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GLOSSAIRE

Cancer : un cancer correspond a une prolifération incontrolée de cellules au sein de
I’organisme. En se multipliant de facon anarchique, les cellules cancéreuses donnent naissance a
une masse nommée tumeur qui va peu a peu envahir ’organe dans lequel elle est née, altérant
son fonctionnement. Des cellules peuvent, en outre, s’échapper de cette tumeur, diffuser dans

I’organisme et conduire a la formation de tumeurs secondaires. On parle alors de métastases.

Physiopathologie : Etude des troubles du fonctionnement de l'organisme ou de ses
parties, au cours des maladies. La physiopathologie envisage a la fois les mécanismes physiques,
cellulaires ou biochimiques qui conduisent a l'apparition d'une maladie et les conséquences de

celle-ci.

Systeme phagocytaire mononucléaire (MPS) : Réseau de cellules disséminées dans
I’organisme, caractérisées par leur activité phagocytaire, leur mobilité, leur role dans le
déclenchement et I’entretien des réactions immunitaires. Ces cellules, d’origine médullaire
(c’est-a-dire produites par la moelle osseuse), passent dans le sang (monocytes), et parviennent
dans les tissus conjonctifs laches ou elles prennent le nom d’histiocytes-macrophages. Dans les
alvéoles pulmonaires, elles sont nommées cellules a poussieres ou macrophages alvéolaires, dans
le foie on parle de cellules de Kupffer ; dans le cerveau des cellules de la microglie, dans la peau

des cellules de Langerhans et dans ’os des ostéoclastes.

Phagocytose : processus cellulaire par lequel certaines cellules regroupées sous la
dénomination générale de phagocytes (par exemple les cellules du MPS) peuvent ingérer des
particules étrangeres solides d'échelle micrométrique. Gréace a la phagocytose, les microbes et les

cellules nuisibles sont détruits par les phagocytes.

Endocytose : L'endocytose est le mécanisme de transport de molécules voire de
particules, vers l'intérieur de la cellule. Elle s'effectue par formation de vésicules membranaires,
appelées endosomes, autour de 1'élément a ingérer.

_V_


http://sante.lefigaro.fr/actualite/2015/07/12/23946-cancers-parasite-responsable-tumeurs?position=114&keyword=cancer
http://sante.lefigaro.fr/actualite/2015/07/12/23946-cancers-parasite-responsable-tumeurs?position=114&keyword=cancer
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phagocyte
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/20770-microbe-definition
https://fr.wikipedia.org/wiki/Transporteur_membranaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)

Glossaire

Endosome : Les endosomes (ou vésicules d'internalisation) sont de petites structures
sphériques entourées d'une membrane de lipides et situées dans le cytoplasme cellulaire. Il s'agit
des zones de la cellule sur lesquelles viennent s'accrocher les vésicules d'endocytose provenant
de l'espace extracellulaire. En fusionnant avec ces vésicules, les endosomes vont pouvoir trier les
molécules qui étaient dans ces dernieres afin de les recycler, de les dégrader ou de les rediriger

vers d'autres zones de la cellule.

Lysosome : le lysosome est une petite structure sphérique (une vésicule) délimitée par
une membrane lipidique et située dans le cytoplasme cellulaire. La membrane contient
des canaux ioniques qui permettent I’entrée active d’ions hydrogene, afin de maintenir un
pH acide au sein de la vésicule lysosomale. Le lysosome a une fonction de poubelle cellulaire,
ou les molécules non fonctionnelles sont éliminées par digestion. Le lysosome contient
des hydrolases, des enzymes destinées a la dégradation de molécules intracellulaires. Elles ne

sont actives qu’a pH acide, d’ou I’abaissement du pH dans cette vésicule.

Opsonisation : processus biochimique par lequel une molécule (dite opsonine) recouvre
la membrane d'une cellule cible (une bactérie, une cellule du corps infectée par un pathogene ou
encore la surface d’un biomatériau) pour favoriser sa phagocytose par une cellule dotée de
récepteurs pour les opsonines. Les opsonines les plus importantes sont les anticorps,

les protéines du complément (C3a, C4a, C5a) et les lectines.

Systéme du complément : Le systeme du complément est un ensemble de 35 protéines a
syntheése hépatique qui peuvent circuler dans le plasma sanguin ou servir de récepteurs
membranaires sur la surface de nombreuses cellules. Ce systeme fait partie de I'immunité innée,
c'est-a-dire qu'il n'implique pas de reconnaissance spécifique d'une cible. Le systeme du
complément intervient dans la destruction des agents infectieux mais également dans le controle

des réponses inflammatoires ainsi que dans la régulation des réponses immunes spécifiques.

Apoptose : 1'apoptose ou mort cellulaire programmée, est le processus par lequel des
cellules s'autodétruisent sous l'impulsion d'un signal. La mort cellulaire est un phénomene
naturel génétiquement programmé qui permet I'élimination des cellules inutiles. Il existe un
équilibre étroit entre 1'apoptose et la fabrication de nouvelles cellules, ce qui permet d'éviter la
prolifération cellulaire. Quand 1'apoptose ne fonctionne pas, les cellules peuvent se multiplier de

fagon anarchique et étre a 1'origine d’un cancer.

Vi


http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/14351-vesicule-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13590-lipides-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/12414-endocytose-definition
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-canaux-ioniques-107/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-ion-861/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-acide-750/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-molecule-783/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-digestion-3249/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-hydrolase-9070/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-enzyme-710/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Opsonine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pathog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phagocytose
http://www.aquaportail.com/definition-4103-anticorps.html
http://www.aquaportail.com/definition-2480-proteine.html
http://www.aquaportail.com/definition-1174-lectine.html
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/27994-proteine-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/22290-plasma-sanguin-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/6608-serologie-de-la-rubeole-analyse-de-sang
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/20619-inne-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/17113-agent-infectieux-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/contents/118-cancer-statistiques-de-mortalite

INTRODUCTION
GENERALE






Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

D’apres I’Institut National du Cancer (INCa)?, 385 000 nouvelles pathologies cancéreuses ont été
diagnostiquées en 2015 en France métropolitaine et ont atteint 211 000 hommes et 174 000
femmes. Les cancers de la prostate, du sein, du cdlon-rectum et du poumon sont les cancers les

plus fréquents.

La dangerosité¢ d’un cancer et les chances de guérison dépendent principalement du type de
cancer et de son stade d’évolution. Plus un cancer est avancé, plus il est compliqué a soigner.
L’ablation chirurgicale de la tumeur est la stratégie de traitement la plus utilisée mais celle-ci est
souvent associée a des séances de chimiothérapie, de radiothérapie ou d’hormonothérapie. La
chimiothérapie, quant a elle, consiste a I’administration d’agents chimiques, souvent par voie
intraveineuse, destinées a éliminer les cellules cancéreuses soit en les détruisant directement, soit
en les empéchant de se multiplier. Il s’agit d’un traitement systémique car il agit dans I'ensemble
du corps et permet d'atteindre les cellules cancéreuses quel que soit I'endroit ou elles se trouvent,
méme si elles sont isolées et non détectées lors du diagnostic. C’est pourquoi la chimiothérapie

est souvent utilisée pour traiter des métastases?.

Malgré la grande gamme de médicaments disponibles, I’efficacité de la plupart des agents
anticancéreux utilisés en chimiothérapie est limitée par leur manque de spécificité. Suite a une

administration parentérale®, ces anticancéreux se distribuent en effet dans 1’organisme sans

1 L’INCa est I’agence d’expertise sanitaire et scientifique en cancérologie chargée de coordonner la lutte contre les
cancers en France.

2 Propagation du cancer de I’endroit ou il est apparu 4 une autre partie du corps.

3 Administration d’un médicament qui se fait par injection (intramusculaire, intraveineuse, etc.) et non par le tube
digestif (voie dite entérale).
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aucune différentiation entre tissus sains et pathologiques, ce qui peut entrainer une toxicité
importante et des effets secondaires. Le Tableau 1 présente les anticancéreux les plus
couramment utilisés et leurs effets secondaires. Par ailleurs, plusieurs anticancéreux puissants
présentent une faible solubilité en milieux aqueux, sont susceptibles de se dégrader en milieu
physiologique ou sont éliminés du corps humain avant méme d’atteindre 1’organe ou le tissu
ciblé. Il faut alors en administrer des doses importantes ou diminuer ’intervalle entre deux
injections pour obtenir une action thérapeutique appropriée, ce qui augmente encore le risque

d’effets indésirables.

Tableau 1 : Exemples des agents anticancéreux couramment utilisés en chimiothérapie et leurs
effets secondaires. (D’aprés Estanqueiro M. et al. Nanotechnological carriers for cancer
chemotherapy: The state of the art. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 2015, 126, 631-648).

Médicament Contraintes pratiques et/ou effets secondaires

Faible solubilité dans I’eau.
Camptothécine Risque d’anémie, d’alopécie, de nausées, de vomissements, de fatigue, de
diarrhée et d’éruptions.
Effets toxiques sur les cellules a croissance rapide comme celles qui
Doxorubicine tapissent la bouche et I’intérieur des intestins et sur la moelle osseuse.
Affections du ceeur et du foie pour des administrations a tres forte dose.
Dose maximale tolérée limitée par néphrotoxicité (mauvais fonctionnement
Cisplatine des reins).
Risque de problemes gastro-intestinaux ou visuels.
Faible temps de demi-vie dans I’organisme a cause
d’un métabolisme rapide.
S-Fluorouracile
Effets toxiques sur la moelle osseuse, le foie,

les tissus cardiaques et le tube digestif.

Paclitaxel Réactions d’hypersensibilité séveres, de néphrotoxicité et neurotoxicité.

Lorsqu’une substance active (SA) est incorporée au sein d’un nanovecteur (NV), sa
biodistribution et son devenir in vivo dépendent alors des propriétés du vecteur et non plus de
celles de la SA. Ainsi, des NVs peuvent étre concus de facon a s’affranchir des inconvénients
intrinseéques aux SAs en les protégeant et les acheminant jusqu’au site malade. L’encapsulation
des anticancéreux au sein d’un NV peut alors permettre d’augmenter leur indice thérapeutique.

Ceci signifie une amélioration de leur activité biologique accompagnée d’une réduction de leur
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toxicité. Ces NVs offrent également la possibilité de contrdler la dose de médicament a
administrer. Comme nous l’évoquerons dans la partie bibliographique, plusieurs types de
nanosystemes ont été développés pour la thérapie du cancer. Les nanocapsules (NCs) a cceur
huileux et écorce polymere sont plus particulierement les systémes sur lesquels porte cette these.
Bien que plusieurs travaux de recherche fondamentale soient consacrés a la fabrication de NCs
polymeres a cceur liquide chargées en anticancéreux®, elles ne sont pas encore commercialisées, a

notre connaissance.

