
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distinct chemical characteristics. Characterisation of the H-PPY:N families of films
was the most exhaustive, comprising innovative combinations of complementary
methods for (semi)-quantitatively analysing the diverse functional groups present,
namely amines, nitriles, isonitriles, imines and alkenyls [50]. Hereunder, we com-
pare the chemistries of three types of coating families, those prepared by high-
and low-pressure plasma polymerisation, and those from vacuum-ultraviolet photo-
polymerisation. As already mentioned, we have used XPS as our benchmark charac-
terisation technique, and Fig. 4.2 presents [N] for the cases of H-PPE:N, H-PPA:N],
L-PPE:N, VUV-PE:N and VUV-PM:N coatings. Since H-PPY:N films were deposi-
ted using N gas at atmospheric pressure, the corresponding gas mixture ratios, X,
are presented on a different scale than R values of the other families of materials,
where NH3 was the N-bearing precursor gas. Films corresponding to still higher
values of X or R than those shown in Fig.4.2 were not suitable, either because the
deposition rates were too low, or because the films were soluble in water ; the latter
was also found to apply to L-PPE:N with [N] > 25%. From Fig.4.2 we note that
with increasing values of X or R, H-PPY:N and L-PPE:N films contained between
17% and ~40% [N], and between 0 and 40% [N], respectively. Regarding VUV-
polymerised coatings, we noted [N] values between 0% and 12% for VUV-PE:N,
and between 0% and 17% for the VUV-PM:N films. However, since [N] does not
provide information about the concentrations of particular functional groups, the
presumed mediators of cell-surface interactions, it represents a poor indicator of
the films’ bioactive properties. For this reason, we next focused our attention on
specific N-containing functionalities, particularly on primary amines, -NH,, which

have already captured the attention of other workers [3, 14, 15, 20, 26].

Figure 3 presents the « amine-selectivities » (Fig. 4.3a) and the amine concentra-
tions, [NH;], based on 100 atoms measured by chemical derivatisation combined

with XPS (Fig. 4.3b) for all of the PVP:N film families presented in Fig. 4.2.
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FIGURE 4.2 Concentrations of chemically-bonded nitrogen, [N], in at.-%, as deter-
mined by XPS. Results are presented versus gas flow ratios, X, for H-PPE:N (A)
and H-PPAN(x); or R, for L-PPE :N (), VUV-PE:N (o), and VUV-PM:N (<).
Solid curves serve to guide the eye. Compiled from [9, 11, 50]
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Some have expressed concern that these measured values do not truly represent
the real concentration of these groups at the outermost surface, the one sensed
by the cells. This concern is due to the impossibility to specifically analyse the
surface-monolayer by XPS, and to the fact that the derivatisation reaction may
not be truly quantitative within the entire depth of analysis. However, these issues
are systematic among all of the films and they therefore do not compromise a valid
comparative analysis of the type we present here. Clearly, the VUV polymerisation
route leads to the highest selectivity values, up to 75%, as we had already repor-
ted earlier [11]. The presumed reason is that the mono-energetic VUV photons
give rise to far more selective (photo-initiated) chemical reaction pathways than
those encountered in the cases of the two (high- and low-pressure) plasma-chemical
polymerisation processes. In the latter two cases, reactions leading to « polymeri-
sation » are, of course, due to bond-breakage by « hot » electrons; the latter, far
from being « mono-energetic », have « Maxwell-Boltzmann-like » energy distribu-
tions that can span several orders of magnitude [62]. In spite of this, the (L-PPE:N)
films prepared by low-pressure plasma polymerisation also manifest quite high se-
lectivity values, up to ~32%, while their atmospheric-pressure counterparts’ best

values, ~19 %, were rather mediocre in this regard.

Although the selectivity parameter, [NH]/[N], is of interest when discussing (po-
lymerisation) reaction chemistries, as we have just done above, the overall amine
concentrations at the coatings’ surfaces, [NHy], constitute a much more relevant
parameter when considering cell-responses, as we shall demonstrate in the next

sub-section. Referring to Fig.4.3b, we note that [NH;] values range from a maxi-
mum of 13% (for VUV-PM:N) to ~2% for H-PPA:N, while maximum values for L-
and H-PPE:N are seen to be near 9% and 4%, respectively.
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FIGURE 4.3 Contributions of primary amines to the total nitrogen content,
[NH;]/IN] (in %), the so-called « amine selectivity », a); the total amine content
per 100 atoms measured by XPS, [NHy] (in %) (b). Results are based on XPS
analyses (including chemical derivatisation), and are presented as functions of the
gas flow ratios : X, for H-PPE:N (A) and H-PPAN(x); or R, for L-PPE :N (0),
VUV-PE:N (o), and VUV-PM:N (<). Solid curves serve to guide the eye. Compiled
from [9, 11, 50]



182

FIGURE 4.4 Optical micrographs demonstrating the effect of [N]e; on the adhe-
sion of U937 monocyte cells. Results pertain to cells cultured for 1h on H-PPE:N
coatings containing : A) 25 % [N], and B) 23% [N].

4.3.2 Critical Adhesion Conditions

As mentioned in the Introduction, we have already demonstrated and reported the
existence of a « critical » nitrogen concentration, [N].., a sharply-defined [N] value
at H-PPE:N film surfaces, below which two different cell types were found not to
adhere at all. In the case of U937 monocytes, the only cell type of interest in the
present context, this value was found to be near 24% [49]. For all values of [N]
> [N]erit, U937 cells did adhere to the coatings; Fig.4.4 presents a typical set of
photomicrographs that illustrate this, where (A) and (B) correspond to [N] = 25%

and 23%, respectively.

Now, having deposited and chemically characterised not only H-PPE:N, but several
families of PVP:N coatings, similar adhesion experiments of U937 cells have been
carried out, and the results are presented in Fig.4.5. The five different PVP:N
materials examined (with the exception of H-PPA:N, a special case that will be
discussed separately, further below) also exhibited sharply-defined values of [N]erit,
just like H-PPE:N. However, the exact « critical » values varied among the different

PVP:N materials, ranging from 24% for H-PPE:N to 7.5% for VUV-PE:N. Due to
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the chemical derivatisation experiments described earlier in this text and illustrated
in Fig.4.3, we can determine the corresponding values of « [NHs|.i », and these
are also shown plotted in Fig.4.5. Very strikingly, we note that these values of the
« critical » primary amine concentrations are the same for all materials, [NHg]ri
= 4.2 + 0.5%. The key inference to emerge from Fig.4.5 is that primary amine
groups play a dominant role in the mechanism of U937 adhesion to N-rich organic
surfaces. This statement receives further convincing support from the observation,
also illustrated on Fig.4.5, that H-PPA:N (that can have [N]| up to ~40%, see
Fig.4.2) has [NHj] values that never exceed 2% (see Fig.4.3b); in other words,
these are always below [NHs].;:. Therefore, this material is inherently incapable
of inducing the adhesion of U937 monocytes. These results strongly support the
view that [NHs], rather than simply [N], which is general and does not consider
the distribution of functional groups, should be considered in film design for such

bio-applications.

4.3.3 RT-PCR studies

In this second aspect of the present research, quantitative real-time reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) experiments were conduc-
ted using U937 cells that had been made to adhere on PPE:N materials for up to
24h. The purpose, of course, has been to provide insight into the mechanism(s) of
adhesion. In the following subsections, we examine the responses of various genes
that are known to play important roles in the cell biology of monocytes and macro-
phages. It is important to note that mRNA expression does not always correlate
to.protein expression. However, the expression of TNF-a and IL-13 [187], as well
as PPAR-y [188], ICAM-1 [189, 190], and Egr-1 [191] is primarily regulated at
the level of transcription, and their mRNA expression therefore represents a good

indicator of their protein expression.
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FIGURE 4.5 Quantification of [N].4 in the adhesion experiments involving U937
cells. The « critical » nitrogen content, [N];, required to stimulate adhesion of
U937 monocytes to various PVP:N substrates, namely : L-PPE:N; H-PPE:N, VUV-
PE:N, VUV-PM:N and H-PPA:N, are shown in histogram-form. For each one of
the PVP :N materials, the corresponding critical amino-group content ,[NHg]cqit
(e), is superimposed. The average value of [NHs]..;; is presented as a dashed, hori-
zontal line. In the case of H-PPA:N, no adhesion of U937 was observed under any
circumstances, in spite of high [N] values, see Fig.4.2.
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4.3.3.1 Expression of cytokine related genes

Since cytokines play a central role in the macrophage host defence [192], we first
investigated the effect of U937 monocyte attachment to PPE:N surfaces on the
expression of tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) and interleukin-1 beta (IL-15),
two cytokines secreted as part of immediate early response genes of these cells.
The results of these RT-PCR experiments are presented in Fig. 4.6, and they show
a rapid (3h) but transient stimulatory effect of the amine-rich surfaces on the
expression of these genes, attaining 10-15 times and 7-9 times the control values
for TNF-a and IL-18, respectively. However, the return to control values within 24h
suggests that major inflammatory reactions were thereby not induced, contrary to
what was observed for corrosion products of orthopaedic implants that induced the
expression of TNF-« in U937 cells for at least 24h under similar in vitro conditions
[179]. However, further long-term adhesion studies are required to prove beyond

doubt the low inflammatory reaction of these surfaces toward U937 cells.

4.3.3.2 Expression of PPAR-v and ICAM-I

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR~y) and intercellular adhe-
sion molecule-I1 (ICAM-I) are known to be implicated in monocyte recruitment and
retention {193, 194]. In view of the cytokine stimulatory results, where TNF-« and
IL-14, definitive markers of monocyte activation [195, 196] were transiently activa-
ted, and with the understanding that ICAM-1 and PPAR~y can be readily induced
in various cell types by TNF-a and IL-13, we next measured the expression of
these two genes after adhesion of U937 cells on amine-rich H- and L-PPE:N films.
Of special interest here was that the expression of PPARy increased nearly two-fold

within the first 3h after adhesion (Fig.4.7). However, contrary to what was observed
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FIGURE 4.6 Expression of cytokines, as calculated from eq. 2, in U937 monocytes :
U937 cells were cultured for up to 24 hours in suspension (), and adhering on H-
PPE :N (o) and L-PPE:N (M) surfaces with [NH,] = [NHy]i;. Results shown are
the mean values + standard error of three experiments. * p < 0.05 vs. suspension
control.
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for TNF-« and IL-13, the stimulation of PPAR~ was more sustained throughout
the incubation period, with a stimulation ratio close to 1.6 times the control value
after 24h. Since PPAR~ was previously reported to oppose the pro-inflammatory
response of monocytes/macrophages [197], it seems possible that PPAR~y may atte-

nuate the production of TNF-a and IL-13 during monocyte adhesion to amine-rich

-H- and L-PPE:N films. However, this remains to be further investigated. Results

in Fig.4.7 also show that the expression of ICAM-I exceeded the control values by
a factor of two after 3h of adhering the U937 cells, followed by a gradual return to
control level after 24h. Since increased expression of ICAM-I has also been reported
after exposing macrophages to silica surfaces [198], the transient increase of ICAM-
I expression suggests that it is implicated in the promotion, but not necessarily in

the maintenance of U937 adherence to the amine-rich organic surfaces.

4.3.3.3 Expression of Transcription Factors PU.1 and Egr-1

Since the activation of cellular function is under the control of transcription factors
such as PU.1, which is required for normal differentiation to macrophages [199], or
early growth response-1 (Egr-1) that is known to be induced during the differen-
tiation of macrophages [200] we also wished to examine their effect on monocyte
adhesion to amine-rich organic surfaces. Results presented in Fig.4.8 show that the
expression of PU.1 was not significantly modified by the adhesion of U937 cells to
amine-rich H- and L-PPE:N surfaces; however, the expression of Egr-1 increased
rapidly, reaching a level 2.5 times higher than the initial one after 3h. Interestingly,
the expression of the latter again decreased to control levels during the same 24h

period.
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F1GURE 4.7 Expression of PPARy and ICAM-I, as calculated from eq. 2, in U937
monocytes : U937 cells were cultured for up to 24 hours in suspension (OJ), and
adhering on H-PPE :N (o) and L-PPE:N (M) surfaces with [NHs] = [NHs]os-
Results shown are the mean values + standard error of three experiments. * p <
0.05 vs. suspension control.
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FI1GURE 4.8 Expression of PU.1 and Egr-1, as calculated from eq. 2, in U937 mono-
cytes : U937 cells were cultured for up to 24 hours in suspension (), and adhering
on H-PPE :N (o) and L-PPE:N (W) surfaces with [NH;] = [NH3]ci. Results shown
are the mean values + standard error of three experiments. * p < 0.05 vs. suspen-
sion control.
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4.4 General Discussion and Conclusions

Numerous articles and reviews in the literature have demonstrated the great in-
terest in nitrogen-, particularly in amine-group (-NHy) containing organic surfaces
for bio-technological applications, for example in cell-colonisation and the adhesion
of bio-molecules [3, 14-20, 26]. In the present article, we have presented a wide
array of novel N- and NHs-rich organic thin film materials that were deposited at
atmospheric- or low- pressure using well-defined, reproducible plasma- and VUV-
photochemical polymerisation techniques. Each family of deposits has been shown
to possess its own specific set of chemical characteristics, which can be « tailored »
by varying deposition conditions described here, but in more detail in our preceding
articles [9-11, 49, 50]. Most important, in the present context, the chemical reac-
tion selectivity for primary amines has been found to differ considerably among the
various families of PVP:N coatings, which has made it possible to prepare materials
with surface concentrations, [NH,], ranging from 0.9 to 13% (see Fig.4.3b). We had
already discovered the existence of a « critical » nitrogen concentration for U937
monocytes cell adhesion to PVP:N surfaces, [N]q, but have now found that the
value of [N]g.; varied widely among the different PVP:N materials examined, from
a maximum of 24 at.-% to a minimum of 7.5 at.-% (see Fig.4.5). The ability to
distinguish among the numerous functionalities that contribute to [N], particularly
the primary amine groups via the use of chemical derivatisation, has now allowed
us to identify the key common feature among those various PVP:N coatings, na-
mely the fact that in all cases [N].+ corresponded to a constant value of [NHa)crs,
4.2 £+ 0.5 (per 100 atoms measured by XPS, see Fig.4.5). Therefore, at least for
the case of U937 monocytes, this confirms the critical role of the primary amine
group in cell-surface interactions, something that has so far been a topic of much
uncertainty and debate in the literature [14, 15, 20]. Further studies are necessary

to investigate this critical role of primary amine groups for the adhesion of other
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non-adherent cells. The present data also indicate that the adhesion of U937 mo-
nocytes to PPE:N surfaces with [NH;] = [NHy)r induced a transient expression
of TNF-a and IL-13, two cytokines secreted as part of immediate early response
genes of these cells, suggesting that major inflammatory reactions were not induced
(Fig.4.6). In contrast, PPAR~, implicated in the adhesion and retention of mono-
cytes, had a more sustained expression (Fig.4.7). It was reported that PPAR~y can
be induced in various cell types by TNF-« and IL-1 [195, 196]. This suggests that
the transient expression of TNF-a and IL-1 may induce monocyte cell adhesion via
the activation of PPARy, although this was not investigated directly in the present
study. The data also indicate that the expression of PU.1, one of the master trans-
cription factors identified to regulate development of monocytes/macrophages, was
not significantly modified by the adhesion of U937 monocytes to PPE:N surfaces. In
contrast, Egr-1 expression was observed to increase transiently in a manner similar
to TNF-« and IL-1. Other work has demonstrated coordinated expression of these
transcription factors in hematopoietic stem cells. It was reported that increased
PU.1 levels promote macrophage differentiation by modulating Egr-1 [201, 202].
These results suggest that adhesion molecules such as ICAM-I and transcription
factors such as Egr-1 deserve more attention in future studies on the activation of

monocytes/macrophages.
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DISCUSSION GENERALE, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Discussion générale et conclusions

Les objectifs de cette these sont multiples et touchent a plusieurs domaines de la
science des surfaces, des plasmas, des couches minces et des biotechnologies. Le pi-
lier central de ces recherches est le développement de nouvelles couches minces aux
propriétés uniques, dites « PP:N », déposées a I’aide d’une technologie novatrice et
prometteuse, soit celle des décharges a barriere diélectrique a pression atmosphé-
rique. Ce matériau de structure chimique complexe a, dans un premier temps, servi
de sujet a une étude de caractérisation élaborée, étude orientée vers la détermina-
tion des groupements fonctionnels chimiques, médiateurs proposés des interactions
entre une surface et des cellules vivantes. Cette caractérisation chimique est essen-
tielle & la compréhension des résultats obtenus dans le deuxieme volet qui consiste
a appliquer de ces nouveaux matériaux aux biotechnologies. Parallelement, nous
avons participé a la publication de plusieurs études ot nous rapportions l'influence
que peut avoir le PP:N sur 'adhésion de cellules et sur leurs processus cellulaires
(prolifération, migration, apoptose, expression génétique). Cependant, ces travaux
nous ont donné peu d’indices sur les mécanismes dirigeant ces processus. Donc,
dans la derniére partie de cette these, nous avons étudié l'influence de groupe-
ments fonctionnels spécifiques, principalement les amines primaires, sur ’adhésion

et I'expression génétique de cellules monocytes U937.

Les surfaces contenant des groupements fonctionnels azotés ont déja démontré leur
potentiel & influencer les processus cellulaires, permettant ainsi d’envisager leur
application en biotechnologie [14, 15]. Dans cette thése, nous avons choisi d’étudier
les dépots de couches minces organiques par plasma a pression atmosphérique pour

atteindre cet objectif. Tel que détaillé a la section 1.2.2, ce choix est motivé par les
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avantages potentiels combinés des dépots organiques (incorporation élevée d’azote,
stabilité accrue, faiblement dépendant de la nature du substrat) et des techniques
de dépot a pression atmosphérique (élimination des systémes a vide, installation
aisée dans une ligne de production, utilisation de ’azote comme gaz principal peu

couteux et sans danger).

Nous avons présenté le dépot de polymeres plasma appartenant a trois différentes
familles, & partir d'un mélange d’azote (gaz plasmagene) et de 'un de trois pré-
curseurs hydrocarbures, soit le méthane, ’éthyléne et l'acéthylene, a l'aide d’un
systeme de dépot DBD congu dans nos laboratoires. Ces polymeres plasma ont pu
étre préparés avec des valeurs de [N] élevés, pouvant varier entre 10% et 40% selon
le ratio, No/C,H,, des gaz précurseurs dans la décharge. Cette versatilité dans la
composition chimique du matériau est évidemment obtenue grace a ’utilisation de
sources séparées d’azote et de carbone, ce qui distingue la présente recherche de la
majorité de la littérature antérieure, qui présentait plutot l'utilisation de « mono-
meéres » précurseurs ayant une structure chimique désirée, mais souvent toxiques

et/ou colteux.

Notre étude étant surtout orientée vers la chimie de surface, la cinétique de dépot
ainsi que la topographie de surface ont été déterminées au début et maintenues
constantes durant le projet. Des taux de dépdt élevés, entre 2 nm/s et 9 nm/s,
ont été mesurés par profilométrie et confirmés par ellipsométrie; ces valeurs sont
comparables aux plus hauts taux de dépot pour des polymeres plasma rapportés
dans la littérature [60]. La rugosité de surface a été mesurée par AFM et vaut
environ 10 nm (sur une couche de 100 nm), valeur faible et constante qui ne devrait
pas interférer avec les processus cellulaires (1’on sait que la rugosité, elle-méme, peut

avoir une forte influence dans certains cas [156, 158]).

Nous avons utilisé la technique XPS, comme principale méthode de caractérisation
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chimique dans ce projet et avons aussi pu obtenir les concentrations relatives de
carbone, d’oxygene et d’azote a la surface ; ceci nous a permis d’optimiser sommai-
rement notre procédé en fonction de I'objectif de maximiser la concentration de
fonctions azotées en surface. Pour tous les PP:N, il a été démontré que la valeur
de [N] augmentait avec la diminution de la proportion de 'hydrocarbure (C,H,)
dans le mélange gazeux précurseur, No-C,H,. Nous avons montré que la partie de
[N] comprenant des groupements polaires est liée & ’augmentation de I'énergie de

surface, celle-ci passant de 27 mN/m pour [N] = 17% & 58 mN/m pour [N] = 30%.

Evidemment, la technique XPS ne permet pas d’obtenir la concentration d’hydro-
geéne, [H], parce que la section efficace dans les rayons X est trop faible. La concen-
tration de cet élément permet, cependant, d’obtenir d’essentielles informations sur
la structure. Nous avons utilisé I’analyse élémentaire (AE) pour déterminer la com-
position chimique compléte des PP:N. Les résultats obtenus, en accord avec ceux
obtenus par XPS, ont démontré un lien étroit entre la formule chimique du « mo-
nomere » et celle du polymere plasma correspondant, par exemple, une parfaite
conservation du ratio [H]/[C]=1 pour les couches déposées & partir d’acétylene. De
plus, ces expériences ont permis de calculer le degré d’insaturation, un important
indice structurel qui mesure le nombre combiné de liaisons 7 et de cycles fermés
dans les structures des PP:N. Encore une fois, un lien direct a été constaté entre

la structure du « monomere » et celle du polymere plasma.

Il est rapidement devenu clair qu'une compréhension adéquate des interactions
entre nos nouveaux matériaux et le vivant devait étre précédée d’une bonne connais-
sance de la chimie de surface, en particulier des concentration des divers groupe-
ment fonctionnels. Plusieurs auteurs ont utilisé I’XPS a haute résolution pour tenter
d’accéder a cette information. Cependant, nos polymeres plasma, contenant une va-
leur de [N] élevée (ainsi qu'une certaine concentration d’oxygene), ne s’y prétent

pas bien. En effet, bien que cette technique nous permette d’obtenir une idée de
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la distribution des especes azotées et oxydées dans la structure des PP:N, une
analyse précise (quantitative ou méme qualitative) des groupements fonctionnels
s’est avérée impossible die a une trop large distribution de ces groupements. Nous
avons donc combiné diverses technique d’analyse complémentaires, certaines bien
connues dans la littérature, comme la dérivation chimique, et d’autres que nous
avons adaptés & notre contexte, soit le FTIR et NEXAFS, dans I'objectif de faire

l'analyse (semi)-quantitative de groupements présents dans les PP:N.

La dérivation chimique a ’aide du TFBA, suivie de la mesure du fluor lié en surface
par XPS, a permis ’analyse quantitative des amines primaires, [NHy|. La sélectivité,
[NHy]/[N], s’est révélée étre entre 5% et 20% dans l'ensemble des PP:N, alors
que sa concentration totale, [NHy|, s’est trouvée entre 1% et 8 5%. Nous avons,
par la suite, tenté de développer une méthode semblable pour effectuer ’analyse
quantitative des nitriles et des isonitriles par spectroscopie infrarouge, mais ces
experiences ont surestimé leurs concentrations; ceci a été attribué a une différence
significative entre leurs coefficients d’absorption IR dans les matériaux polymeres
standards et ceux dans leurs contreparties déposées par plasma. Malgré cela, nous
avons pu réaliser des analyses semi-quantitatives fiables de ces deux groupements
dans les PP:N, ce qui a été corroboré par les mesures NEXAFS : pour le cas
des nitriles, ceux-ci se superposent parfaitement aux mesures IR, permettant ainsi
une auto-validation des deux méthodes. Sans pouvoir donner de concentrations
précises, nous pouvons cependant affirmer que les nitriles et isonitriles comptent
pour une fraction importante de [N] dans les PP:N. Les mesure NEXAFS ont aussi
permis d’analyser (semi)-quantitativement les imines et les alkényles. Ces analyses
semi-quantitatives nous donnent un bon indice de la distribution des groupements
chimiques dans les PP:N, mais il n’est pas possible d’exclure la formation d’autres
especes azotées comme les amines d’ordres supérieurs, les amides et les azides.