Depuis plusieurs années, les recherches menées au Laboratoire de Chimie Physique
Macromoléculaire (LCPM) portent sur la fabrication de nanoparticules polymeres recouvertes de
polysaccharides et destinées a 1’encapsulation et la libération de SAs d’intérét pharmaceutique
ou environnemental. Afin d’élargir la morphologie des nano-objets disponibles au LCPM,
jusqu’a alors restreinte aux nanospheres, nous nous sommes attachés a développer dans cette
these des NCs biocompatibles destinées a I’administration intraveineuse et permettant la
libération contrdlée, idéalement ciblée, de SAs lipophiles, plus particulicrement des agents

anticancéreux. Ces travaux ont été réalisés dans le cadre du projet ANR JCJC NANOCAPDEX.

Cette nouvelle plateforme de NCs a été élaborée grace a I’utilisation combinée d’une
polymérisation en miniémulsion, d’un tensioactif réactif et d’une technique avancée de
polymérisation radicalaire par désactivation réversible (PRDR) : la polymérisation par transfert de
chaine réversible par addition-fragmentation (polymérisation RAFT). Le tensioactif réactif est ici un
dérivé amphiphile polysaccharidique qui porte, d’une part des groupements réactifs qui
interviennent lors d’une polymérisation RAFT, et d’autre part, des groupements hydrophobes qui
lui confeérent un caractere tensioactif et lui permettent de stabiliser une miniémulsion.
L’utilisation simultanée de la polymérisation en miniémulsion et de la polymérisation RAFT doit
permettre de controler la nature chimique et la morphologie des NCs. De plus, la présence d’un
recouvrement hydrophile en polysaccharide, attaché de facon covalente a la surface des NCs,
permettra idéalement d’allonger la durée de vie de ces objets dans le corps humain en limitant

leur reconnaissance par le systéeme immunitaire.

Le challenge de ce doctorat a donc tout d’abord été centré sur la synthése du dérivé
polysaccharide tensioactif réactif. L’¢laboration des NCs, leurs caractérisations physico-

chimiques et morphologiques et 1’é¢tude de leur potentiel biomédical a constitué la deuxieme

4 Voir exemples des NCs congues pour la thérapie du cancer dans la Partie I, Tableau I- 5, p. 35.

3
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phase de ce défi. Le présent manuscrit est donc divisé en trois parties : (I) étude bibliographique,

(ID) résultats et discussion et (II1) partie expérimentale.

La premicre partie est entierement consacrée a une étude bibliographique focalisée sur deux
grands thémes : nanomédecine et thérapie du cancer et la polymérisation RAFT menée en
miniémulsion. Dans un premier temps, nous décrivons les différents types de NVs et les
stratégies de ciblage développées pour le traitement du cancer puis nous €laborons le cahier de
charges auquel doivent répondre les NCs. Dans un deuxieme temps, nous nous intéressons aux
différents procédés d’élaboration de NCs a cceur liquide. Nous examinons plus en détail les
polymérisations en miniémulsion confinées a I’interface liquide/liquide a I’aide de tensioactifs
réactifs. Cette partie bibliographique se termine sur des généralités sur les PRDR et sur une étude

approfondie de la polymérisation RAFT et sa mise en ceuvre en milieu hétérogene.

Apres avoir explicité la stratégie de synthese que nous avons employée pour obtenir les NCs les
résultats obtenus au cours de cette these sont présentés dans la deuxieme partie de ce document.
Ainsi, un 1% chapitre expose la synthese et la caractérisation des tensioactifs réactifs, obtenus a
partir du dextrane, et utilisés a la fois comme stabilisants et comme macroagents RAFT lors de
I’élaboration des NCs. Le 2°™ chapitre est consacré quant a lui a I’optimisation de la
polymérisation RAFT en miniémulsion du méthacrylate de méthyle (MMA). Cette derniere a
d’abord été réalisée en présence d’un agent RAFT modele, puis a partir des tensioactifs réactifs.
Dans le 3°™ chapitre, les NCs a écorce poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) obtenues sont
caractérisées en termes de taille, de recouvrement en dextrane (quantité de polysaccharide,
épaisseur et stabilité), de stabilité colloidale et de morphologie. Le 4°™ chapitre aborde ensuite le
potentiel biomédical de ces objets. L’extrapolation de la plateforme vers la fabrication de NCs a

écorce pH-sensible, les études sur I’encapsulation et la libération d’une SA modéle, les premiers

tests biologiques et la fonctionnalisation de la surface des NCs font 1’objet de ce dernier chapitre.

Au final, une conclusion générale reprend les principaux résultats obtenus et des perspectives
sont proposées. Les protocoles expérimentaux et les techniques de caractérisation utilisées lors

de cette these sont présentés a la fin de ce manuscrit.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. INTRODUCTION

Les recherches visant a développer des nouveaux nanovecteurs pour le diagnostic et/ou le
traitement de la maladie du cancer ont connu un grand essor ces dernieres décennies. De par leur
faible taille et leur propriétés physico-chimiques uniques, ces nanovecteurs peuvent
potentiellement améliorer [’efficacité thérapeutique des anticancéreux, voire assurer un
adressage sélectif de ces molécules vers les tissus malades. La premicre partie de ce chapitre
bibliographique a pour objectif de réaliser un tour d’horizon sur le réle de la nanomédecine dans
la thérapie du cancer. Les différentes stratégies développées pour cibler les tissus cancéreux et
obtenir une libération locale des substances actives (SAs) en réponse a des stimuli internes
(physiologiques) ou externes seront évoquées. Ensuite, le cahier des charges pour la conception
d’un vecteur pharmaceutique destiné a I’administration intraveineuse d’anticancéreux sera établi.
Finalement, quelques exemples de nanocapsules (NCs) a écorce polymere et coeur liquide

congues pour la vectorisation d’anticancéreux seront décrits.

Dans une deuxieme partie, les différents procédés d’élaboration des NCs seront abordés. Parmi
ces procédés, la polymérisation en miniémulsion sera étudiée en détail, notamment 1’utilisation
de tensioactifs réactifs pour réaliser des polymérisations radicalaires par désactivation réversible

(PRDR) de type ATRP ou RAFT a partir de I’interface liquide/liquide.
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Enfin, dans une troisieme et derniere partie, nous présenterons des généralités sur les PRC. La
polymérisation RAFT sera ensuite approfondie avec une attention particuliere pour son

application en milieu dispersé.

Afin de faciliter la lecture de ce chapitre, un glossaire de termes médicaux et pharmaceutiques

est donné en début de these.

2. NANOMEDECINE ET THERAPIE CANCEREUSE

La nanomédecine concerne 1’application des nanotechnologies dans le domaine biomédical.
Cette discipline, qui exploite les propriétés physiques, chimiques et biologiques des matériaux a
I’échelle nanométrique (gamme de dimensions s'étendant approximativement de 1nm a
100 nm°), ouvre des nouvelles perspectives pour la détection et le traitement de nombreuses
pathologies. Dans ce contexte, la conception de vecteurs de taille nanométrique® capables de
protéger une SA de la dégradation in vivo, de I’adresser sélectivement vers le tissu ou la cellule

cible et d’en controler la libération est devenue un sujet de recherche de plus en plus développé

[1]-{4].

La cancérologie est de loin le domaine médical dans lequel le plus d’efforts sont investis en
nanomédécine. Il existe actuellement une cinquantaine de nanovecteurs (NVs) approuvés par la
Food and Drug Administration (FDA)” [5]-[7] et environ 1600 ont été enregistrés pour des
essais cliniques humains en 2014 [6]. Ces NVs, qui different de par leur composition chimique et
leur structure, incluent des virus modifiés (vecteurs viraux) ; des conjugués du médicament avec
des polymeres ou d’anticorps; des vecteurs a base de lipides; des vecteurs a base de
polymeres et des particules inorganiques [4], [6], [8]. La Figure I- 1 en donne quelques

exemples.

Dans ce qui suit, nous décrirons brievement les particularités des pathologies du cancer. Ensuite,

nous montrons la facon dans laquelle ces spécificités sont exploitées pour la construction des

> D’apreés la norme ISO TS 27687, qui donne la liste des termes et définitions concernant les particules appartenant
au domaine des nanotechnologies.

& Selon la norme ISO TS 27687, un vecteur de taille nanométrique (ou nanovecteur) peut &tre défini comme un
matériau ayant une, deux ou les trois dimensions externes a 1'échelle nanométrique (inférieures a 100 nm), ou un
objet de plus grand taille contenant des charges a 1'échelle nanométrique.

7 Service du gouvernement américain responsable de la pharmacovigilance, c'est-a-dire chargé des études, du
contrdle et de la réglementation des médicaments avant et apres leur commercialisation.
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différents types de NVs cités précédemment. Comme nous nous sommes intéressés a

1’¢laboration de NCs nous aborderons également les particularités spécifiques a ce type de NVs.

VECTEURS VIRAUX o

VECTEURS a base >E99 o :
des LIPIDES Liposomes Liposomes furtifs = Nanoparticules lipidiques solides

Meédicament- Médicament- Protéine-

CONJUGUES anticorps polymére polymére

Nanosphéres Nanocapsules

1 ' A= b
& — % e : f&k jE'f'l :
VECTEURS i base Micelles Nanoparticules b g i /

des POLYMERES  polyméres d’albumine Nanoparticules polyméres Hydrogels

& @

3 ! .
NANOPARTICULES Nanoparticules Nanoparticules Nanoparticules
INORGANIQUES de silice métalliques  d'oxyde d'hafnium

Figure I- 1: Types de NVs disponibles pour la thérapie cancéreuse. Inspirée de [6].

2.1. PHYSIOPATHOLOGIE DES TUMEURS SOLIDES : GENERALITES

La majorité des cancers se développent sous la forme de tumeurs solides constituées de deux
parties distinctes : 1) les cellules tumorales ou cellules prolifératives anormales et ii) un tissu de
soutien non-tumoral, appelé stroma, qui assure les apports nutritifs [9], [10]. Ce dernier
comprend le tissu conjonctif, les vaisseaux, les leucocytes et la matrice extracellulaire dans

laquelle se situe la vascularisation de la tumeur (Figure I- 2).

Cellules el
tumorales Y 7'6/;1_/» Cellules
normales
p
'\\V'
=
. Alimentation
Vaisseau T
: sanguine a la
sanguin
tumeur

Figure I- 2 : Structure simplifiée d’une tumeur cancéreuse.
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Les cellules tumorales, ainsi que leur microenvironnement (stroma), présentent plusieurs

anomalies par rapport aux tissus sains :

Lorsque la taille de la tumeur est inférieure a 1-2 mm?, I’approvisionnement en oxygéne
et nutriments se fait par simple diffusion de ces molécules a partir des vaisseaux
environnants [11]. Cependant, au-dela de cette taille, ce mécanisme devient insuffisant.
Les cellules tumorales déclenchent alors 1’angiogenése qui consiste a former de nouveaux
vaisseaux sanguins capables d’irriguer et alimenter la tumeur. Le réseau vasculaire ainsi
formé présente cependant beaucoup d’anomalies architecturales et fonctionnelles comme
par exemple des dilatations et/ou rétrécissements du diametre vasculaire normal [12].
Ceci engendre une perméabilité des vaisseaux tumoraux accrue. Les tissus tumoraux
possedent également un drainage lymphatique insuffisant par comparaison avec les tissus
sains. La combinaison de ce faible drainage avec I’augmentation de la perméabilité
vasculaire provoque in fine une rétention préférentielle de certaines macromolécules et
d’objets de taille suffisamment petite (voir Paragraphe 2.2.1) dans les tissus tumoraux par
rapport aux tissus sains. Ce phénomene est connu sous le nom d’effet EPR qui signifie en

anglais « Enhanced Permeability and Retention effect » [13], [14].

Les tumeurs cancéreuses se caractérisent par des zones présentant des niveaux d'oxygene
inférieurs par rapport aux tissus normaux. Ce phénomene est appelé hypoxie [15], [16].
Cette condition physiopathologique induit des modifications du métabolisme des
tumeurs. En conséquence, les zones hypoxiques constituent un environnement fortement
réducteur en raison d’une présence importante des enzymes bioréductrices a un ou deux
éléctrons (comme la reductase) et d’autres agents réducteurs tels que le glutathion [17],

[18].

En raison d’un taux de glycolyse aérobique et anaérobique élevé, le pH extracellulaire de
plusieurs types de tumeurs est inférieur (environ 6,8) a celui des tissus normaux (pH =

7,4) [19], [20].

La croissance accélérée de la tumeur demande une quantité importante de vitamines,
oligo-éléments et nutriments. Ainsi, les cellules cancéreuses présentent a leur surface des
récepteurs spécifiques surexprimés facilitant I’assimilation de ces substances qui leur
sont essentielles [21]. Par ailleurs, certaines enzymes de type protéase, glucuronidase ou

carboxylestérase s’expriment préférentiellement dans les tissus cancéreux [6].
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Ces spécificités des tumeurs sont déja exploitées dans le but de produire des nanovecteurs
capables de différencier les tissus sains des tissus malades et de permettre ainsi une libération
contrdlée et ciblée des anticancéreux couramment utilisés en chimiothérapie au voisinage des
cellules ciblées. Nous décrivons ci-dessous les différentes stratégies de ciblage mises en place

dans le cas d’une administration par voie intraveineuse.

2.2. STRATEGIES DE CIBLAGE

2.2.1. Ciblage passif

La plupart des nanomédicaments disponibles commercialement sont basés sur un ciblage passif
des cellules cancéreuses. On peut citer par exemple des liposomes chargés en doxorubicine
(Doxil®/Caelyx®) [22] ou des nanoparticules d’albumine contenant du paclitaxel (Abraxane®)
[23]. L’accumulation de ces vecteurs au sein de tumeurs est assurée par la perméabilité accrue
des vaisseaux sanguins grace a 1’effet EPR (Figure I- 3) [6]. Apres infiltration dans les vaisseaux,
les NVs doivent diffuser vers les cellules cancéreuses pour pouvoir y libérer la SA encapsulée et
induire leur mort. La libération de la SA peut avoir lieu par simple diffusion hors du nanovecteur

ou étre déclenchée par un stimulus interne ou externe (voir Paragraphe 2.4).

Cellules
normales
Cellules
\ o 1 tumorales
o %o o o aﬂ
" O . )

o ) e) . ‘ O
Nanovecteur o wfo ® 0t T o | 0
chargé en SA ' II ' ll ' 'l ~ ] : l ' ' I
\O (&) - o - (%] o
(#]
o gi°c gi°c gi°c 'y ° g\ 3
' T

Al
Endothélium normal Endothélium fenestré

o
o
°

Figure I- 3: Ciblage passif des cellules cancéreuses griace a ’effet EPR.

De facon générale, les vecteurs ayant un diametre inférieur a 200 nm sont accumulés
sélectivement dans certaines tumeurs par I’effet EPR (par exemple le sarcome de Kaposi) [3],
[11], alors que seulement ceux avec une taille d’environ 30 nm sont capables de pénétrer les

tumeurs a faible perméabilité (comme la tumeur du pancréas) [24]. Le ciblage passif via I’effet
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EPR n’est ainsi exploitable que pour certains types de cancer. De plus, cette stratégie ne permet
pas de limiter I’accumulation des vecteurs dans d’autres organes ayant un endothélium fenestré
(par exemple le foie et la rate) [25]. Ainsi, les scientifiques ont trouvé intéressant de développer

des systemes permettant de favoriser un ciblage spécifique.

2.2.2. Ciblage actif

Dans ce cas, il s’agit de modifier la surface des NVs pour y introduire des éléments de
reconnaissance ou ligands capables d’interagir de manicre spécifique avec les récepteurs
surexprimés par les cellules cancéreuses (Figure I- 4) [26], [27]. Plusieurs molécules telles que
I’acide folique et certains carbohydrates; ou des macromolécules telles que des peptides, des
protéines, des anticorps et des oligonucléotides ont été utilisées dans ce but [28]. Le Tableau I- 1

en donne quelques exemples, néanmoins aucun des vecteurs a ciblage actif ainsi décrit n’est

encore disponible sur le marché [29].

Ligand~ sem

Cellules

Récepteur——s
P tumorales

spécifique

Nanovecteur M ° ]T l ° l !.,.o .l
chargé en SA'\Q» o o
o 7 ;:@; g E§
ic gk ¥ ¥°

Figure I- 4 : Ciblage actif des cellules cancéreuses.

Les objectifs de base du ciblage actif sont : 1) de permettre une reconnaissance spécifique des
cellules cancéreuses, ii) de favoriser I’endocytose des NVs par les cellules cancéreuses, iii) de
limiter la déposition non-spécifique des NVs a proximité des cellules saines (non-ciblées) et iv)
d’augmenter la concentration en SA au voisinage de la tumeur avant sa dilution dans le flux

sanguin et/ou son élimination par clairance rénale [30].

Avec ces objectifs, il est ainsi possible de cibler, par exemple, le réseau vasculaire de la tumeur
pour y favoriser ’accumulation des NVs. La SA, libérée au voisinage du tissu cancéreux, peut

ensuite traverser la membrane cellulaire via un mécanisme de diffusion passive [31], [32]. Une
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Tableau I- 1 : Ligands de ciblage et cibles moléculaires respectives utilisées dans la formulation de
NVs a ciblage actif [28].

Cibles
Type de ligand Ligand de ciblage moléculaires Cellules ciblées Ref.
en surface
mAD anti HER2 HER2 Cancer du sein [33]
Anticorps
mAb anti VEGF VEGF Angiogenese tumorale [34]

Aptamere dirigé .
E-sélectine  Tissu vasculaire enflammé [35]
contre la E-sélectine
Aptameéres des tumeurs en état avancé
Aptamere dirigé .
. Nucléoline Cancer du sein [36]
contre nucléoline

Récepteur de

Transferrine
la transferrine [37]
Protéines Cellules cancéreuses
Récepteur de
EGF
I’EGF [38]

Peptide RGD Intégrine a VB3 Systeme vasculaire de la [39]

tumeur
Peptides )

Octréotide SSTR2 Cancer de "ovaire [40]

ATWLPPR Neuropiline 1 Néovaisseaux [41]

Carbohydrates Galactose ASGPR Hépatocytes [42]

Récepteur
Vitamines Acide folique ol Cellules cancéreuses [43]
olate

autre stratégie consiste a favoriser une endocytose sélective des NVs. Dans ce cas, les ligands
présents a la surface des vecteurs doivent pouvoir se fixer sur un récepteur membranaire a la
surface des cellules malades. La libération de la SA se fait alors au niveau intracellulaire, une

fois que les NVs sont internalisés [21].

11
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2.3. METHODES POUR FONCTIONNALISER LA SURFACE DES
NANOVECTEURS

Deux approches peuvent étre utilisées pour 1’introduction de ligands a la surface des NVs :

= [’adsorption physique du ligand via la formation de complexes de forte affinité. A titre
d’exemple, nous pouvons citer I’interaction avidine/biotine, 1’'une des plus fortes
interactions non-covalentes protéine-ligand existantes dans la nature [44]. La fabrication
d’un vecteur recouvert d’avidine peut permettre par la suite d’incorporer des ligands
biotinylés (ligands marqués a la biotine) [45]. Les interactions vancomycine/D-Ala-D-

Ala [46] et adamantane/cyclodextrine [47] sont également employées.

= Le greffage covalent du ligand avant ou apres fabrication du vecteur (Figure I- 5) [48]—
[51]. Cette stratégie reste la plus utilisée car elle permet un controle plus précis de
I’orientation des ligands et de leur densité surfacique [52]. L’ancrage chimique du ligand
a la surface permet également d’assurer une liaison ligand-nanovecteur plus stable en

milieu physiologique [27].

NANOVECTEUR

LIGAND

+ ) —

© sA & Fonction <« Fonction
réactivea la réactive NANOVECTEUR
surface

a ciblage actif

Figure I- 5: Introduction de ligands a la surface d’un nanovecteur par couplage covalent.

Etant donné que la plupart de ligands (anticorps, fragments d’anticorps, peptides, protéines...)
sont des composés a base d’acides aminés, une premiere approche consiste a les attacher aux
NVs via leurs fonctions chimiques naturelles (-NH», -COOH, -SH, -OH). Ceci est possible par la
formation des liaisons de type thiol-maléimide, amide, disulfure ou thioester [53], [54]. Bien
qu’aucune modification préalable du ligand n’est nécessaire dans ce cas, I’inconvénient principal
de cette méthode repose sur I’hétérogénéité des produits obtenus en raison d’un nombre non-

controlé de liaisons ligand-nanovecteur, ce qui complique leur caractérisation [27], [55]. Une
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facon de contourner cette problématique consiste a modifier le ligand pour lui introduire d’autres
fonctions réactives (non-naturelles) capables d’intervenir dans des réactions de conjugaison
spécifiques avec la surface du NV. C’est d’ailleurs ce que nous avons testé¢ dans le cadre d’une
précédente these [41]. Dans la suite de ce paragraphe sont présentées les réactions de couplage
par Chimie « Click ». Ces réactions sont effectivement largement utilisées en biologie et dans le
domaine de la santé, mais aussi en ingénierie macromoléculaire en raison de leur sélectivité,

leurs forts rendements et leurs conditions expérimentales simples.

2.3.1. La Chimie « Click »

La Chimie «Click » est un concept introduit par Sharpless et al. en 2001 [56]. Inspiré des
réactions ayant lieu dans la nature, il regroupe un certain nombre de transformations chimiques
permettant la synthese rapide et efficace de diverses molécules par assemblage de petites unités
entre elles via des liaisons carbone-carbone (C-C) ou hétéroatomiques (C-X-C). Les réactions
chimiques doivent remplir un certain nombre de criteres pour étre considérées comme Chimie
«Click » : rendement élevé, utilisation de solvants non toxiques et de réactifs facilement
disponibles, stéréospécificité, facilité de mise en ceuvre, obtention de sous-produits inoffensifs et
facilement éliminables (absence d’utilisation de techniques de chromatographie pour la

séparation) et des produits stables dans des conditions physiologiques.