Cependant, le groupement le plus pertinent pour notre étude est I’amine primaire,
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qui est vue comme le principal responsable des propriétés bioactives de ce type de
matériau a cause de sa réactivité avec les biomolécules et de sa capacité a former

I'ion ammonium chargé positivement.

L’ instabilité temporelle, dite « vieillissement », des matériaux préparés par plasma
(par Pentremise de processus radicalaires) est un probléme bien documenté. Les
polymeres plasma y sont moins susceptibles que les surfaces modifiées par plasma
ol les « reptations » de chaines et les especes de faible poids moléculaire oxydées
(LMWOM) en surface ont de fortes influences. Pour cette raison, les concentrations
des divers éléments, mesurées par XPS, varient peu avec le temps dans le cas des
PP:N. Cependant, il a été démontré que [NH,] diminuait dans les premieres 24h
d’exposition d’'un PP:N & ’air, pour atteindre un plateau & environ 50% de sa va-
leur initiale dans les meilleurs cas. Un autre aspect important pour les applications
biotechnologiques est la stabilité vis a vis de ’eau et a d’autres solvants. Malheu-
resement, certaines des couches qui présentent les valeurs de [NH,] les plus élevées,
par exemple celles préparées & partir de méthane, se sont avérées solubles dans
I’eau et dans plusieurs solvants organiques, ce qui les rendait inutilisables pour la
culture cellulaire. Par contre, d’autres couches (insolubles et contenant des valeurs
de [NH,] adéquates peuvent, quant & elles, étre envisagées pour les applications

biotechnologiques, prochain sujet de cette discussion.

Dans le second volet de cette thése, nous avons utilisé nos couches insolubles et chi-
miquement bien caractérisées pour diverses expériences de culture cellulaire. Nous
avons démontré que des PP:N riches en azote pouvaient induire I’adhésion de trois
types de cellules, soit les chondrocytes de plaques de croissance et articulaires ainsi
que les monocytes humains U937 ; ces derniers, reconnus pour ne pas adhérer aux
surfaces des polymeéres synthétiques ont aussi démontré une prolifération durant
24h. Dans plusieurs études publiées en parallelle a cette theése, nous avons mon-

tré que les surfaces PP:N pouvaient induire ’adhésion d’autres types de cellules,
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dont les cellules souches mésenchymateuses (MSC), les cellules musculaires lisses
vasculaires (VSMC), les fibroblastes dermiques, ainsi que les cellules d’ovaires de
hamsters chinois, (CHO). Toutes les lignées cellulaires étudiées ont adhéré a au

moins un des films PP:N étudiés.

La littérature manifeste un intérét pour des couches en motifs micrométriques
comme outil pour influencer le comportement cellulaire. La production de ce type
de motifs présente aussi un intérét général pour le développement de biopuces, par
exemple. Nous avons donc développé une méthodologie pour déposer, a 'aide de
masques contacts en Kapton® préparés par ablation laser, des couches de PP:N
en ilots réguliers de dimensions micrométriques. Nous avons démontré que les U937
ainsi que les chondrocytes de plaques de croissances n’adhéraient que sur les ilots
et nulle part ailleurs sur le substrat (BOPP); en plus, la conservation des motifs

micrométriques a été observée durant toute la durée de expérience (de 14 jours).

Dans un autre type d’expérience simple, nous avons vérifié ’adhésion de monocytes
U937 et de chondrocytes de plaques de croissance sur des surfaces contenant dif-
férentes valeurs de [N] : Nous avons pu observer existence d’une « concentration
critique d’azote », [N|, autour de 24% pour les U937 et 18% pour les chondro-
cytes, en dessous de laquelle aucune adhésion cellulaire n’était observée. Par contre,
pour [N] > [N]gi, les cellules ont adhéré rapidement sous forme de monocouche.
Il était cependant clair que |[N], qualificatif peu spécifique, ne devait pas étre le
seul et réel responsable de cet effet, mais qu’il s’agirait plutot de la concentration
« critique » d’un groupement fonctionnel particulier. Donc, dans une seconde expé-
rience nous avons examiné ’adhésion des monocytes U937 sur plusieurs familles de
surfaces riches en azote analogues, préparées par plasma et par photochimie VUV,
Toutes ces surfaces ont pu étre préparées avec une chimie de surface bien caractéri-
sée présentant différents [N] en surface en plus d’offrir différentes sélectivités pour

les groupements fonctionnels chimiques. Pour chacune de ces familles, nous avons
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déterminé les valeurs de [N]..+ et de [NHy]..+ correspondantes : Bien que [N]qt
est différente pour chaque cas, [NHy].; correspond & une valeur constante, 4,2 +
0,5 % (par 100 atomes, mesurée par XPS). Aussi, des PP:N préparés a pression
atmosphérique & partir d’acétylene (avec [N] élevée (~38%), mais [NHy] < 2%)
n’ont, dans aucun cas, pu induire 'adhésion des U937. Donc, du moins pour le
cas des U937, ces résultats confiment le role critique des amines primaires dans
les interactions cellules-surfaces, sujet qui auparavant avait engendré de multiples

débats dans la littérature [14, 15, 20].

Lors d’une derniere série d’expériences, nous avons étudié les voies génétiques ac-
tivées lors de I'adhésion de U937 sur deux types de polymeres plasma (déposés a
basse et haute pression, mais avec [NHs] = [NHy|ei). L'on a trouvé que ces deux
surfaces ont induit une expression transitoire des genes TNF-a et IL-13, deux cyto-
kines sécrétées lors de la réponse immédiate des cellules (« immediate early response
genes »), ce qui suggérait ainsi qu’une réponse inflammatoire majeure n’a pas été
provoquée. Par contre, les genes PPAR~y et ICAM-I, impliqués dans ’adhésion et la
rétention des monocytes, ont démontré une expression soutenue. Il a été rapporté
que ces deux génes peuvent étre induits par TNF-a et IL-1 dans plusieurs types de
cellules, ce qui pourrait suggérer que I'expression transitoire observée de ces deux
derniers geénes est a 'origine de ’adhésion des monocytes via ’activation de PPAR~y
et [CAM-I; cependant, ceci n’a pas été directement étudié ici, n’ayant pas été le
but de notre étude. Deux autres génes examinés, les facteurs de transcription PU.1
et Egr-1 ont, dans d’autres études, montré une expression concertée caractéristique
de la différenciation en macrophages. Ceci n’a pas été observé dans le présent cas
puisque 'expression de PU.1 est demeurée inchangée, alors que Egr-1 a présenté
une expression transitoire. Ces résultats suggerent qu’en plus des voies classiques
cytokines/RANK, les molécules d’adhésion comme ICAM-I et les facteurs de trans-

cription comme Egr-1, méritent plus d’attention.
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En résumé, nous avons présenté dans cette thése un nouveau matériau, le PP:N|
dont les caractéristiques physico-chimiques se comparent avantageusement aux ma-
tériaux analoges trouvés dans la littérature, et il comporte 'avantage supplémen-
taire d’étre déposé a pression atmosphérique. Nous en avons effectué une caractéri-
sation chimique exhaustive a l’aide de techniques bien connues, mais aussi avec
d’autres généralement considérés inappropriées pour les couches minces. Ainsi,
nous avons pu obtenir des informations (semi)-quantitatives sur plusieurs groupe-
ments fonctionnels et avons pu explorer plusieurs applications biotechnologiques.
Par voie d’experiences d’adhésion cellulaire, nous avons démontré le role prépondé-
rant des amines primaires, NH,, dans les mécanismes d’adhésion. Finalement, nous

avons examiné des voies génétiques potentiellement impliquées dans ces mécanismes

d’adhésion.

Perspectives

Dans le domaine des modifications de surfaces par plasma, des techniques de dé-
rivation chimique sont utilisées de préférence pour effectuer la quantification de
groupements fonctionnels spécifiques, puisque les techniques spectroscopiques sont
en général peu efficaces. Cependant, I’exactitude de ces techniques est parfois mise
en doute et les protocoles utilisés dans les différents laboratoires comportent de
nombreuses variations. Bien que la plupart des auteurs s’entendent sur la validité
des techniques d’analyse quantitatives par dérivation chimique pour la comparaison
de couches issues d’une méme étude, certains doutent de leur valeur absolue ainsi
que de la légitimité de la compraison de mesures faites dans différents laboratoires.
Une quantification précise et exacte des groupements fonctionnels chimiques né-
cessite I'utilisation de matériaux standards appropriés. Ce type de standards n’a

malheureusment pas encore été développé pour bon nombre de groupements fonc-
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tionnels, dont les amines primaires. Nous proposons ici la conduite d'une étude
visant a régulariser et a valider ces procédés, en créant une procédure reproduc-
tible et exportable. Dans la littérature existante, nous avons trouvé quelques ma-
tériaux pouvant servir de standards. Le paryléne est un composé organique qui
peut étre polymérisé en phase gazeuse selon une cinétique semblable a celle de la
polymérisation par plasma [60]. En utilisant un paryléne précurseur comportant
des amines primaires, il serait possible d’en faire un « polymere standard ». Une
autre option serait 1'utilisation du poly(éthyléne imine) qui comporte une quantité
a priori connue d’amines primaires, secondaires et tertiaires. Une derniere voie se-
rait I’utilisation de surfaces aminées monofonctionnelles modifiées par plasma, mais

ne contenant pas de radicaux libres, tel que proposé par Friedrich et al. [203].

Certaines des couches les plus riches en amines primaires, de toute évidence le grou-
pement le plus important, se sont avérées solubles dans l’eau. Il serait intéressant
d’optimiser les parameétres permettant de maximiser [NHy] tout en supprimant la
solubilité. Puisque la solubilité d’un polymere « classique » est inversement relié
a sa masse moléculaire, ce critere pourrait possiblement servir ici : Sans mesurer
directement la « masse moléculaire », la technique de chromatographie d’exclusion
stérique sur gel (anglais : gel permeation chromatography, GPC), qui s’effectue a
I’aide du polymere en solution dans I’eau ou dans un solvant organique fort, perme-
tra de mesurer une valeur reliée. Nous proposons donc d’étudier certains nouveaux
parametres de fabrication de couches, par exemple la puissance, la fréquence de
la source haute tension, etc., ainsi que de nouveaux « monomeres » précurseurs
(éthane, propane, propeéne, propyne, butane, butyne, butadiéne) selon les criteres
mentionnés ici. Aussi, puisque les couches préparées a partir de méthane compor-
taients les plus hautes valeurs de [NHy], tandis que celles préparées avec 'acétylene
ont été les moins solubles, il est possible que des mélanges CH,4/CyH, produisent

des matériaux comportant ces deux caractéristiques.
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Les caractérisations chimiques présentées ont toutes été effectuées a ’aide d’échan-
tillons « frais » (& l’exception, bien entendu, des études de « vieillissement ») et
exposées a ’air pour une période minimale. Ces matériaux, comportant plusieurs
groupements réactifs, subissent des modifications physico-chimiques lorsqu’immer-
gées dans une solution aquéuse. Par exemple, les fonctions acides et basiques établi-
ront un équilibre rapide selon le pH, ce qui pourrait créer des charges localisées en
surface. La mesure de cette charge de surface par voie du potentiel ¢ pourrait éven-
tuellemet nous révéler des informations supplémentaires sur la chimie de surface et
les d’interactions avec les cellules vivantes et les biomolécules chargées. Aussi, les
PP:N immergés peuvent subir des transformation chimiques. Notamment, le nitrile
peut réagir avec ’eau en milieu faiblement acide ou basique donnant comme pro-
duit un groupement amide primaire ou un acide carboxylique [204]. Sans doutes,
I’étude de la chimie de surface « post-immersion » est tout aussi importante pour

les interactions avec le vivant que celle « pré-immersion ».