D’apres Sharpless, plusieurs familles de réactions peuvent étre considérées dans la notion de

Chimie « Click » (Tableau I- 2) :

= Les cycloadditions d’especes insaturées, en particulier les réactions de cycloaddition 1,3-

dipolaires et les réactions Diels-Alder.

= (Certaines réactions de substitution nucléophiles. Par exemple les réactions d'ouverture
d’hétérocycles tendus tels que les époxides, aziridines, ions aziridium et ions

épisulfonium.

= Les réactions faisant intervenir des fonctions carbonyle (type "non-aldol"). Nous
pouvons citer la formation d'urées, de thiourées, d'hétérocycles aromatiques, d'éthers

d'oximes, d'hydrazones et d'amides.

= Les réactions d'addition sur des doubles liaisons carbone-carbone telles que
I'époxydation, la dihydroxylation, 1'aziridination, mais aussi certaines réactions d'addition

de Michaél.
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Tableau I- 2: Exemples de réactions de Chimie « Click » [57].

Type Exemples
Cu (I) R _.N,
R—N; + R—== > N °N
Cycloadditions __—<R'
(Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire Azoture/Alcyne)
HX
/X\ :Nu H \
v\/
Substitutions I\Cﬂ)l
nucléophiles X=0, NR, *SR, *NR,
Nu = Nucléophile
(Ouvertures de cycle)
_XR3  X=O,NR
(0] N
/K RyX-NH, /K +  HO
Chimie de .
(Formation d’hydrazones/ d'éthers d'oximes)
carbonyles type
""non-aldol" 0 0
/K SNl + HR,
R R2 R1 N_R3
H
(Formation d’amides)
b X _
Ri—R,—> /\ + Sous-produit
R, Ry x—0,NR, *sR, "NR,
Réactions
. (Formation de cycles a trois atomes)
d'addition sur des
doubles liaisons EA, EA3 EA3
carbone-carbone < * W — EAI\')/
EA, EA,

EA = Groupement électroattracteur

(Réactions d'addition de Michaél)
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Parmi ces réactions, nous nous sommes particulierement intéressés aux cycloadditions dipolaires

entre un azoture et un alcyne que ce soit en présence ou en absence de catalyseurs de cuivre.

2.3.1.1. Cycloaddition Azoture-Alcyne catalysée par Cu(I) (CuAAC)

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture et un alcyne fut décrite pour la premiere fois par
Michael en 1893 [58], puis étudiée en profondeur par Huisgen au milieu du 20%™ siecle [59].
Cette réaction, a forte énergie d’activation, n’était alors possible qu’a de hautes températures et

conduisait a2 un mélange de triazoles 1,4 et 1,5-disubstitués (Schéma I- 1).

+ - A R, I N R, I N
R— + N=EN-"N—R, —— N7 SN + N7 SN
\=<4 5>=./
R R

Schéma I- 1: Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire Azoture/Alcyne développée par Huisgen.

En 2002, les équipes de Sharpless [60] et Meldal [61] ont découvert parallelement que
I’utilisation de sels de cuivre (I) permettait de catalyser la réaction de cycloaddition
azoture/alcyne a températue ambiante, d’accélérer la vitesse de réaction mais aussi de favoriser
I’obtention de triazoles (1,4) régio-sélectifs. Cette variante de la réaction de Huisgen a été
nommée CuAAC (Cu(l)-catalyzed Azide-Alkyne 1,3-dipolar Cycloaddition) et est vite devenue
un outil de base dans des divers domaines tels que la biologie, la chimie organique et la chimie

de matériaux [62]-[64].

Schéma I- 2: Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire Azoture/Alcyne catalysée par le Cu(I).

Les sels de Cu(I) peuvent étre soit directement introduits dans le milieu réactionnel (par
exemple, CuBr), soit générés in situ par la réduction de sels cuivriques (par exemple
CuS04.5H>0 associé a un agent réducteur tel que ’acide ascorbique ou ’ascorbate de sodium)
[62], [65]. Afin d’assurer le bon déroulement de la réaction, il est nécessaire de stabiliser 1’état
d’oxydation (I) du catalyseur Cu(I) afin d’éviter des réactions secondaires. Ainsi, pour limiter

I’oxydation spontanée du Cu(I) en Cu(Il) par I’oxygene atmosphérique, un agent réducteur peut
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étre utilisé en exces et la réaction est souvent menée sous atmosphere inerte. De plus, des agents
chélateurs, tels que la tris-(benzyltriazolylmethyl)amine (TBTA) sont souvent ajoutés au milieu

réactionnel pour garder le cuivre dans I’état d’oxydation désiré (I).

La CuAAC a été largement employée pour le développement de bibliotheques de petites
molécules d’intérét thérapeutique, la création de nouveaux assemblages supramoléculaires tels
que des polymeres ou des dendrimeres, le marquage sélectif de molécules biologiques sur des
cellules fixées et I’introduction de ligands de ciblage a la surface de NVs [26], [41], [57], [66],
[67]. Les fonctions azoture sont en effet les marqueurs chimiques les plus utilisés du fait de leur
petite taille, leur stabilité métabolique et leur caractere inerte vis-a-vis les fonctions naturelles
présentes dans les systemes biologiques [68]. Toutefois, 1’application de la CuAAC dans des
organismes vivants reste limitée a cause de la nature cytotoxique du catalyseur cuivreux [66],
[68], [69]. C'est pourquoi de nombreux efforts ont €t€ déployés au cours des dernieres

années afin de s’affranchir de ’utilisation du Cu(I).

2.3.1.2. Cycloaddition azide-alcyne non catalysée

Bertozzi et ses collaborateurs [70]-[74] ont été des pionniers dans le développement d’alcynes
activés capables de réagir avec des azotures sans besoin de catalyseur cuivreux. Ils ont montré
que lorsque la fonction alcyne est insérée dans un cycle tendu comme celui des cyclooctynes, sa
réactivité vis-a-vis des azotures est alors accrue. La réaction de cycloaddition dipolaire
Azoture/Alcyne peut alors étre menée dans des conditions physiologiques, sans avoir recours a

un catalyseur (Schéma I- 3).

N _R;
N* N7
] + - —
. N=N—N—TR, — 3
Rl/ Rl/

Schéma I- 3: Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire Azide/Alcyne non-catalysée.

L’acide 4-[((cyclooct-2-yne)oxy)méthyl] benzoique (OCT, a, Figure I- 6) a été le premier
cyclooctyne développé par Bertozzi et al. [75]. Grace a sa fonction acide carboxylique, I’OCT a
été biotinylé (b, Figure I- 6) par la biotine modifiée, puis utilisé pour le marquage de cellules.
Alors que les alcynes linéaires sont incapables de réagir avec les azotures a la température

physiologique (37 °C), I’OCT-biotine réagit facilement avec des peptidoglycanes porteurs de
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fonctions azoture dans des lysats ou des cultures cellulaires [72]. Plus important, ce cyclooctyne
s’est avéré non-toxique. Néanmoins, la constante de vitesse de réaction de I’OCT dans des
réactions Azoture/Alcyne modeles (0,0024 M'.s) est inférieure a celle des cycloadditions
catalysées par le Cu (I) (qui peuvent alors atteindre de vitesses supérieures & 10* M.s™! selon la
concentration du catalyseur cuivreux) [71]. 1l faut également noter que I’OCT présente une

solubilité limitée dans ’eau.

a) OCT b) OCT-biotinylé
(0]

@Oﬁ @oJ@HL EWOWNJ?M[SS

Figure I- 6: Structure de ’OCT et I’OCT biotinylée développés par Bertozzi et al. [75].

Plusieurs équipes se sont en conséquence intéressées a la synthese de cyclooctynes plus réactifs
et plus hydrosolubles [71], [72]. Le Tableau I- 3 présente les différents analogues développés
pour mener des réactions Azoture/Alcyne dans des systeémes vivants, classés selon leur réactivité
sur un systeme modele dans des conditions similaires. Pour améliorer la réactivité de la fonction
alcyne plusieurs stratégies ont été utilisées : modifier les propriétés électroniques des
cyclooctynes via I’ajout des groupements électroattracteurs sur le cycle (par exemple, entrée 6
par rapport a I’entrée 1) ou augmenter la géométrie tendue du cycle par fusion de la cyclooctyne
avec des groupements aromatiques (par exemple, entrée 8 par rapport a l’entrée 6). Les
cyclooctynes les plus efficaces sont le dibenzocyclooctynone (Keto-DIBO) congu par Mbua et
al. [76], le dibenzoazacyclooctyne (DBCO) développé par Debets et al. [77] et le
dibenzoazacyclooctynone (BARAC) synthétisé par Jewett et al. [74].

Des molécules fluorescentes incluant ces cyclooctynes, souvent utilisées pour le marquage des
cellules, sont disponibles commercialement. Nous nous en servirons pour fonctionnaliser la
surface de nos NCs via des réactions de cycloaddition dipolaire Azoture/Alcyne. Ceci permettra

de montrer le potentiel de ces NCs pour fixer des ligands de ciblage en surface.
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Tableau I- 3: Cyclooctynes utilisées pour mener des réactions de chimie-click sans Cu(I) dans des
systemes biologiques. Les constantes de vitesse (k) ont été obtenues pour la réaction avec I’azoture
de benzyle dans I’acétonitrile (1-4, 6, 8, 11) ou le méthanol (5, 7, 9, 10) a température ambiante.

N. Cyclooctyne kM1t Ref.
1 ALO 0,0013 [78]
2 OCT 0,0024 [75]
3 DIMAC 0,0030 [79]
4 MOFO 0,0043 [78]
5 DIBO 0,057 [80]
6 DIFO 0,076 [81]
7 TMDIBO 0,094 [82]
8 DIFBO 0,22 [83]
9 Keto-DIBO 0,26 [76]
10 DBCO (ADIBO) 0,31 [77]
o BARAC 0,96 [74]
1) ALO 2) OCT 3) DIMAC
_ COOH (EJ\;OMG
=\_0._-COOH _
O OOV@ N—" "OMe
o)
—J\/\COOH
5) DIBO 6) DIFO 7) TMDIBO
=_F
N Q<F MeO R VSN OMe
O O I
o) MeO Z~OMe
HO > HO
HOOC
9) Keto-DIBO 10) DBCO/ADIBO 11) BARAC
SOCRNS 0%
N (@]
o O/J\/\/COOH O. 7 OH

4) MOFO

(R
COOH

8) DIFBO

SOL
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2.4. NANOVECTEURS STIMULI-SENSIBLES

Les NVs stimuli-sensibles permettent d’améliorer le traitement des cellules malades en
contrdlant la libération du principe actif dans le temps et/ou dans I’espace. En effet, ces systemes
sont congus pour, une fois acheminés sur le site désiré via les stratégies de ciblage passif et/ou
actif discutées précédemment, pouvoir libérer leur contenu en réponse a un ou plusieurs stimuli
grace a des changements de conformation, solubilité, forme, taille ou charge du NV (Figure 1- 7)
[84], [85]. Plusieurs stimuli sont exploités a I’heure actuelle pour améliorer, déclencher et/ou
contrdler la libération localisée des principes actifs anticancéreux (Figure I- 8). Ces stimuli
peuvent étre classé€s en deux grandes catégories : i) stimuli physiques ou externes : température,
contrainte mécanique, lumiere, champs magnétiques et électriques ; ii) stimuli (bio)chimiques ou
internes : température, pH, force ionique, enzymes et potentiel redox [6], [86], [87]. Les NVs
répondant a des stimuli internes tirent leurs avantages des caractéristiques physiopathologiques
des tumeurs discutées dans le Paragraphe 2.1 alors que les NVs a stimuli externe sont activés a
distance, une fois arrivés a leur cible thérapeutique. La Figure I- 8 détaille les mécanismes qui
peuvent étre impliqués dans la libération de la SA [85], [87]. Le paragraphe suivant s’attardera
sur les systemes pH-sensibles, le pH étant le stimulus choisi au cours de cette these pour

favoriser la libération de la SA encapsulée.

Cellules
tumorales
-O,' s 4 }L»Sﬁmulus interne
O} O ou externe
I' ' O ) T 4 O w  favorisant la
— ~ _ libération de la
Nanovecteur O -(’. ° SA

chargé en SA

S o
fcygi°y I°y

Figure I- 7 : Libération d’une SA au sein d’une tumeur a partir d’un systéme stimuli-sensible.
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Figure I- 8: Systemes stimuli-sensibles développés pour les thérapies cancéreuses et mécanismes impliqués dans la libération de la SA.
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2.4.1. Les systemes pH-sensibles

Le pH est le stimulus le plus étudié pour la conception de NVs destinés a la thérapie du cancer.
Comme mentionné dans le Paragraphe 2.1, I’environnement extracellulaire d’une tumeur est
généralement plus acide (pH variant de 6 a 7) que celui d’un tissu sain (pH = 7,4) [19], [88],
[89]. Des gradients de pH sont également observés au niveau intracellulaire. Ainsi, alors que le
cytoplasme des cellules cancéreuses présente un pH proche du pH normal (pH = 7,4), les
endosomes et les lysosomes ont un pH beaucoup moins élevé variant de 5 & 6 et de 4 a 5,
respectivement (Figure I- 9) [90]. Cette différence de pH a I’intérieur des cellules tumorales est
particulicrement intéressante car de nombreux NVs sont internalisés par endocytose, et donc
retenus dans les compartiments endosomal et lysosomal. Plusieurs efforts ont ainsi été consacrés
au développement de NVs capables d’encapsuler et retenir une SA au pH physiologique, puis
ensuite de la libérer aux environs voire a ’intérieur des cellules cancéreuses, suite a un

abaissement du pH.

Noyau

Mitochondrie Vacuole

Endosome
(PH=5-6)

Cytoplasme S
(pH = 794) \\—\ \) | ©) ‘\.17 L = "/“r\\‘ //
\ & \c“:_.,:,; ~~‘¥£‘;;/<, /

Figure I- 9 : Structure simplifiée d’une cellule humaine.

Plusieurs stratégies peuvent €tre employées pour rendre un nanovecteur pH-sensible :

2.4.1.1. NYVs contenant des liaisons acide-labiles

Une premiere stratégie consiste a utiliser des liaisons acide-labiles pour attacher des
médicaments a la surface de N'Vs préalablement synthétisés ou pour fabriquer de nouveaux
vecteurs (Figure I- 10) [90]. Ces liaisons covalentes acide-labiles restent stables a pH neutre et
sont dégradées ou hydrolysées en milieu acide. Cette dégradation provoque alors 1’effondrement

de la structure du nanovecteur et in fine la libération de la SA.
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SA é___‘:'-.-_.-_ - “.HLlalSOH acide-labile

pH7.4 IS pH 5.0

Figure I- 10 : Mécanisme de libération d’une SA a partir d’un NV contenant des liaisons acide-
labiles.

Parmi les liens clivables les plus utilisés, on trouve les fonctions orthoester, ester, hydrazone,
imine, cis-aconityle et acétal [91]-[93]. Leur structure et leurs produits de dégradation sont

présentés dans le Tableau I- 4.

Tableau I- 4: Exemples des liaisons acido-labiles employés pour la fabrication de NVs pH-sensibles
[90].

Type Liaison acido-labile Produits de dégradation
O 0. 0
Orthoester 0 o HO----

O
Ester L

(0) OH
N O H
~
Hydrazone ¥ SNH I + N
H,oN
. ,N=\ o=
Imine HoN----  +
~... HO 0
‘'NH (0]
Cis-aconityle — + HN----
o .
O O o}
Acétal /\.\/\ ‘”~ + HO----
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A titre d’exemple, la doxorubicine (DOX) est une anthracycline qui comporte des groupements
cétone et amine (Figure I- 11). Ces groupements ont déja été utilisés pour attacher cet
anticancéreux a des chalnes polymeres via de liaisons hydrazone ou amide, respectivement. Les
prodrogues DOX-polymere ainsi obtenues ont été utilisées en tant que tels [94], [95] ou ont
permis de fabriquer des micelles [96] et des nanoparticules [97] sensibles au pH. La DOX a
également été attachée a des quantum dots® [98] ou a la surface de nanoparticules d’or [99] via la

formation de liaisons hydrazone.

Figure I- 11: Structure chimique de la doxorubicine (DOX)

2.4.1.2. NVs a base de matériaux ionisables

N

Une autre stratégie permettant la fabrication de NVs pH-sensibles consiste a utiliser des
matériaux comportant des groupements ionisables (amines, acides phosphoriques ou acides
carboxyliques). Ces groupements, possédant différentes structures chimiques et valeurs de pKa,
peuvent accepter ou donner des protons et subir des changements physiques et/ou chimiques lors
de petites modifications de pH de leur environnement local [28], [87]. Des matériaux organiques
(polymeres et peptides) et inorganiques susceptibles de s’ioniser ont ainsi été employés dans la

fabrication de nanomédicaments pH-sensibles pour la thérapie du cancer.

a) Polymeres

Les polymeres pH-sensibles sont des polyélectrolytes possédant des fonctions ionisables
distribuées le long de leur squelette, sur des groupements latéraux, ou en bout des chaines.
Lorsque le pH et la composition ionique du milieu aqueux changent, le degré d’ionisation de ces

polymeres est modifié, ce qui entraine un changement de leur conformation. Ces changements

8 Les Quantum Dots, appelés également boites quantiques, sont des nanocristaux de matériaux semiconducteurs,
dont la taille est généralement comprise entre 1,5 et 6 nm.
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peuvent aller d’un gonflement du polymeére di a la répulsion électrostatique entre les charges
présentes sur les chalnes, jusqu’a sa solubilisation en milieu aqueux [100], [101]. Lorsque des
polymeres pH-sensibles sont incorporés dans un NV, leurs transitions pH-dépendantes peuvent
ainsi étre utilisées comme facteur déclenchant la libération de la SA. Ainsi, on peut imaginer
d’exploiter la diminution de pH au voisinage du tissu tumoral pour favoriser la libération de la

SA, par gonflage du NV (Figure 1- 12).

ow__%
§ . ™
*® b
% o o

pH 7.4 pPH5.0

Figure I- 12 : Libération d’une SA en milieu acide par gonflage d’un nanovecteur a base de
polymere pH-sensible.

Plusieurs N'Vs a base de polymeres pH-sensibles, aussi bien anioniques que cationiques, ont été
reportés : par exemple des micelles [102], [103], des polymersomes [104], [105], des
nanoparticules [106], [107], des hydrogels [108], [109] et des liposomes [110], [111]. Parmi les
polymeres pH-sensibles les plus employés, nous pouvons citer les polymeres anioniques
contenant des fonctions acide carboxylique (voir 1 a 7, Figure I- 13) ou des groupements
sulfamide (voir 8, Figure 1- 13) [111]-[113] . Lorsque le milieu est acidifié, ces polymeres sont
alors protonés et leurs chaines deviennent hydrophobes. En revanche, ils sont deprotonés en

milieu neutre ou basique et présentent un caractere hydrophile.

Par rapport aux polymeres anioniques, les polymeres cationiques (9-13, Figure I- 13) présentent
plusieurs avantages. A cause de la présence de charges positives a la surface, les NVs a base de
polymeres cationiques sont internalisés plus facilement via des interactions électrostatiques avec
les charges négatives présentes sur la membrane cellulaire [28]. Le poly(méthacrylate de N,N-
diméthylaminoéthyle) (PDMAEMA) (9, Figure I- 13) et le poly(méthacrylate de N,N-
diéthylaminoéthyle) (PDEAEMA) (10, Figure I- 13) sont les polybases les plus utilisées [114]—
[117]. IIs possedent des groupements amine tertiaire dans leurs chaines latérales capables de

capter des protons en milieu acide, et de les libérer dans des conditions basiques. Les polymeres
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Figure I- 13: Polymeres pH-sensibles les plus utilisés. Polymeres anioniques: 1) Poly(acide
acrylique)-PAA, 2) Poly(acide méthacrylique)-PMAA, 3) Acide poly(2-éthyl acrylique)- PEAA, 4)
poly(acide 2-propyl acrylique)-PPAA, 5) poly(acide 2-butyl acrylique)-PBAA, 6) Poly (acide
glutamique)-PGA, 7) Poly(chlorohydrate d’allylamine)-anhydride citroconique- PAH-cit, 8)
polymeéres contenant des groupements sulfonamide. Polymeres cationiques : 9) Poly(méthacrylate
de N,N-diméthylaminoéthyle)}-PDMAEMA, 10) Poly(méthacrylate de N,N-diéthylaminoéthyle)-
PDEAEMA, 11) Poly(4-vinylpirydine)-PVP, 12) Poly(L-histidine)-PHis, 13) Poly(p-amino ester)-
PbAE. Inspirée de [90].
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contenant des groupements pyridine (12, Figure 1- 13) ou imidazole (13, Figure I- 13) sont

également utilisés [118]—[120].

Tout particulierement, le PDEAEMA (pKa ~7,3 [121]) choisi au cours de cette thése pour
conférer un caractere pH-sensible a nos NCs, a été largement utilisé pour la fabrication des
plusieurs NVs, notamment des hydrogels, avec un comportement pH-dépendant dans le
domaine de pH d’intérét physiologique [108], [121]-[124]. Les gels résultants gonflent en
milieu acide et deviennent des particules compactes au-dessus du pH = 7. A pH acide, lors du
gonflement des NVs, I’hydratation des chaines polymeres favorise la libération de la SA. Des
microgels polyampholytes ont également été fabriqués par copolymérisation en émulsion du
méthacrylate de N,N-dié¢thylaminoéthyle (DEAEMA) avec 1’acide méthacrylique (MAA) [125],
[126]. Ces gels sont capables de gonfler a faible (pH < 4) et haut pH (pH > 6), et deviennent
compacts au pH intermédiaires (pH = 4-6) (Figure I- 14). Des microgels a cceur PDEAEMA et
écorce PMAA ont aussi été reportés [127]. Contrairement aux gels constitués de copolymeres
aléatoires, pour lesquels les procédés de protonation/déprotonation des unités acides et basiques
se passent simultanément, le gonflement du cceur et celui de 1’écorce de ces gels sont
indépendants (Figure I- 15). Ceci pourrait d’ailleurs étre exploité pour la libération sélective de

différentes SAs en fonction du pH.