Une prothese faite de matériau synthétique doit étre stérile avant d’étre implantée
dans un étre vivant. Les plasmas étant bien connus pour leur capacité a stériliser
[205-207] la surface de matériaux, on peut s’attendre a ce qu’un dépdt/traitement
de surface spécifique permet de fournir simultanément une surface stérile. Sinon,
la prothese doit étre stérilisée de nouveau avant I'implantation, et il sera impératif

de vérifier I'effet de cette stérilisation sur la chimie de surface.

Une autre étude intéressante serait la suivante : Les PP:N sont riches en fonctions
nitriles; or, ces groupements peuvent assez aisément étre réduits a ’amine pri-
maire via une réaction avec un agent réducteur comme le borohydrure de sodium
(NaBH,). Ce type de réaction nous permettrait de créer des surfaces encore plus
riches en amines primaires. Finalement, sachant que les interactions entre les sur-
faces et le vivant passent par ’entremise de protéines (adsorbées ou créés par les

cellules) une compréhension accrue des mécanismes régissant 1’adhésion de cellules
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aux surfaces pourrait se faire via la caractérisation des protéines rapidement ab-
sorbées sur la surface des PP:N lorsqu’ils sont immergés dans un média de culture,

e.g. a l'aide de techniques « QCM-D » [208] et « ELISA » [18].
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ANNEXE 1

SUPPRESSION OF GENES RELATED TO HYPERTROPHY AND
OSTEOGENESIS IN COMMITTED HUMAN MESENCHYMAL
STEM CELLS CULTURED ON NOVEL NITROGEN-RICH
PLASMA POLYMER COATINGS
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Suppression of Genes Related to Hypertrophy and Osteogenesis
in Committed Human Mesenchymal Stem Cells Cultured
on Novel Nitrogen-Rich Plasma Polymer Coatings
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are pluripotent progenitor cells with the ability to generate cartilage,
bone, muscle, tendon, ligament, and fat. However, recent evidence indicates that a major drawback of
current cartilage- and intervertebral disc-tissue engineering is that human MSCs isolated from some
arthritic patients (a clinically relevant source of stem cells) express type X collagen (a marker of chon-
drocyte hypertrophy associated with endochondral ossification) and osteogenic markers. Some studies
have attempted to use growth factors to inhibit type X collagen expression, but none has addressed the
possible effect of the chemical composition of the substratum on chondrocyte hypertrophy and osteo-
genesis. Here, we examine the growth and differentiation potential of human MSCs cultured on nitrogen
(N)-rich plasma polymer layers (N-doped plasma-polymerized ethylene, containing up to 36 % nitrogen;
PPE:N). We show that PPE:N almost completely suppresses the expression not only of type X collagen, but
also of osteogenic marker genes such as alkaline phosphatase, bone sialoprotein, and osteocalcin. In
contrast, neither aggrecan nor type I collagen expression were significantly affected. These results indicate
that PPE:N coatings may be suitable surfaces for inducing MSCs to a chondrocyte or disc-like phenotype
for tissue engineering of cartilage or intervertebral discs, in which hypertrophy and osteogenesis are
suppressed.

INTRODUCTION

MESENCHYMAL STEM CELLS (MSCs) are present in a
variety of tissues during human development, and in
adults they are prevalent in bone marrow. MSCs can be
isolated, expanded in culture, and stimulated to differenti-
ate into bone, cartilage, muscle, marrow stroma, tendon,
fat, and a variety of other connective tissues.' The study of
these cells provides the basis for tissue engineering.
Bone and cartilage formation involves the differentiation
of MSCs to a specific and distinctive phenotypic path-

way.?

However, recent evidence indicates that a major drawback
of current cartilage or intervertebral disc tissue engineering is
that human MSCs rapidly express type X collagen,"”4 a
marker of chondrocyte hypertrophy associated with endo-
chondral ossification.>® In particular, MSCs obtained from
the femoral intramedullary canal of patients with osteoar-
thritis or rheumatoid arthritis (60-80 years old) rapidly ex-
press type X collagen.* Some studies have attempted to use
growth factors to inhibit type X collagen expression’ and
osteogenic marker genes; however, little work has been done
to investigate the effect of material surfaces on stem cell
differentiation.

"Division of Orthopaedic Surgery, McGill University, Montréal, Québec, Canada.
2Lady Davis Institute for Medical Research, Montréal, Québec, Canada.

3Department of Engineering Physics, Ecole Polytechnique, Montréal, Québec, Canada.
“Research Center, Notre-Dame Hospital, Montréal, Québec, Canada.
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It has been known for some time that cells may be
sensitive to subtle differences in surface chemistry.*'* The
nature of the surface can directly influence cellular re-
sponses,*”!*!1* ultimately affecting the rate and quality of
new tissue formation.”'> Previous studies have shown that
contact with vitronectin and collagen I promotes the oste-
ogenic differentiation of MSCs.'# Furthermore, the creation
of functional groups (-CHj, -NH,, SH, -OH, and -COOH)
by silanization on glass surfaces was found to alter the
differentiation potential of the human MSCs.!? However,
the mechanisms controlling human MSC differentiation are
not well understood. These studies suggest that extracel-
lular matrix contact alone may be sufficient to induce stem
cell differentiation.

We have recently developed a unique design of a “smart
surface,” extremely rich in nitrogen (N) (N-doped plasma-
polymerized ethylene; PPE:N) that is capable of promoting
cell adhesion.'® In this study we use this technology to
elucidate the effect of 3 different PPE:N substrates with
differing chemically bound N concentrations ([N]), on
markers of hypertrophy and osteogenesis. Markers of chon-
drogenesis include collagen type II and aggrecan, with
collagen type X being used as a marker of late-stage chon-
drocyte hypertrophy (associated with endochondral ossifi-
cation).® Osteogenic markers include alkaline phosphatase
(ALP),'” bone sialoprotein (BSP),!"!® osteocalcin (OC),' 18
and runt-related transcription factor 2 (RUNX2).'*? The
findings we present indicate that the type of substrate used
can influence cellular processes, particularly stem cell
differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Deposition of PPE:N

Girard-Lauriault ef al. have described the methods em-
ployed for depositing PPE:N films.'® For the experiments
reported here, they were deposited on biaxially oriented
polypropylene (BOPP); the characteristics of this 50-pm-
thick isotactic polymer film, graciously provided by 3M
Company, have also been described elsewhere.”’** The
atmospheric pressure plasma deposition system consisted
of a moveable aluminium plate electrode on which flat
sheets of BOPP were uniformly coated in a 10-kHz, high-
voltage (HV, ~18kV peak-to-peak) dielectric barrier dis-
charge (DBD).!® This was accomplished using carefully
controlled linear displacement of the substrate through the
approximately 1-cm-wide discharge zone between the cy-
lindrical, ceramic-coated HV electrode and the grounded
aluminum plate. Using this apparatus, films containing a
high and controllable [N] (see Fig. 1 and relationship
(1) below) were deposited from the precursor gas mixture
composed of N, (10 standard L per minute) and ethyl-
ene (C,H4, from 10 to 60 standard cubic cm per minute,
sccm).
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FIG.1. Dependence of nitrogen concentration ([N]) in nitrogen-

doped plasma-polymerized ethylene films on the ethylene (C,Hy)
monomer flow rate (Fc ). The dashed vertical lines indicate the
particular values used here; sccm, standard cubic cm per minute.

PPE:N films with different [N] were studied and com-
pared, knowing that changing [N] values can lead to
significantly different cell responses.'® As shown in Fig. 1,
changing the flow rate of the C,H; gas precursor
(Fc,n,), from the lowest value of 5sccm to higher val-
ues up to 60sccm gradually reduces [N], all other deposi-
tion conditions of course being maintained constant.
Thus, for Fc i, =5 scem, [N] &~ 36%; for Fc,u, = 10 scem,
[N] ~ 29.5; and for the highest Fcpys value used here,
20sccm, [N] & 25%. In later parts of this text, we shall
refer to the 3 different PPE:N coatings used in the present
study in terms of the respective Fcp, values for their
preparation, namely 5, 10, and 20 sccm. The surface com-
positions of PPE:N films were determined using X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS);'?** throughout this ar-
ticle, we will be referring to their surface elemental con-
centrations ([X]) in terms of the elements that constitute
PPE:N (N, carbon (C), and oxygen (O)); because XPS
cannot detect hydrogen, [X] is given by:

X] % 100%, 1)

_ X

N+C+0
N, O, and C being determined from XPS broad-scan spec-
tra.'>?? Other characterization methods used for PPE:N
films included attenuated total internal reflectance Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), contact angle go-
niometry, atomic force microscopy, stylus profilometry,
and spectroscopic ellipsometry, as described elsewhere.'?
Results (thickness, elemental composition, chemical bond-
ing types) were reported in considerable detail in an earlier
article by Girard-Lauriault er al.'® Particularly noteworthy
is the partial characterization of chemical functionalities at
the films’ surfaces; we know from chemical derivatization
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experiments, coupled with XPS, and from FTIR measure-
ments, that primary amines account for 5% to 10% of [N]
and that nitriles (-C = N) also constitute an important sur-
face functionality.

Source and preparation of stem cells

MSCs were obtained from 15-mL aspirates from the in-
tramedullary canal of donors (60-80 years of age) under-
going total hip replacement for osteoarthritis, using a
protocol approved by the Research Ethics Committee of the
Jewish General Hospital. Bone marrow aspirates were pro-
cessed essentially as previously described.*** Briefly, each
aspirate was diluted 1:1 with Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) and layered over 1:1 Ficoll (Ficoll-Paque
Plus, GE Healthcare Bio-Sciences, Baie-d’Urfé, Quebec).
After centrifugation at 900 g for 30 min, the mononuclear
cell layer was removed from the interface, washed with
DMEM, and re-suspended in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT), 100 units/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and 2 mM L-glutamine.
We obtained approximately 60 million cells of a stem cell-
enriched fraction. The cells were plated in 20 mL of medium
in a 176-cm? culture dish and incubated at 37°C in a 5%
carbon dioxide-humidified atmosphere. After 72h, non-
adherent cells were discarded, and adherent cells were
thoroughly washed twice with DMEM. Thereafter, the cells
were expanded as previously described.?®

Cell culture

One million passage 3 or 4 MSCs were cultured on each of
the 3 different PPE:N coatings on BOPP, in DMEM plus
10% fetal bovine serum. Commercial polystyrene (PS) tis-
sue culture dishes (Sarstedt, Inc., St-Leonard, Québec) were
used as controls. The medium was changed every 2 days for
up to 14 days, after which cells were harvested at different
times or at the endpoint for gene expression studies.

Total ribonucleic acid isolation

Total ribonucleic acid (RNA) was extracted from MSCs
using a modification of the method of Chomcynski and
Sacchi** using TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington,
Ontario). After centrifugation for 15 min at 12,000 g at 4°C,
the aqueous phase was precipitated in 1 volume of iso-
propanol, incubated for 20 min at room temperature, and
centrifuged again for 15min at 12,000 g at 4°C. The re-
sulting RNA pellet was air dried and re-suspended in 40 pL.
of diethylpyrocarbonate-treated water, and 5 pL was assayed
for RNA concentration and purity by measuring Agg/A2go-

Reverse transcription and polymerase
chain reaction

The reverse transcription (RT) reaction was performed
using 0.5 pg total RNA isolated from the MSCs in a total

2641

volume of 20 pL, containing 50 mM Tris-hydrochloric acid
(HC1, pH 8.3); 75 mM potassium chloride; 3 mM magnesium
chloride (MgCl,), 10mM dithiothreitol; 50 uM each 2'-
deoxy-adenosine-5'triphosphate (dATP), 2'-deoxy-guano-
sine-5'triphosphate ~ (dGTP),  2'-deoxy-cytidine-5'triphos-
triphosphate (dCTP), and 2'-deoxythymidine-5'triphosphate
(dTTP); and 200 units of Superscript II - RNAse Hreverse tran-
scriptase (Invitrogen).