Poly(DEAEMA-co-MAA)

; a
1
OH ! I OH
e | | —
D ——T | —
H+ ! {H*
| |
i Stabilisant i .
o , i i Gel anionique gonflé en
Gel cationique gontlé en ' ! - ;
. = i SH=6 milieu basique
milieu acide pH=4
pH

Figure I- 14 : Propriétés pH-sensibles des hydrogels a base des copolymeres aléatoires
poly(DEAEMA-co-MAA). Inspirée de [125].
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Figure I- 15 : Propriétés pH-sensibles des hydrogels a cceur PDEAEMA et écorce PMAA [127].

b) Peptides

Certains peptides sont capables de déstabiliser et induire la fusion® des membranes des
phospholipides comme celles entourant les endosomes et les lysosomes. C’est le cas des peptides
synthétiques contenant plusieurs unités de répétition GALA (Glu-Ala-Leu-Ala). A pH-neutre, les
répulsions électrostatiques entre les carboxylates des unités acide glutamique (Glu) déstabilisent
la conformation hélicoidale du peptide, alors qu’au pH acide des endosomes (pH = 5) la
neutralisation de ces groupements favorise la formation de 1’hélice. Sous sa conformation
hélicoidale, le peptide est capable de s’insérer de maniere oblique dans la membrane
endosomale, d’induire la déstabilisation lipidique et de favoriser la fusion membranaire [90],
[128]. Yamada et al. [129] ont par exemple développé des liposomes modifiés avec du GALA
pour une libération ciblé du mastoparan'® a I’intérieur des cellules cancéreuses. Une fois dans le
microenvironnement acide des endosomes, les unités GALA du NV favorisent la fusion entre les
membranes lipidiques des endosomes et lysosomes. Le médicament, libéré au niveau du

cytosol™, peut alors attaquer les mitochondries et ainsi démarrer son activité anti-tumorale.

¢) Matériaux inorganiques

Plusieurs NVs pH-sensibles a base de matériaux inorganiques ont aussi été synthétisés. Kester et

al. [130] ont décrit la fabrication des nanoparticules a base de phosphate de calcium. Le

9 Mélange intime de deux cellules ou des deux compartiments cellulaires.

10 Le mastoparan est un peptide qui perméabilise les mitochondries et induit I’apoptose de cellules cancéreuses.

1 Le cytosol représente la phase liquide ol baignent les organites cytoplasmiques (lysosomes, endosomes,
mitochondries...)
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phosphate de calcium se dissout dans des environnements acides pour donner des ions calcium et
phosphate non-toxiques, ce qui permet un relargage pH-dépendant de la SA. De facon similaire,
Muhammad et al. [131] ont préparé des quantum dots d’oxyde de zinc chargés en DOX. Ces
quantum dots se dissolvent rapidement en milieu acide et permettent une libération de la DOX a

I’intérieur des compartiments intracellulaires.

2.4.1.3. NVs producteurs de CO;

Plus récemment, des N'Vs capables de générer du dioxyde de carbone (CO2) ont été développés
[90]. 1I est bien connu que les ions bicarbonate (HCO3") peuvent réagir en milieu acide pour
produire de [D’acide carbonique (H2CO3) qui n'est que modérément stable et se
décompose facilement en H>O et CO,. Ainsi, des NVs contenant des ions HCO3™ peuvent
potentiellement étre utilisés pour contrdler la libération d’une SA en milieu acide. Ke et al. [132]
ont ainsi montré 1’¢laboration de microsphéres creuses a base d’acide poly(lactique-co-
glycolique) (PLGA) chargées en DOX. Le composé clé dans ce systeme était le bicarbonate de
sodium (NaHCQO3) incorporé également a I’intérieur du vecteur. Dans un environnement acide, le
NaHCOs; réagit avec les ions hydrogene pour produire des bulles de CO> qui font éclater la paroi
de la microsphere et induisent alors une libération rapide de 1’anticancéreux. Le relargage de la
DOX a lieu au niveau de lysosomes ou le pH est d’environ 5. Le méme principe a été utilisé par
Liu et al. [133] lors de la conception de liposomes pH-sensibles chargés en DOX. Cette fois-ci,
le bicarbonate d’ammonium (NH4HCO3) a été employé pour encapsuler la DOX a I’intérieur de

liposomes et pour provoquer la libération de COx.

2.5. CRITERES POUR LA CONCEPTION D’UN NANOVECTEUR

Nous venons de voir que les différentes particularités physiopathologiques de tumeurs
cancéreuses peuvent €tre exploitées pour favoriser 1’accumulation de NVs au sein des tissus
malades et permettre une libération ciblée des médicaments. Néanmoins, pour la réussite de
n’importe quelle stratégie de ciblage il est nécessaire que les N'Vs, une fois administrés dans le
sang, puissent y rester suffisamment longtemps afin de pouvoir arriver a leur site d’action. Par
ailleurs, avant qu’un ciblage actif ou une libération déclenchée par un stimulus puissent avoir

lieu, les NVs doivent d’abord s’accumuler au sein des tumeurs par ciblage passif.
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2.5.1. Devenir de nanovecteurs in vivo apreés administration par voie

intraveineuse

Lorsqu’un NV est injecté dans la circulation sanguine, il est confronté a plusieurs obstacles
(Figure I- 16) [85], [134]. Il peut interagir et se fixer de maniere non-spécifique aux parois
endothéliales ce qui réduit sa distribution systémique. Il peut également se dégrader et étre
ensuite éliminé par le systeme phagocytaire mononucléaire (MPS) qui est un des mécanismes de
régulation des réactions immunitaires (voir glossaire en début de manuscrit) ou via les systemes
de filtration rénale et pulmonaire. Finalement, comme n’importe quel corps étranger, un NV peut
interagir avec les protéines du plasma sanguin aboutissant a une agrégation plaquettaire, a
I’activation du systeme du complément ou a une opsonisation suivi d’une phagocytose par le
MPS. Tous ces processus conduisent a une é€limination prématurée du NV de la circulation

sanguine et réduisent donc son efficacité thérapeutique.

Cellules
cancéreuses

g

_pe ge j

O ) { . s. ODSOIIiSiﬁ:'OIl 6. Activation systéme
Nanovecteur 3. Interactions non-spécifiques ; # du complémel
\- e TR

v <
o > 8te,
il * G0

09 Il_ 1]

2. Dégradation

4. Agrégation 7. Phagocytose
fio Jgiic o o yjic giic gic gi°c gg°

Figure I- 16 : Destins possibles de NVs in vivo apres leur administration par voie intraveineuse.
Inspirée de [85].

2.5.2. Propriétés d’un nanovecteur pour un ciblage passif

Afin de franchir ces barrieres biologiques, la taille et les propriétés de surface (charge,
hydrophobie) des NVs doivent répondre a des criteres précis. Les NVs de taille inférieure a 10
nm sont rapidement éliminés de 1’organisme par clearance rénale [135]. Rappelons également
qu’une taille de 200 nm est considérée comme la limite supérieure pour avoir une accumulation

de NVs via I’effet EPR [11] (voir Paragraphe 2.2.1). De plus, les objets ayant de tailles
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supérieures a 200 nm présentent des faibles rayons de courbure, ce qui favorise I’interaction des

opsonines a leur surface.

Il a été montré que les NVs non-ioniques sont moins opsonisés par rapport aux NVs chargés
[136], [137]. Parmi les vecteurs chargés, ceux avec une charge de surface positive interagissent
le plus avec les protéines plasmatiques, les membranes cellulaires et les tissus connectifs. Il est
tout aussi important de signaler que les vecteurs chargés positivement présentent cependant une

meilleure efficacité d’internalisation.

L’hydrophobicit¢ du NV influence pour sa part ’ampleur de 1’opsonisation et la nature de
protéines plasmatiques qui s’adsorbent a la surface des NVs, ce qui détermine également le type
de récepteurs avec lesquels un NV peut interagir [138], [139]. Plus le NV est hydrophobe, plus il
est opsonisé et rapidement éliminé. Le recouvrement des NVs par des chaines polymeres
hydrophiles neutres peut permettre de leur conférer un caractere furtif vis-a-vis du systeme
immunitaire. En effet, la présence de certaines macromolécules hydrophiles en surface peut
empécher, en créant une barriere stérique, la fixation des opsonines a la surface des objets et les
rendre indétectables par les macrophages du MPS. Ceci limite I’élimination des N'Vs et prolonge

notablement leur demi-vie plasmatique in vivo [140], [141].

Dans ce cadre, le poly(éthylene glycol) (PEG) est apparu dans un premier temps comme le
candidat idéal pour conférer une certaine furtivité aux NVs et avec lui est née une génération
d’objets PEGylés, ayant une persistance sanguine plus importante par rapport a leurs
homologues non-recouverts [142]-[144]. Cependant cette furtivité dépend de 1’épaisseur et de la
densité du recouvrement en chaines PEG. De plus, 1’absence de groupements réactifs a la surface
de ces objets peut rendre difficile le couplage chimique des anticorps ou des ligands spécifiques

des tissus tumoraux, essentiel pour améliorer le ciblage des cellules cancéreuses [140].

C’est une des raisons pour lesquelles les polysaccharides ont été considérés comme de bons
candidats pour remplacer le PEG a la surface des NVs. La présence des plusieurs fonctions
hydroxyle sur leur dorsale permet en effet d’envisager une modification ultérieure de la surface
des vecteurs [145]. De plus, leur biocompatibilité et biodégradabilité en font des biomatériaux de

choix pour la vectorisation de SAs par voie intraveineuse.