PCR was performed in a total volume of 25pL con-
taining: 10 mM Tris-HCI (pH 8.3); 1.5 mM MgCl,; 0.4 mM
each of dATP, dGTP, dCTP, and dTTP; 0.8 uM of each
primer; 1 pl. of RT mixture; and 2.5 units of TAQ deox-
yribonucleic acid (DNA) polymerase (Invitrogen). The
30 cycles of PCR included denaturation (94°C, 1 min 30s),
annealing (60°C, 45s), and extension (72°C, 7 min). After
agarose (1.6%) gel electrophoresis, PCR products were vi-
sualized using ethidium bromide staining and analyzed using
the Bio-Rad VersaDoc image analysis system, equipped with
a cooled CCD 12-bit camera (Bio-Rad, Mississauga, Ontar-
i0). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as reference for gel loading. To confirm the lack of
chromosomal DNA contamination of RNA samples, PCR
was also performed with RNA aliquots. After confirming that
there was no band detected that indicated contamination of
the DNA, we proceeded with the experiments.

The primer sequences used for PCR shown in Table 1
were chosen because they are specific for human DNA and
they amplify a single product. GAPDH primers have been
described in one of our earlier articles.*

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate. Statistical
differences between the treated and the control were
analyzed using Statview (SAS Institute Inc., Cary, NC)
for each culture time. Results were considered statisti-
cally significant at p < 0.05. All results are the average of
3 samples =+ standard deviation.

RESULTS

Expression of type X collagen

The results of RT-PCR analyses of gene expression of
type X collagen, related to GAPDH (a housekeeping gene),
are shown in Fig. 2. Expression of type X collagen, a de-
finitive marker for the hypertrophic phenotype,®'® was
consistently detectable in MSCs cultured on control PS
culture dishes from day 3 (Fig. 2 lane 1, “Ctl”). The ex-
pression of type X collagen did not change significantly
throughout the culture period up to 14 days. In contrast, its
expression was decreased when cultured on PPE:N coatings
produced with Fc g, ranging from 5 to 20 sccm (Fig. 2 lanes
2, 3, and 4). It was almost completely suppressed by day
14, when MSCs were cultured on all of the studied PPE:N
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TABLE 1. PRIMER SEQUENCES OF GENES STUDIED

Aggrecan

Forward: 5'-CTACGACGCCATCTGCTACA-3’

357 bp

Reverse: 5-ACGAGGTCCTCACTGGTGAA-3’

Type X collagen a1 chain
Reverse:

Type I collagen o2 chain

Forward: 5'-ACAGGAATGCCTGTGTCTGCTTTTACT-3’
5'-CATTGGGAAGCTGGAGCCACACCTGGTC-3’

Forward: 5-CGGTTACCCTGGCAATATTG-3'

331 bp

364 bp

Reverse: 5-TCCAGTGCGACCATCTTTT-3'

Alkaline phosphatase

Forward: 5-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA-3

454 bp

Reverse: 5'-ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC-3'

Bone sialoprotein

Forward: 5'-AATGAAAACGAAGAAAGCGAAG-3

450 bp

Reverse: 5-ATCATAGCCATCGTAGCCTTGT-3’

Osteocalcin
Reverse:

Runt-related transcription

factor 2 Reverse:

Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase Reverse:

Forward: 5'-ATGAGAGCCCTCACACTCCTC-3’
5-GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC-3

Forward: 5-GGTTCAACGATCTGAGATTTG-3’
5-CATACTGGGATGAGGAATGCGC-3'

Forward: 5'-GCTCTCCAGAACATCATCCCTGCC-3’
5'-CGTTGTCATACCAGGAAATGAGCTT-3'

294 bp
230 bp

346 bp

surfaces. There was no apparent toxicity, as indicated by
the lack of effect on GAPDH.

Expression of aggrecan and type I collagen

Because aggrecan and type II collagen have been used as
markers of chondrogenesis,® we next explored whether the
culture of MSCs on PPE:N could affect aggrecan and type
IT collagen expression. Furthermore, because stem cells
express type 1 collagen,* we also wished to examine the
effect on type I collagen expression when culturing MSCs
on the present substrate materials.

Figures 3 and 4 show that there were no significant ef-
fects on aggrecan or type I collagen expression, respec-
tively. The sole possible exception occurred on day 14,
when there appeared to be some up-regulation of type 1
collagen for MSCs cultured on 10-sccm PPE:N. Further-
more, the data show that MSCs constitutively expressed
aggrecan and type I collagen messages throughout the
culture period. Type II collagen was not expressed at all,
even in PS control cultures (data not shown).

Expression of alkaline phosphatase

The results of RT-PCR analyses of ALP gene expression
are shown in Fig. 5. ALP expression appeared to be up-
regulated when MSCs were cultured on PS control, al-
though this appeared to decrease with time. In contrast, its
expression was lower when cultured on all 3 PPE:N sur-
faces examined (Fig. 5 lanes 2, 3, and 4). The expression
profiles were somewhat similar to those observed for type
X collagen (Fig. 2), except that ALP expression levels did
not seem to change when MSCs were cultured on any one
of the PPE:N surfaces beyond day 14.
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FIG. 2. Reverse transcription polymerase chain reaction analy-
sis of type X collagen (COL10A1) expression in mesenchymal
stem cells cultured on different surfaces. Ctr - polystyrene con-
trol; 5 standard cubic cm per minute (sccm); 10 sccm; 20 sccm
nitrogen-doped plasma-polymerized ethylene (PPE:N). Results
represent the mean =+ standard deviation of 3 donors. The labels
“5sccem” etc. refer to the ethylene flow rates used in the prepa-
ration of the particular PPE:N deposits (see Fig. 1). GAPDH,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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FIG. 3. Reverse transcription polymerase chain reaction analysis
of aggrecan (AGG) expression in mesenchymal stem cells cultured
on different surfaces. Ctl, polystyrene control; 5 standard cubic cm
per minute (sccm); 10sccm; 20sccm nitrogen-doped plasma-
polymerized ethylene. Results represent the mean + standard de-
viation of 3 donors. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase.

Expression of bone sialoprotein

Because BSP has been used as one of the bone-specific
markers,18 we also wished to examine the effect on BSP
expression of culturing MSCs on the present PPE:N sub-
strate materials. Results presented in Fig. 6 show that BSP
was expressed on day 3 for the case of MSCs cultured on
PS control, but was slightly down-regulated later (Fig. 6
lane 1). Of special interest, however, is the finding that BSP.
expression was almost completely suppressed throughout
the 14-day culture period on all of the PPE:N substrates we
examined (Fig. 6 lanes 2, 3, and 4).

Expression of osteocalcin

Because the major non-collagenous component of
bone matrix, OC, has been used as another bone-specific
marker,'® we next explored whether the culture of MSCs on
PS control or PPE:N surfaces could affect OC expres-
sion. Figure 7 shows that MSCs constitutively expressed
OC from day 3 to day 14 on PS controls, although the
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FIG. 4. Reverse transcription polymerase chain reaction analysis
of type I collagen (COL1A2) expression in mesenchymal stem cells
cultured on different surfaces. Ctl, polystyrene control; 5 standard
cubic cm per minute (sccm); 10sccm; 20sccm nitrogen-doped
plasma-polymerized ethylene. Results represent the mean+
standard deviation of 3 donors. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.

levels appeared to drop slightly with time. OC expression
was largely suppressed on PPE:N surfaces throughout the
culture period, particularly on day 14 for the 20-sccm
substrate material (Fig. 7 lanes 2, 3, and 4).

Expression of RUNX2

Because ALP, BSP, and OC expression appeared to be
selectively suppressed when MSCs were cultured on
PPE:N, it seems probable that the various PPE:N surfaces
affected regulatory mechanisms that are requisite for bone
cell growth and differentiation, as well as for skeletal ho-
meostasis.'® Accordingly, we tested the ability to regulate
RUNX?2 expression, a transcription factor that mediates
osteoblast differentiation and bone formation.”® Figure 8
shows that MSCs constitutively expressed RUNX2 from
day 3 to day 14 on PS control surfaces, without the levels
changing significantly with time. In contrast, the expression
was largely suppressed when cultured on PPE:N, particu-
larly by day 14 (Fig. 8 lanes 2, 3, and 4).
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FIG. 5. Reverse transcription polymerase chain reaction analy-
sis of alkaline phosphatase (ALP) expression in mesenchymal
stem cells cultured on different surfaces. Ctl, polystyrene control;
5 standard cubic cm per minute (sccm); 10 sccm; 20 scem nitrogen-
doped plasma-polymerized ethylene. Results represent the mean =+
standard deviation of 3 donors. GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Cartilage and disc tissue engineering relies on the dif-
ferentiation of MSCs to specific phenotypes. A current
working hypothesis is that MSCs may represent an alter-
native cell source for the treatment of cartilage and inter-
vertebral disc defects.>?’ However, a major drawback of
cartilage and disc tissue engineering is that human MSCs
rapidly express type X collagen,*” a marker of chondrocyte
hypertrophy associated with endochondral ossification and
osteogenic markers.”®'6 The results presented here suggest
that MSCs obtained from the intramedullary canal of do-
nors (60-80 years of age) undergoing total hip replacement
for osteoarthritis, a clinically relevant source of stem cells,
express not only type X collagen but also osteogenic dif-
ferentiation markers (ALP, BSP, OC) and the transcription
factor RUNX2. Recent studies have attempted to use
growth factors to inhibit type X collagen expression.” Until
recently,* no study had addressed the possible effect of the
substratum on chondrocyte hypertrophy.

In the current study, we sought to examine the growth
and differentiation potential of MSCs cultured on 3 dif-
ferent PPE:N surfaces. Using PPE:N as cell culture sub-
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FIG. 6. Reverse transcription polymerase chain reaction analy-
sis of bone sialoprotein (BSP) expression in mesenchymal stem
cells cultured on different surfaces. Ctl, polystyrene control; 5
standard cubic cm per minute (sccm); 10 sccm; 20 scem nitrogen-
doped plasma-polymerized ethylene. Results represent the mean -
standard deviation of 3 donors. GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.

strates for MSCs, PCR was used to assess the expression of
aggrecan; type I, II, and X collagens; and ALP, BSP, OC,
and RUNX2. However, because the cells remained fibro-
blastic, and aggrecan, ALP, BSP, OC, and type I and type
X collagen were constitutively expressed, whereas type II
collagen was not expressed at all, it should be considered
that the expression of these genes reflects that the MSCs
are committed to hypertrophy and osteogenesis.* Although
aggrecan is supposed to be a marker of chondrogenesis,
chondrocytes are thought to express type X collagen only
when they become hypertrophic.>¢'6

The recent advances in our group in creating novel
bioactive synthetic polymer surfaces with the aid of ultra-
violet-photochemical and plasma-chemical processes,*!>2!
particularly the latter, have enabled us to study the culture of
MSCs on N-enriched ([N] up to ~20%) polymers such as
BOPP and nylon-6 polyamide, as well as on super-rich
(IN]1>25%) plasma-polymerized thin films, PPE:N.'®> The
latter substrates have distinguished themselves by their ability
to adhere certain cell types that earlier resisted adhesion to all
prior-known cell culture surfaces, for example, human U937
macrophages.'> The current research is the first ever to report
the effect on MSC genes when the cells are grown on PPE:N
or similar [N]-rich plasma-polymer surfaces.
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FIG. 7. Reverse transcription polymerase chain reaction analy-
sis of osteocalcin (OC) expression in mesenchymal stem cells
cultured on different surfaces. Ctl, polystyrene control; 5 standard
cubic cm per minute (sccm); 10sccm; 20 sccm nitrogen-doped
plasma-polymerized ethylene. Results represent the mean =+
standard deviation of 3 donors. GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase.

Our findings reveal that type X collagen, as well as ALP,
BSP, and OC, but not type I collagen or aggrecan expression,
were suppressed when cultured on the three different PPE:N
surfaces examined. Thus, these results indicate that PPE:N
may be a suitable substrate for inducing MSCs to a disc-like
phenotype for tissue engineering of intervertebral discs and
cartilage, in which hypertrophy and osteogenesis is sup-
pressed; more specifically, this statement applies to PPE:N
with [N] >25%. However, in these experiments there were
no significant differences on gene expression between
PPE:N coatings fabricated with Fen, =5, 10 or 20scem.
Our earlier study showed that while both ammonia plasma-
treated and untreated nylon-6 polyamide partially inhibited
type X collagen expression, plasma-treated polypropylene
(BOPP) almost completely inhibited its expression; the
highest [N] value measured for those modified polymer
surfaces was 16.5%.* However, thin PPE:N deposits on
BOPP evidently have a much stronger suppression of gene
expression, as we have shown here. Moreover, PPE:N thin
films have several advantages over plasma-functionalized
surfaces: in this work they are deposited using an atmo-
spheric pressure plasma polymerization technique, that is
both economical and efficient. An important attribute is
the high, stable (not prone to the so-called ‘“ageing”
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FIG. 8. Reverse transcription polymerase chain reaction analy-
sis of runt-related transcription factor 2 (RUNX2) expression
in mesenchymal stem cells cultured on different surfaces. Ctl,
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10sccm; 20scem nitrogen-doped plasma-polymerized ethylene.
Results represent the mean + standard deviation of 3 donors.
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phenomenon®?) and adjustable [N] of PPE:N, its relatively
high primary amine concentration, and its high surface en-
ergy (wettability). Furthermore, since this is a coating pro-
cess (as opposed to a surface modification technique®2!?)
PPE:N films can be deposited on many different substrates,
including inorganic ones. Based on these characteristics,
PPE:N is an excellent candidate for cell culture experiments;
in the light of what has been discussed above, of the results
presented in Fig. 1, and of the fact that some cell processes
have been observed to manifest a “critical [N] value” below
which PPE:N is ineffective (see Ref.!®), it would be in-
triguing to investigate the possible existence of a lower limit
in [N] for PPE:N films in this present context.

Now, total [N] at the surface is an admittedly crude
means to characterize the substrates for evaluating their
potential to influence cell processes; more realistically, the
concentrations of various surface-chemical functionalities,
for example amines, imines, nitriles, amides, acids, and
alcohols, should be taken into account. The latter 3 are
encountered because bound oxygen is always incorporated
into plasma polymer films as a result of the reaction of
residual surface radicals with ambient air. Unfortunately,
plasma polymers are notoriously difficult to characterize,
because of their random, highly crosslinked structure; the

)

238



5

2646

resulting peak broadening, therefore, greatly complicates
quantitative, even qualitative, analysis using most spec-
troscopic methods (high-resolution XPS, FTIR, solid-state,
nuclear magnetic resonance [NMR], etc.), and this inher-
ently limits our knowledge of the specific surface chemis-
tries of PPE:N films.

However, our discovery that all PPE:N film compositions
examined here can suppress markers of hypertrophy and
osteogenesis on committed MSCs immediately suggested
that this coating material may affect signaling mechanisms
in MSCs. MSCs possess diverse cell-surface receptors, en-
abling them to respond to various external signals that ini-
tiate differentiation into a variety of cell types.?® It is
tempting to speculate that this may work by deactivating the
“hedgehog signaling” pathway,””*® known to be involved
in the development of bone cells. However, elucidating
the mechanisms involved in suppression of hypertrophy and
osteogenesis in committed human MSCs will require further
studies. Furthermore, we did not compare the differentia-
tion ability of the cells recovered after the 14-day culture
on the substrate with the highest [N] value to determine
whether they can still be induced to chondrocytes or adipo-
cytes. Studies are now underway to determine the differen-
tiation potential of these cells when treated with the
appropriate chondrogenic or adipogenic cocktails. Moreover,
although we show suppression of hypertrophy and osteo-
genesis, it appears that chondrogenesis is not induced, as
evidenced by the absence of type II collagen expression.

Cell adhesion to extracellular matrix ligands through in-
tegrin receptors plays a central role in tissue formation and
maintenance by anchoring cells and triggering signals that
direct cell proliferation and differentiation.® Stem cells use
the beta 1 integrin adhesion receptor subfamily to adhere and
proliferate,30 but it remains to be determined whether these
mechanisms are active in the present circumstances. Initia-
tives that rely on controlling the adsorption of extracellular
matrix ligands, or on engineering synthetic supports that
present bioadhesive motifs from extracellular matrix proteins,
are providing promising strategies for the engineering of
matrices that control cell adhesion and signaling.®'

The current work paves the way for systems that could help
select specific phenotypes on demand, which, in turn, opens
the door to a wide variety of applications. It is the first time, to
our knowledge, that anyone has reported a true phenotype
selectivity of stem cell differentiation based on a particular
surface property, in this case apparently the high [N] value
(> 25%) of PPE:N. As a result, we believe that these studies
lay the fundamental groundwork for a new paradigm in sur-
face engineering, one that may be of considerable significance
in materials science, biology and medicine.*!?
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Abstract

Complications following endovascular aneurysm repair (EVAR) are related to deficient healing around the stent-graft (SG). New
generations of SG with surface properties that foster vascular repair could overcome this limitation. Our goal was to evaluate the
potential of a new nitrogen-rich plasma-polymerised biomaterial, designated PPE:N, as an external coating for polyethylene terephtalate
(PET)- or polytetrafluoro-ethylene (PTFE)-based SGs, to promote healing around the implant. Thin PPE:N coatings were deposited on
PET and PTFE films. Then, adhesion, growth, migration and resistance to apoptosis of vascular smooth muscle cells (VSMCs) and
fibroblasts, as well as myofibroblast differentiation, were assessed in vitro. In another experimental group, chondroitin sulphate (CS), a
newly described mediator of vascular repair, was added to normal culture medium, to search for possible additional benefit. PPE:N-
coatings, especially on PET, increased and accelerated cell adhesion and growth, compared with control PET and with standard
polystyrene culture plates (PCP). PPE:N was also found to increase the resistance to apoptosis in VSMC, an important finding as
aneurysms are characterised by VMSC depletion caused by a pro-apoptotic phenotype. Addition of CS in solution further increased
migration and resistance to apoptosis. In conclusion, PPE:N-coating and/or CS could promote vascular repair around SGs following
EVAR.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Aneurysm; Stent-graft; Plasma polymerisation; Chondroitin sulphate; Cell adhesion; Apoptosis

1. Introduction complications such as SG migration [3,4] and persistence of

blood flow into the aneurysm (i.e. endoleaks) [5-7].

In industrialised countries, where the prevalence and
surgical risks of abdominal aortic aneurysms (AAA) are
increasing in ageing populations [1,2], endovascular aneur-
ysm repair (EVAR) with a stent-graft (SG) prosthesis
offers a promising, less invasive alternative to open
surgery. Its widespread use is, however, limited by frequent
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Recently, two large randomised studies comparing EVAR
with open repair showed that despite a gain in peri-
operative morbidity and mortality in the EVAR group,
there was no difference in mid-term mortality between both
groups, and more reinterventions were observed in the
EVAR group [8,9]. Mounting evidence suggests that
complications are related to deficient healing around
SGs. Even several years after implantation, SGs were
found to be surrounded by an amorphous, unorganised
thrombus composed mainly of a fibrin matrix and
phantoms of red blood cells, and characterised by a
strong deficit in vascular smooth muscle cells (VSMC),
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myofibroblasts and collagenous extracellular matrix
(ECM) [10-12]. The lack of vascular cell ingrowth into
the graft material limits its fixation to the vessel wall and
prevents a good seal at the neck of the aneurysm. More
generally, it raises concern about the long-term outcome of
this treatment.

Pathophysiology of AAA and surface properties of SGs
are two major factors that can explain deficient healing
around SGs. SGs consist of a metallic structure covered
by a fabric of woven poly(ethylene terephtalate) fibers
(polyethylene terephtalate (PET), Dacron®) or by ex-
panded polytetrafluoro-ethylene (¢PTFE). These two
biomaterials have a long clinical history as vascular
implants due to their relatively low thrombogenicity and
good mechanical properties, but they are not optimal for
SG incorporation. The hydrophobic surface of ePTFE is
known to drastically limit cell adhesion [13]. Dacron®
grafts are less inert, and have been shown to result in
slightly improved but still insufficient incorporation [14].
Moreover, the ancurysm wall is characterised by a strong
depletion of VSMC, related to increased apoptosis [15,16].
Development of an external coating that can enhance cell
adhesion, proliferation, migration and resistance to apop-
tosis should help increase SG biological fixation into the
aneurysm and improve the outcome of this minimally
invasive procedure.

We have recently developed a novel plasma-polymerised
thin film coating that is extremely rich in nitrogen
(hereafter called “PPE:N”, or N-doped plasma-poly-
merised ethylene), which increases the adhesion of different
cell types [17]. The principal objective of this study was to
explore the potential of this new biomaterial as an external
coating for PET- or PTFE-based SGs to improve healing
around the implant.

Chondroitin sulphate (CS) has recently been identified
among cryptic bioactive factors released by ECM proteolysis,
which foster a fibroproliferative reaction during normal
vascular repair [18]. CS increases resistance to apoptosis of
VMSC and fibroblasts and promotes fibroblast differentia-
tion into a contractile phenotype in vitro [18,19]. Hence, this
readily available polysaccharide could be incorporated into a
bioactive coating to foster further SG incorporation. There-
fore, the second objective of this study was to explore the
potential of CS to add further benefit to the PPE:N coating
in promoting a fibro-proliferative reaction in vitro.

PPE:N coatings were deposited onto thin commercial
PET and PTFE films; physico-chemical characterizations
of the same coatings deposited on glass were carried out
using complementary techniques including attenuated total
reflectance (ATR) FT-IR, X-ray photoelectron spectro-
scopy (XPS, including with chemical derivatization),
contact angle goniometry, atomic force microscopy
(AFM), and ellipsometry. Since these were already
reported elsewhere [17], we shall briefly summarise them
in Section 4 only. In this work, surface characterization
was limited to XPS and to contact angle measurements, in
order to assess possible differences between coatings on the
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current substrates with those previously deposited on glass
or on polypropylene [17]. The effect of PPE:N coatings was
evaluated in vitro on VSMC and fibroblasts, the two major
cell types implicated in vascular repair. Cell adhesion,
growth and resistance to apoptosis, as well as myofibro-
blast differentiation were assessed in normal media with or
without the addition of CS in solution.

2. Materials and methods
2.1. Plasma polymer deposition

PET and PTFE films were obtained from DuPont Teijin Films
(Hopewell,VA) and from GoodFellow (Devon, PA), respectively. PPE:N
coatings were deposited on both films using an atmospheric pressure
plasma deposition system described elsewhere [17]. Briefly, this system
comprises a cylindrical, dielectric-coated stainless steel high voltage (HV)
electrode and a grounded planar Al electrode, covered by a 2mm thick
glass plate that serves as a second dielectric layer. The entire apparatus is
placed inside a transparent plastic enclosure containing the controlled gas
atmosphere at a pressure of 1 bar. The PET or PTFE film samples were
placed on the glass plate, which was moved under the HV electrode at
precisely controlled speed. The precursor gas mixture composed of
nitrogen (N, 10 standard liters per minute, (slm) and ethylene (C,Hy4, 10
standard cubic centimeters per minute (sccm)) (1000:1 ratio) was
introduced into the discharge zone, an adjustable gap between the HV
electrode and the glass plate, usually 1 mm. The discharge duration was
selected so as to create a 75 nm-thick coating. PET and PTFE films were
sterilised using ethylene oxide and ultra-violet (UV) irradiation, respec-
tively, prior to PPE:N film deposition. These sterilization methods were
chosen since they induce minimal surface modification, as assessed by
contact angle measurements described below. After plasma coating,
specimens were still sterile since plasma discharges are known for their
bactericidal effect [20].