Parmi les polysaccharides disponibles, le dextrane est de loin le polysaccharide dont les dérivés
sont les plus employés dans des formulations biomédicales [146]-[148]. La gamme des NVs a

base de dextrane disponibles actuellement inclut des prodrogues médicament-dextrane [149]—
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[152], des hydrogels [153]-[155], des micelles [156]-[158], des liposomes [159]-[161] et des
NPs [162]-[165]. Plusieurs études semblent montrer que la décoration de la surface de NVs par
le dextrane peut effectivement empécher 1’adsorption des proté€ines circulantes et conférer une
« furtivité » aux NVs. Néanmoins, le débat sur la conformation du dextrane a la surface des NVs
(configuration « end-on » vs. configuration « side-on ») (Figure I- 17), reste encore ouvert. Selon
Oesterberg et al.[166], un recouvrement de type « end-on », obtenu avec un copolymere dibloc 2
base d’un bloc hydrophile en dextrane, est moins efficace que celui obtenu a partir d’un
copolymere diblocs a base de PEG. Ceci s’explique par la moindre mobilité et flexibilité des
chaines de dextrane en surface par rapport a celles du PEG. En revanche, un recouvrement en
dextrane de type « side-on », issu d’un copolymeére en peigne, peut tre aussi efficace qu’un
recouvrement PEG « end-on ». De plus, la densité du recouvrement s’est avéré étre le parametre
clé pour prévenir efficacement I’adsorption des protéines alors qu’aucune influence de la
longueur des chaines hydrophiles, quelle que soit la conformation du dextrane en surface, n’a été
notée. D’un autre coté, une étude plus récente menée par Vauthier C. et al. [167], suggere qu’'un
recouvrement en dextrane de type « end-on » peut prévenir de manicre efficace I’adsorption des
protéines plasmatiques de grande taille (par exemple le fibrinogene) et empécher ’activation du
systeme du complément a condition d’avoir une densité importante des chaines hydrophiles en

,f'(tk o

« end-on » « side-on »

Figure I- 17 : Conformations possibles du dextrane a la surface d’un NV. Dans le cas d’une
configuration « end-on », ’adsorption ou le greffage du dextrane a la surface s’effectue par un
point d’ancrage (cas de copolymeéres diblocs). Dans une configuration « side-on » la fixation du
dextrane s’effectue par des nombreux points (cas de copolymeres en peigne) et le dextrane adopte
une conformation en boucle-trains et queues a la surface du NV.
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2.5.3. Cahier de charges

Pour conclure cette partie, la Figure 1- 18 synthétise le cahier de charges et les criteres de

conception d’un NV destiné a I’administration d’anticancéreux par voie intraveineuse.

Diameétre > 8 nm Diameétre < 200nm

Maximiser 1’extravasation du
NV a travers les vaisseaux
sanguins des tumeurs via
I’effet EPR (ciblage passif)

Eviter une élimination
prématurée du NV
par clairance rénale.

Surface neutre
LIGANDS DE CIBLAGE
Maximiser la fixation et
I’internalisation du NV dans les
cellules tumorales (ciblage
actif)

Eviter I’interaction
avec les constituants
du sang

RECOUVREMENT HYDROPHILE ]

Assurer la stabilité colloidale et STIMULI-SENSIBLE
augmenter le temps de circulation du

NV dans le plasma sanguin.

Déclencher et/ou controler la
libération de la SA aux environs ou
au sein des tumeurs

Figure I- 18 : Cahier de charges d’un NV destiné a I’administration d’anticancéreux par voie
intraveineuse.

2.6. NANOCAPSULES ET THERAPIE CANCEREUSE

Il existe deux types de nanoparticules polymeres qui se distinguent essentiellement par leur
morphologie : les nanospheres (NSs) et les nanocapsules (NCs) (Figure I- 19) [168]. Les NSs
sont des systemes colloidaux sphériques composées d’une matrice polymére homogene de nature
amorphe ou cristalline, dans laquelle la SA est souvent dissoute ou dispersée de facon uniforme
(Figure 1- 19, a). Les NCs, quant a elles, sont des systeémes particulaires a morphologie
cceur/écorce constituées d’un ceeur vide (NCs creuses), solide (cas des huiles qui se solidifient a
température ambiante) ou liquide (de nature aqueuse ou huileuse), entouré par une écorce de
polymere (Figure I- 19, b). Selon sa polarité, la SA est incorporée dans le coeur qui joue alors le
role de réservoir, ou éventuellement dans 1’écorce, adsorbée ou attachée de fagon covalente a la

couche polymere [169].
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b)

Coeur liquide,
solide ou vide

Matrice polymere Ecorce polymere

Figure I- 19: Différentes morphologies des nanoparticules polymeéres: a) nanosphéres, b)
nanocapsules

Comme mentionné auparavant, ces travaux de these étaient focalisés sur la fabrication d’une NC
a cceur liquide. Un des principaux avantages de NCs par rapport aux NSs est la possibilité de
moduler la cinétique de libération de la SA en variant 1’épaisseur et la nature chimique de
I’écorce polymeére [170]. De méme, il est possible d’encapsuler des composés lipophiles ou
hydrophiles selon la nature du cceur liquide (phase aqueuse ou huile hydrophobe). En outre, le
fait de confiner la SA dans la cavité interne de la capsule permet de la protéger d’une éventuelle
dégradation in vivo [171]. Finalement, les NCs semblent avoir une meilleure efficacité
d’encapsulation par rapport aux NSs grace a la taille importante de la cavité liquide par rapport a
I’écorce polymére [169]. De plus, le taux d’encapsulation exprimé en pourcentage de SA par
rapport au polymere peut étre considérablement augmenté si la solubilité de la SA dans le coeur
liquide est optimale. Toutefois, I’efficacit¢ d’encapsulation est fortement liée a la nature
chimique de la SA, a la nature de la NC (nature et polarité du cceur et de I’écorce, morphologie et

taille de I’objet...) et au procédé utilisé pour 1’¢élaboration des objets.

Dans le Tableau I- 5 sont présentés quelques exemples de NCs a cceur liquide et écorce polymere
développées pour le traitement du cancer. Il faut cependant noter que ces systémes sont encore,

pour la plupart, en développement recherche.

En ce qui concerne le matériel constituant I’écorce des NCs, les polymeres plus couramment
utilisés sont le poly(acide lactique-co-glycolique) (PLGA), le poly (acide lactique) (PLA) et la
poly(e-caprolactone) (PCL) (voir Tableau I- 6). Ces polymeéres présentent I’avantage d’étre
biocompatibles et/ou biodégradables. Par exemple, le PLGA et le PLA s’hydrolysent en milieu
physiologique pour former de I’acide glycolique et/ou lactique, composés qui sont facilement

métabolisés par I’organisme [172]. Des NCs a base de polypeptides tels que le poly(acide
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glutamique) (PGA) et la poly(L-asparagine), ou de polysaccharides naturels tels que le chitosane
et ’acide hyaluronique sont également reportées. La poly(L-asparagine) et 1’acide hyaluronique
sont particulierement intéressants car ils offrent la possibilité de cibler les cellules cancéreuses
[173], [174]. En effet, ’acide aminé L-asparagine est un nutriment essentiel pour le
développement de la tumeur, tandis que les récepteurs de 1’acide hyaluronique sont surexprimés
par les cellules cancéreuses. Ceci est susceptible de favoriser 1’internalisation de NVs a base de

ces polymeres par endocytose.

La plupart de NCs polymeres a cceur liquide reportées dans la littérature ont été congues comme
réservoir et véhicule d’anticancéreux lipophiles. Ainsi le coeur liquide est le plus souvent une
huile hydrophobe. Parmi les plus courants, nous pouvons citer les triglycérides d’acides caprique
(C10+0) et caprylique (Cs.o) nommés Labrafac CC, Miglyol®810, Miglyol®812 et Myritol®318
[175]-[176]. Ces huiles, qui different de par leur origine et leur composition en acides gras (voir
Tableau I- 7, a) sont biocompatibles, biodégradables et bioassimilables [177]-[179]. De plus, les
coefficients de partage du paclitaxel et du docétaxel entre le Miglyol®810 et un tampon
phosphate (0,148 M, pH = 7,4) ont été évalués a 15,4 et 69,4, respectivement [180]. Ces valeurs
traduisent la forte affinité entre ces anticancéreux et le Miglyol®810, ce qui permet d’obtenir des
bonnes efficacités d’encapsulation (généralement supérieures a 60%, voir Tableau I- 5). Des
huiles triglycérides a base d’acides gras polyinsaturés, telles que I’huile de ricin et I’huile de soja
[181], ou encore des esters d’acide gras tels que 1’oléate d’éthyle et le myristate d'isopropyle

[182] ont été aussi utilisés comme constituant du cceur liquide des NCs (Tableau I- 7, b-e).
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Tableau I- 5 : Exemples des NCs polymeéres a coeur liquide utilisées comme NVs des SAs anticancéreuses.

Procédé Diametre SA
Ecorce polymere Ceceur liquide yr . EE/TE (%)* R
d’¢laboration (nm) encapsulée
PLA Labrafac CC Emulsion-diffusion |5 sg, Paclitaxel 65-93%/68%  [175]
de solvant
PCL*? Labrafac CC Emulsion-diffusion 224 Docétaxel 60%!/- [183]
de solvant
Huile de ricin 150 92%/18%
PLGA? Miglyol® 812 Nanoprécipitation 206 Curcumine 88%/18% [181]
Huile de soja 235 69%/14%
PLGA Myritol® 318 Nanoprécipitation 280 Xanthanes 85-89%I- [184]
PGA? Miglyol® 812 Nanoprécipitation 200 Docétaxel 70-90%/- [185]
PGA® Miglyol® 812 Nanoprécipitation 190 Plitidepsine 85%/- [[118867]]’
Chitosane Miglyol® 812 Nanoprécipitation <200 Docétaxel 72%I- [188]
Meélange de
triglycérides des
PCL acides caprique et Nanoprécipitation 246 Indométacine ~100%/- [189]
caprylique
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PLA? Miglyol® 810 Nanoprécipitation 245 Antiestrogenes 98%1/0,5% [[1 19 902]]_
Polyarginine® Miglyol® 812 Nanoprécipitation 170 Docétaxel 74%/- [193]
Acide hyaluronique Miglyol® 812 Nanoprécipitation 250 Docétaxel 66%/- [174]
Poly(L-asparagine) Miglyol® 812 Nanoprécipitation 170-200 Docétaxel 75%- [173]

PLA*® Sta-
Miglyol® 812 Nanoprécipitation 180 Meta . 99%/- [176]

tétra(hydroxyphényl)chlorine

Poly(methacrylate de POlyméf‘isaﬁOH
RAFT a I’interface

pentafluorophényle) Eau ) S 200 Gemcitabine 96%/12% [194]
d une miniémulsion

eau dans 1’huile

Oléate d’éthyle e
Polymérisation a
Poly(cyanoacrylate de Isooctane I’interface d’une 200-500 Cvanine IR-768 65.7-91.7% /- [182]
butyle) Acide oléique microémulsion huile y ’ P
Myristate d'isopropyle dans I"cau

a) NCs recouvertes de PEG, b) Photosensibilisant utilisé pour une thérapie photodynamique'?, ¢) EE = Efficacité d’encapsulation (I- 1), TE = Taux d’encapsulation
1-2).

EE (%) = Masse SA encapsulée «100 I-1 TE (%) = Masse SA «100 L2
(%) = Masse SA introduite dans le milieu )~ Masse SA encapsulée + masse polymere )

121 a thérapie photodynamique détruit les cellules cancéreuses en ayant recours a un médicament appelé photosensibilisant, qui rend les cellules sensibles a la lumiére laser
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Tableau I- 6 : Structure de certains polymeres naturels et synthétiques utilisés dans la formulation
de NCs destinées a la thérapie cancéreuse.