2.2. Film characterisation

The elemental compositions of PPE:N films were determined by XPS,
using a Kratos Axis Ultra system with non-monochromatic Mg-Ku
radiation. The spectra were acquired normal to the sample surface; survey
spectra were used to determine the relative nitrogen concentration, [N}
(expressed as the percentage of N with respect to the sum of all detected
elements, excluding hydrogen, which is not detected by XPS). PPE:N
compositions on PET and PTFE were compared to those of coatings
deposited on glass and propylene surfaces [17].

The wettability of PET and PTFE before and after PPE:N coating was
evaluated by static contact angle measurements (Visual Contact Angle
(VCA) Optima, AST Products, Billerica, MA). The surface free energy, ys,
and its polar (y8) and dispersive (y¥) components were calculated after
multiple (7>4) measurements of contact angles with water, formamide,
ethylene glycol and tricresyl phosphate (TCP), according to the method
described by Kaelble [21]. Contact angle measurements were also used to
assess possible surface damage induced on the films by sterilization.

2.3. Cell lines and materials

A7RS5 cells, a clonal smooth muscle cell (VSMC) line from rat
embryonic thoracic aorta (ATCC, Manassas, VA) were cultured in
DMEM/F12 supplemented. WI-38 human fibroblasts from normal
embryonic lung tissue (ATCC, Rockville, MD) were grown in Fibroblast
Basal Medium (Cambrex, Walkersville, MD), and used at passages 4-15.
Culture medium was supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; MEDICORP, Que., Canada) and 1% penicillin-streptomycin
(GibcoBRL, Invitrogen, Grand Island, NY). For each experiment, coated
and control films were cut to fit into 6- or 24-well polystyrene culture
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plates (PCP). PCP surfaces, commonly used for cell culture, served as a
positive control in each test. Chondroitin 4-sulphate was acquired from
Calbiochem (San Diego, CA, USA).

2.4. Cell adhesion, apoptosis, growth, migration and differentiation
assays

Cell adhesion after 14 h of culture on the different film surfaces was
determined using crystal violet staining [18], as detailed below. One square
cm film samples were placed at the bottoms of 24-well PCP; their
floatation to the surface was prevented by a cloning cylinder (Fisher,
Pittsburgh, PA) of 10mm diameter and height. This also allowed
controlling the surface area where cells could adhere, and thereby
rendered the tests reproducible. Cells were seeded in the cloning cylinder
in 200 pl of normal medium and left to adhere for 1-<4h at 37°C in an
incubator with 5% CO,. Films were then washed twice in PBS to remove
non-adherent cells; 50ul of 0.75% crystal violet/30% acetic acid was
added to 500 ul of PBS for 15 min. Films were then washed and allowed to
dry. Three micrographs at 400 x magnification were taken' by light
microscopy for each sample; the numbers of adherent cells were counted
on each micrograph by a single investigator blinded to experimental
conditions.

Resistance to apoptosis of VSMC adhered on coated films was
compared to that of cells adhered on unmodified films and PCP.
Apoptosis was induced by serum starvation and was assessed using
fluorescence microscopy of unfixed/unpermeabilised cells stained  with
Hoechst 33342  (2'-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2.5'-bi-
1H-benzimidazole (HT)) and propidium iodide (PI), as described in our
previous work [19-22]. This technique was shown to accurately
differentiate early apoptotic, late apoptotic, and primary necrotic cells,
and it is more accurate for the evaluation of apoptosis than TUNEL
assays [23]. Briefly, cells were left to adhere and grow to confluence on
films in 24-well PCP. Apoptosis was induced by serum starvation for 4, 8,
16 or 24 h. HT (1 pg/ml) was added for 10 min at 37 °C. To prevent further
uptake of HT, cells were washed with PBS. PI was added to each sample
to a final concentration of 5pg/ml, immediately before analysis by
fluorescence microscopy (excitation filter A = 360.4 nm). The percentages
of normal, apoptotic, and necrotic cells adherent to each sample surface
were calculated based on three areas of observation, at a magnification of
200 x . To evaluate the impact of CS on VSMC apoptosis on the various
surfaces, CS was added to the serum-free (SS) medium at a concentration
of 0, 125, 250 or 500 pg/ml [18} (n=4). Experiments with 8h serum
starvation were performed in triplicate.

To compare cell growth on the various surfaces, VSMC were added
within the cloning cylinder placed on film samples and left to adhere
during 4h. To counterbalance the lower degree of cell adhesion on virgin
surfaces (see Section 3) and to obtain comparable numbers of adherent
cells on each surface after 4 h, 10,000 cells were added in wells containing
the virgin films, but only 5000 cells on coated film samples. After 4h,
media were changed to remove non-adherent cells (henceforth designated
“t3”). Cells were then allowed to grow for 0, 2, 4 and 7 days. Cell numbers
at each time point were evaluated on 6 wells for each type of surface by
HT-PI staining, according to the apoptosis- protocol described above.
Data were expressed as the percentage of initial cell numbers (at #p) on a
similar surface.

Cell migration on each surface, with and without CS, was evaluated
with an adapted wound assay [24]. Cells were grown to near confluence on
both control and PPE:N-coated film samples at the bottom of 24-well
plates, in the centre of which a 23G stainless steel needle (BD-Canada,
Oakville, ON) had been placed horizontally. The needle was then gently
removed, leaving a 0.5 mm-wide space free of cells. Cells were then left to
migrate for 12h in normal serum, with or without addition of CS at
concentrations of 125, 250 or 500 pug/ml. Cells were washed and stained
with crystal violet, as described above. Migration was assessed using light
microscopy at.a magnification of 100 x . Migration was defined as the
ratio of (numbers of cells present in the partially denuded experimental
area over the number of cells present in the initially denuded control
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area) x 100. Three fields per well were evaluated, and experiments were
done in duplicate.

Mpyofibroblast differentiation, as characterised by expression of alpha-
SMA, was assessed by immunoblotting. Fibroblasts were plated on virgin
and coated film samples at the bottom of 6-well PCPs and allowed to
reach confluence. They were then kept in normal culture medium (changed
every other day) for 7 days and retrieved by trypsination. Proteins were
extracted, separated by electrophoresis, transferred to nitrocellulose
membranes and probed as we previously described [19]. The antibody
used was anti-a-smooth muscle actin (anti-a-SMA; Sigma, St. Louis, MO).
All membranes were stripped (2% SDS, 100 mm S-mercaptoethanol and
62.5mm Tris-HCI, pH 6.7) at 50°C for 30min by gentle shaking, then
reprobed with anti-z-tubulin monoclonal antibody (Oncogene, Boston,
MA) as a control for protein loading.

2.5. Statistical analyses

Results are expressed as mean values+standard deviation (SD). Data
were analysed using Student z-tests or multivariate ANOVA, as
appropriate. A p-value of 0.05 or less was considered significant.

3. Results
3.1. Coating characterisation

As expected, PPE:N coatings possessed high nitrogen
contents ([N] ~32%), as determined by XPS analysis
(Table 1), values on PET being similar to those on glass
and polypropylene substrates used in previous work [17].
On PTFE, however, the first set of experiments revealed
about 8% F content (see Table 1). This may be due to some
uncoated regions or to volatilised F incorporated into the
coating during plasma deposition, or possibly to a
combination of both. To avoid this, surface pre-treatment
of the PTFE with nitrogen plasma was performed prior to
PPE:N deposition, which yielded surfaces with elemental
compositions close to those of coated PET and glass,
except for a small amount of F (Table 1, PTFE, second set
of experiments). The measured elemental concentrations of
virgin PET and PTFE differ slightly from those expected
from the molecular formulae of the polymers (71.5% and
33.5% carbon for PET and PTFE, respectively). This
disparity is due to unavoidable contamination of the
surfaces by atmospheric hydrocarbons.

Contact angle measurements showed that the PPE:N-
coated surfaces exhibit substantially increased wettability
(reduced contact angles), especially in the case of the
strongly hydrophobic PTFE surface (Fig. 1). The films’

Table 1
Relative elemental compositions, determined from XPS survey spectra
(atomic %)

Elemental composition (%) C N (0} F
Virgin PET 79 0 21 0
Virgin PTFE 36 0 0 64
PPE:N-coated PET 65 32 3 0
PPE:N-coated PTFE (first set) 58 25 9 8
PPE:N-coated PTFE (second set)” 69 29 L5 0.5

“Deposition following surface pre-treatment with N, plasma.
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Fig. 1. Values of water contact angle for control and PPE:N-coated PET
and PTFE surfaces, in comparison with polystyrene culture plates
(PCP)(mean + SD).

surface energies, p,, indicative of their wettability by
aqueous media, was found to increase from 38 or 25mn/
m (or dynes/cm) for virgin PET and PTFE, respectively, to
about 56 mn/m for the PPE:N-coated surfaces, the same
value reported previously for PPE:N-coated glass [17].
While coated PET and PTFE exhibit similar average
wettabilities, a higher standard deviation was observed for
the coated PTFE. This can be explained by the presence of
some areas on the samples having contact angles close to
80° and confirms the inhomogeneity of the coating on this
substrate.

3.2. Cell adhesion, apoptosis, growth, migration and
differentiation

Cell adhesion on the surface is the first cellular event
required to promote a strong biological fixation of the SG.
PPE:N coatings do increase the adhesion and adhesion rate
of VSMC and fibroblasts compared to untreated control
surfaces (p <0.001), as well as to PCP, as shown in Figs. 2
and 3. Virtually, no adhesion is seen to have occurred on
untreated PTFE films (thus, other biological endpoints
could not be tested on these surfaces). In contrast, PPE:N-
coated PTFE was covered with VSMCs. PPE:N-coated
PET gave even higher cell density (p = 0.05). The adhesion
rate was higher on coated PET: adhesion reached the
maximal level after 1 h on coated PET, whereas the number
of adherent cells was still increasing between 1 and 4h on
virgin PET (Fig. 3). Differences between the two surfaces
were still significant after 4h (p>0.05). While after 1h
most VMSCs exhibited a rounded morphology on control
PET, cell spreading was observed on the PPE:N-coated
PET (Fig. 2). A similar behaviour was also observed with
fibroblasts (Fig. 3b).

Cell growth was enhanced on PPE:N-coated PET
compared to all other surfaces, including PCP. Difference
was already significant after 48 h (Fig. 4). After 7 days, cell
. growth on control PET was significantly lower than on the
other three materials (p<0.05).

Regarding resistance to apoptosis, VSMC cultured in the
presence of normal FBS-containing medium displayed a
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Fig. 2. VSMC adhesion after 1h on PCP, control and coated PET and
PTFE films: the cell density is expressed as a percentage compared to that
on PCP surfaces. Most cells manifested a rounded morphology on PCP
and control PET, while spreading is observed on the PPE:N-coated films.
Results are represented as mean and standard deviation.
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Fig. 3. Rate of adhesion of VSMC (a) and fibroblasts (b) on PPE:N-

coated and control PET films, expressed as densities of cells on the
surfaces after 1, 2, 3 and 4h of incubation (*p<0.001, » = 6).
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higher rate of apoptosis when grown on PET films as
compared with PCP (5.842.9% versus 2.34+1.0%,
p<0.05). No difference was found between PCP and
PET-PPE:N (2.34+1.0% versus 2.51+0.4%, p=0.95)
(Fig. 5a). As availability of growth factors may be limited
in the abluminal side of the SG, which will not be in direct
contact with flowing blood, we evaluated apoptosis levels
of VSMC grown on the various surfaces and exposed to SS
medium. The percentages of apoptotic VSMC increased
drastically when exposed to SS for 8 h, especially for the
case of control PET (35.444.0%), but to a lesser extent on
PPE:N coatings (16.44-2.2%), even though the latter was
still significantly higher than on PCP (significant differ-
ences were found between all groups (p<0.001)). Less
benefit was found in the case of PPE:N-coated PTFE, on
which cells in normal or SS-medium showed significantly
higher apoptosis than those on the coated PET surfaces
(p<0.001).

% apoptotic cells
>

N S8 88+CS8125 88+CS250 SS+CS500

Cc s PCP
ol PET
50 4 | == PET+PPEN
« *# = PET+PPEN+CS
40 4
0 %*;
2 ik
5 30- e
Z (
[=%
(% 204 L e —"
= Y
10 -
0 ‘ L] 4 L] ]
0 5 10 15 20 25

Time in serum-free medium (hours)

Fig. 5. (a) Percentages of apoptotic VSMCs grown on different surfaces in normal and serum-free (SS) media for 8 h. (*significantly different than PCP
(p<0.05);  significantly different than PET (p <0.01)); (b) CS dose dependence of VMSC apoptosis (*p<0.01) for the case of PPE:N-coated PET; (c)
Percentages of apoptotic VSMCs after 4, 8, 16, and 24 days in serum-free media (PPEN-PET + CS: VSMC apoptosis on PPE:N in SS with an addition of
250 p/ml CS. Since experiments at 4, 16 and 24 h were not performed in duplicate, statistical analysis was here only performed for the time point at 8h

*p<0.05).
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conditions indicated in a.

Fig. 7. Immunoblotting analysis showing increased levels of a-actin in
WI-38 fibroblasts when cultured on PPE:N surfaces or exposed to medium
with addition of CS for 7 days (a-tubulin is used as a control).

On each surface, incidence of apoptosis was significantly
reduced when VSMCs were exposed to SS containing CS
compared with SS alone (Fig. 5b). As illustrated in Fig. 5c,
addition of CS resulted in additional increase in resistance
to apoptosis on PPE:N-coated PET. The percentage of
apoptotic VSMCs remained around 10% after up to 24 h in
SS, a level close to or even below that observed on PCP
surfaces (Fig. Sc).

Cell migration is a highly integrated multistep process
that contributes to tissue repair and regeneration [25].
VSMC migration from the aneurysmal neck on a SG
implant surface would constitute an important factor
towards achieving neointima formation and healing along
the implant, not only at the necks of the aneurysm. Here,
. we have evaluated whether PPE:N coatings can increase
VSMC migration on the surface, using an adapted in vitro
wound assay. PPE:N coating and the addition of CS were
both found to lead to significantly increased migration on

PET films (p<0.0001) (Fig. 6), the best results being
obtained when PPE:N coating and 500 pg/ml of CS are
combined (p<0.0001).

Finally, as myofibroblasts are essential to wound closure
during normal repair and are also implicated in tissue
contraction [26], we have investigated whether PET,
PPE:N coatings and CS mediators can regulate fibroblast
differentiation. Fibroblasts exposed either to PPE:N-
coated surfaces or to CS in normal medium for 7 days
showed increased protein levels of a-SMA compared with
cells on PET and PCP (Fig. 7). No further increase was
observed when PPE:N was combined with CS in solution.

4, Discussion
4.1. Cell behaviour on PET and PTFE

SG incorporation and biological fixation into the vessel
and aneurysmal walls require the adhesion, growth and
migration of the various cell types implicated in neointima
formation (VSMCs, myofibroblasts) on the surface of the
implant. The development of an AAA is associated with an
intrinsic propensity for aortic VSMC to undergo apoptosis,
leading to progressive loss of tensile forces and to aortic
dilation [27,28]. Under these circumstances, it appears
particularly important to foster a state of resistance to
apoptosis in VSMC and myofibroblasts, in order to
facilitate biological incorporation of the SG. In this study,
we showed that VMSCs and fibroblasts manifested
significantly less adhesion, growth and resistance to
apoptosis on PET and PTFE film surfaces as compared
with PCP. This was indeed expected for the case of PTFE,
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which has a very low surface tension and wettability (105°
water contact angle). Like other strongly hydrophobic
surfaces, PTFE limits protein adsorption and cell adhesion,
and thus favours a programmed form of cell death called
anoikis, which is induced by the loss of cell/matrix
interactions [29]. Cell adhesion observed on control PTFE
films was mimimal and, consequently, further study
(growth, differentiation, migration, apoptosis) could not
be undertaken on this material. To a lesser extent, PET
films also manifested lower adhesion and growth than did
the PCP surfaces commonly used for cell culture. More
importantly, the cells that adhered to PET were shown to
be much less resistant to apoptosis induced by serum
starvation. This is of special importance in the AAA
environment, where cells repopulating the SG from the
abluminal side, and thus without direct access to blood
supply, may have a limited access to growth factors. We
used PET and PTFE films in this study for the purpose of
simplifying the in vitro experiments. Since their smooth
surfaces and non-porous structures do not perfectly mimic
vascular fabrics used in endovascular implants, these
results need to be reproduced with commercial graft
materials made of ePTFE or of woven PET fibers
(Dacron®).

4.2. Surface modification by PPE:N coating

To date, very few efforts have been reported to enhance
the incorporation and to stimulate healing around SGs
[30]. Replacement by other polymeric graft materials such
as polyurethane has been reported to improve incorpora-
tion in animal models [14], but insufficient stability and
poor mechanical properties limit the use of this material
[31]. Surface modification of the external surfaces of PET
or ePTFE grafts by plasma discharges appears promising
for favoring cell growth and SG incorporation into the
vessel wall without affecting the mechanical properties and
low thrombogenicity of the luminal surface. Many efforts
have been made to modify polymeric surfaces such as PET
by plasma discharges [32-36]. In particular, surface
functionalisation by nitrogen or ammonia low-pressure
plasma had already proven to increase cell adhesion on
various polymers [35,36]. But, the nitrogen concentration,
[N], that could be achieved was limited and it decreased
with time, an effect known as ageing, which affects surface
functionalisation in general. The plasma-deposited thin
PPE:N coating developed in our laboratory has several
advantages over the above-mentioned surface modifica-
tion, namely a higher [N] value (> 30%) and the absence of
ageing [17,37]. As previously reported, characterization by
ATR FT-IR has shown the main functional groups in the
PPE:N to be amines, nitriles and some amides. XPS
analysis after chemical derivatization with trifluoromethyl-
benzaldehyde (TFBA, Alfa Aesar) vapour revealed 5-10%
primary amine groups, [NH;]/[N]. The PPE:N coating
possesses much higher surface energy than PET and PTFE
films, largely due to the polar component, 7%, related to
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highly polar groups at the surface. Another advantage of
the PPE:N coating is its highly cross-linked, homogeneous
structure that is not subject to “hydrophobic recovery”, or
ageing, unlike plasma-modified polymer surfaces. This
coating can, in principle, be deposited on objects of any
relevant geometry and composition. When deposited on
PTFE, unlike the other substrate materials, its composition
differed slightly and it appeared to be less uniform, as
suggested by contact angle variations between 20° and 80°
in some areas. A possible explanation may be that the soft
PTFE films were observed to buckle during plasma
deposition, resulting in varying deposit characteristics over
the surface. This surface heterogeneity may at least partly
explain the differences in cell behaviours and the larger
standard deviations observed for coated PTFE compared
with coated PET substrates. Further work is required to
achieve optimal PPE:N coatings on all surfaces of interest
in this research.

4.3. Influence of PPE:N on cell behaviour

As already mentioned, earlier work had already shown
that PPE:N coatings promote adhesion of various cell
types, including generally non-adherent U937 macro-
phages, mesenchymal stem cells, and chondrocytes
[17,36]. In this study, we have shown that PPE:N coatings
not only increased the densities of adherent VSMC and
fibroblasts compared to virgin PET and PTFE, but also
accelerated cell adhesion, spreading, and viability in
normal media. More important, PPE:N drastically in-
creased VSMC cell resistance to apoptosis induced by
serum starvation, a condition that simulates the lack of
nutrients in aneurysms excluded by SG deployment. Cell
growth after 1 week was found to be significantly increased
on PPE:N compared to all other surfaces, including PCP
that was used as a positive control. Increased cell growth
on PPE:N could be the result of higher proliferation and/or
lower cell death. Since experiments on cell death in normal
culture medium did not show differences between PPE:N
and PCP surfaces, results suggest that PPE:N might
contribute to VSMC proliferation. This needs, however,
to be further evaluated. VSMC adhesion, proliferation and
migration on an implant surface, as well as development of
a state of resistance to apoptosis, are pivotal events for the
initiation of healing around vascular implants, and for SG
incorporation into the vessel wall.

Finally, as myofibroblasts are a key contractile cellular
constituent of healing tissues implicated in wound closure,
we evaluated whether the various surfaces and CS promote
myofibroblast differentiation. Fibroblasts cultured on
PPE:N coatings showed increased protein levels of a-
SMA compared with virgin PET, indicative of a trend
towards their - differentiation into myofibroblasts. The
myofibroblast is a contractile form of fibroblasts, char-
acterised by the presence of a contractile apparatus that
contains bundles of actin microfilaments. These terminate
at the surfaces of the myofibroblasts, in the fibronexus—a
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specialised adhesion complex that uses transmembrane
integrins to link intracellular actin with the ECM [26]. This
provides a mechano-transduction system; that is, the force
that is generated by stress fibres can be transmitted to the
surrounding ECM, and it results in soft-tissue contraction.
Myofibroblasts can continuously generate such forces over
long periods of time; they are essential to wound closure
during normal repair and could favour shrinkage of
aneurysms. Hence, in our system, increasing myofibroblast
differentiation could facilitate SG incorporation and
facilitate populating the aneurysmal sac with contractile
cells that promote aneurysm shrinkage.

Signaling pathways implicated in PPE:N-cell interac-
tions are evidently complex and virtually unknown. Cell
adhesion to biomaterial surfaces is known to be mediated
by a layer of adsorbed proteins, the type, quantity and
activity of which are influenced by the properties of the
underlying substrate [38]. In addition to anchoring cells,
adhesive interactions also activate various intracellular
signaling pathways that direct cell viability, proliferation,
and differentiation. Surface chemistry (in particular, the
types of functional groups, for example NH,) is known to
modulate integrin binding and focal adhesion assembly,
composition, and signaling. In turn, various integrin-
mediated cell signaling pathways, such as focal adhesion
kinase, integrin-linked kinase, phosphatidylinositol 3-ki-
nase (PI3K) and extracellular signal- regulated kinases
(Erk) are known to initiate potent anti-apoptotic signals
that may at least partially explain the anti-apoptotic
activity conferred by PPE:N [39,40]. We showed recently
that integrin-dependent activitation of PI3K plays a key
role in inhibition of apoptosis induced by growth factor
deprivation [41].

4.4. Influence of CS on cell behaviour

CS has recently been identified among cryptic bioactive
factors released by apoptotic cells following vascular
injuries. Previous work already showed that chondroitin
4-sulphate can inhibit VSMC and fibroblast apoptosis, and
induce myofibroblast differentiation when cultured on PCP
[18,19]. In this study, we confirmed that development of an
apoptosis-resistant state related to the presence of CS was
in evidence on each of the biomaterials surfaces tested. CS
was found to add further benefit to PPE:N-coating and to
allow resistance to apoptosis to reach levels similar to or
even above those of PCP surfaces. Its benefit was also
evident when examining VSMC migration. Possible me-
chanisms implicated in the development of resistance to
apoptosis by CS have been the subject of recent studies. We
showed that CS can inhibit VSMC apoptosis through
increased extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/2
phosphorylation and protein levels of Bcl-xl, an anti-

. apoptotic member of the Bcl-2 family in VSMC [18]. We

also showed previously that CS induces resistance to
apoptosis and myofibroblast differentiation through PI3K-
dependent pathways [41].

S. Lerouge et al. / Biomaterials 28 (2007) 1209-1217

5. Conclusions

A local deficit of contractile cells in aneurysms may
prevent SG incorporation and aneurysm healing following
EVAR. Promising in vitro data suggest that PPE:N-
coating of the external surface of a SG, and/or the presence
of CS, could help promote most of the pivotal events
leading to the growth of a fibro-proliferative reaction
around the implant. Due to the numerous limitations of in
vitro studies, in vivo studies are required to confirm the
potential of PPE:N coating. Such approaches may prove to
be beneficial for better SG incorporation, and possibly for
prevention of progressive growth of an aneurysm.
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