Type Nom Structure

_ OH OH OH
Chitosane 0
. HO- N\ | o —2 o — " on
(Polysaccharide) HO HO HO
NH, NH,/n NH,

Polymeres OH
naturels o
Acide hyaluronique "0 —0 HO —0
HO —0

(Polysaccharide) SH \H n

A

HO
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Tableau I- 7 : Structure et composition massique moyenne de certaines huiles utilisées dans la
formulation de NCs destinées a la thérapie cancéreuse.

a) Huiles a base d’acides caprique et caprylique

N Acide Acide
com n(l);,l cial caprylique caprique Structure
(Cs:0) (C10:0)
Labrafac CC 50-80% 20-50% o
. e NG e
Miglyol®810 65-80% 20-35% S
. e NG e G
M1gly01®812 50-65% 30-45% O o
. L~
Myritol®318 65-77% 23-35% O
b) Huile de ricin ¢) Huile de soja
0 o}
J_NVVWA OJJ_/\/\/\/:\/:\/\/\
R e e N o
(0] OH o M e N i S N
oM M e T S N N
OH

(Acide linoléique Cig:2-51%, palmitique

(Acide ricinoléique Cis 1) Ci6:0-10% et oléique Cis:1-23%)

d) Oléate d’éthyle e) Miyristate d'isopropyle
(O] (@

Quant a leur méthode de fabrication, plusieurs techniques ont été utilisées pour 1’¢laboration de
NCs a ceeur liquide chargé en agents anticancéreux. L’émulsion-diffusion de solvant [175]-[183],
la nanoprécipitation [181]-[176] et la polymérisation localisée a I’interface d’une émulsion [194]-
[182] peuvent étre citées. Par la suite, nous allons brievement présenter ces différentes

techniques.
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3. FABRICATION DE NANOCAPSULES A C(EUR LIQUIDE.

3.1.

METHODES

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour 1’élaboration de NPs polymeres (NSs et NCs)

[168], [195], [196]. Dans le cas de NCs a cceur liquide, ces méthodes peuvent &tre classifiées en

trois grands groupes (Tableau I- 8) :

Tableau I- 8 : Méthodes d’élaboration de NCs a cceur liquide.

PRINCIPE

Méthodes

Ségrégation de

phases

Utilisation d’un
ceeur sacrificiel

« Templating »

Réactions
interfaciales a la
surface des
nanogouttelettes

d’une émulsion

Nanoprécipitation
A partir d’un polymére préform¢ ~ Emulsion-évaporation de solvant

(Procédés physico-chimiques) Emulsion-diffusion du solvant

Emulsion-coacervation

Polymere synthétisé in situ
Polymérisation en miniémulsion
(Procédés chimiques)
Déposition couche-par-couche de polyéléctrolytes autour d’un coeur solide

(« template » dur) ou liquide (« template » mou).

Déposition d’une couche de polymere a la surface des nanogouttelettes

d’une émulsion

Réactions de chimie «click »

A partir des polymeres préformés interfaciales

Polycondensation/Polyaddition

Polymere synthétisé in situ Polymérisation en miniémulsion en

présence des tensioactifs réactifs
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3.1.1. Ségrégation de phases

Les techniques classiques de fabrication de NCs sont basées sur un procédé de ségrégation de
phases entre le polymere constituant 1’écorce et le cceur liquide. Cette ségrégation provoque in
fine la précipitation du polymere autour du cceur liquide et donc I’obtention d’un objet a
morphologie cceur-écorce. Le polymere utilisé peut étre préformé (cas des procédés physico-
chimiques) ou produit in situ lors de 1’¢laboration des objets (cas des techniques de
polymérisation) (voir Tableau I- 8). Les méthodes physico-chimiques different essentiellement
par I’utilisation ou non d’une étape d’émulsification et par la fagon d’induire 1’insolubilisation du
polymere [168]. Dans le cas des polymeres préparés in situ par polymérisation, la polymérisation
en miniémulsion reste la technique la plus adaptée puisqu’elle permet d’obtenir le polymere et

les NCs en une seule étape [196]. Ce procédé sera abordé dans le Paragraphe 3.2.

Pour illustrer plus en détail la préparation de NCs par ségrégation de phases, nous pouvons citer
les travaux de Youm et al. [175]. Ils ont préparé de NCs a cceur huileux (Labrafac CC) et écorce
PLA par un procédé d’émulsion-diffusion de solvant. Destinées a la thérapie contre le cancer du
sein, ces NCs ont été utilisées pour encapsuler du docétaxel. L’élaboration de ces objets a
nécessité la préparation d’une émulsion huile-dans-eau (O/W) (voir Figure I- 20). La phase
organique (huile) contenait un PLA préformé, du Labrafac CC et du docétaxel solubilisés dans
de l'acétate d'éthyle saturé en eau. La phase aqueuse, saturée en acétate d’éthyle, contenait du
poly(alcool vinylique), tensioactif utilisé pour stabiliser 1I’émulsion. Apres émulsification, une
grande quantit¢ d’eau a été rajoutée goutte a goutte afin de favoriser la diffusion de 1’acétate
d’éthyle dans la phase aqueuse. Cette diffusion entraine alors la précipitation du PLA

(immiscible dans le Labrafac CC) et aboutit a ’obtention de NCs chargées en docétaxel.

Docétaxel

PLA ><7t\ Eau
g O, of ,

Acetate d’éthyle o s
+ Labrafac CC
. Diffusion puis
évaporationde |
Dacétate d’éthyle N3

Emulsion Nanocapsules

Eau. ~
+ poly(alcool vinylique)

Figure I- 20: Elaboration de NCs par ségrégation de phases. Cas de la fabrication de NCs a écorce
PLA et cceur huileux (Labrafac CC) par émulsion-diffusion de solvant.
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3.1.2. Utilisation de templates

Le deuxieme grand procédé classique permettant la fabrication de NCs consiste a utiliser un
ceeur sacrificiel ou « template ». Ce dernier peut étre de nature solide («template » dur) ou
liquide (« template » mou), sur lequel le(s) polymere(s) qui constitueront 1’écorce de la NC sont
déposés. Parmi ce type de procédés, I’adsorption couche-par-couche de polyélectrolytes de
charges opposées est la méthode la plus utilisée [197]-[199]. Les particules de silice [200], [201]
et les gouttelettes des émulsions [202], [203] sont souvent employées comme template dur et
mou, respectivement. Thomas et al. [201] ont par exemple déposé des couches de
polysaccharides naturels chargés sur des nanoparticules de silice (« template » dur): le chitosane
(chargé positivement), en alternance avec I’héparine (chargé négativement) (Figure I- 21). En
conditions acides, le coeur solide de silice a ensuite été dissous et des NCs a cceur vide ont été

obtenues. Au final, la cavité de ces NCs a été remplie avec la DOX par une méthode

d’imprégnation.
1. Chitosane Héparine
2. Lavages . Lavages
— —
Particule de silice Particule recouverte d’une
(template) double couche
chitosane/héparine
Elimination du
= il cceur en milien
tapes 12 il
— —
Particule recouverte de multi- Capsule vide composée de multi-
couches de chitosane/héparine couches chitosane/héparine

Encapsulation de la DOX NCs chargées en DOX
par imprégnation dispersées dans 1’eau

Figure I- 21 : Elaboration de NCs par adsorption couche par couche des polysaccharides naturels
(chitosane et héparine) sur des nanoparticules de silice.
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Un des principaux avantages de la méthode de déposition couche-par-couche est la possibilité de
contrdler la morphologie des NCs. En effet, le diametre du cceur et 1’épaisseur de 1’écorce de la
NC peuvent étre facilement modulés en fonction de la taille du cceur sacrificiel et du nombre de
couches de polymere déposées, respectivement [204]. Néanmoins, les objets doivent souvent étre
lavés apres chaque étape d’adsorption, ce qui rend ce procédé tres laborieux [168]. De plus, le
cceur sacrificiel (dans le cas d’un template dur) est généralement enlevé dans des conditions
agressives (dissolution par un acide ou thermolyse) qui peuvent endommager la structure de la
NC. L’incorporation de la SA a DI'intérieur des objets nécessite souvent 1’ajout d’une étape
supplémentaire [205]. Les templates mous (par exemple une émulsion) peuvent permettre de
lever certaines de ces difficultés : le cceur liquide peut étre retiré par simple évaporation et la SA
peut étre directement encapsulée dans le coeur liquide. Néanmoins, la mise en ceuvre de ce type
des templates demande généralement I’utilisation d’une grande quantité¢ de stabilisant qui reste

dans les objets finaux et dont I’élimination peut s’avérer laborieuse.

3.1.3. Réactions interfaciales

Dans ce cas particulier, le polymere constituant 1’écorce de la NC est souvent synthétisé in situ
lors d’un procédé¢ de polymérisation confiné a 1’interface liquide/liquide d’une émulsion. La
polycondensation ou polyaddition interfaciale a par exemple été adaptée pour 1’encapsulation de
SAs hydrophiles [206] ou lipophiles [207]. Cette réaction met en jeu deux monomeres réactifs,
au moins bifonctionnels mais qui n’homopolymérisent pas, solubilisés chacun dans une des deux
phases de I’émulsion (directe ou inverse) (Figure I- 22, a). La polycondensation se déroule alors

a l'interface des deux phases créant ainsi la paroi de la NC.

Une polymérisation en chaine des monomeres peut également étre confinée a ’interface des
nanogouttelettes et conduire a I’obtention de NCs a cceur liquide. Pour cela, deux stratégies ont
été employées. D’une part, la localisation de la polymérisation a I’interface est favorisée par
I’incorporation d’un des composants clés du systeme de polymérisation (amorceur, catalyseur,
etc...) dans la phase opposée a celle qui contient le monomere (Figure I- 22, b) [208]. D’une
autre part, des tensioactifs portant des groupements réactifs lors de la polymérisation peuvent
étre employés a la fois pour stabiliser I’émulsion et réagir durant la polymérisation a 1’interface :
par exemple amorcage a partir de I’interface [209]. Ces tensioactifs réactifs seront détaillés dans

le Paragraphe 3.2.3.
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Finalement, dans quelques cas, il ne s’agit pas de polymérisation mais de réaction entre deux
polymeres réactifs préformés. Ainsi, des réactions de chimie «click » de type azoture/alcyne

(comme celles décrits dans la section 2.3) peuvent avoir lieu a I’interface d’une émulsion et

conduire a I’obtention d’une NC [210]-[212] (Figure I- 22, c).
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Figure I- 22 : Différentes stratégies de fabrication de NCs par des réactions a I’interface
liquide/liquide d’une émulsion.

Par rapport aux procédés de ségrégation de phases décrits dans le paragraphe 3.1.1, 1’utilisation

de réactions confinées a I’interface d’une émulsion offre un meilleur contrdle de la morphologie
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cceur-écorce des objets finaux. Les gouttelettes de 1’émulsion jouent en fait un réle de template

mou a partir duquel I’écorce polymére est construite [213].

Apres cet apercu général des différentes techniques d’obtention de NCs, nous allons nous
intéresser plus en détail a la polymérisation en miniémulsion qui est par ailleurs la méthode
choisie pour 1’¢laboration de nos objets. Ensuite, nous présenterons les différents travaux portant
sur 1’¢laboration de NPs (NSs et NCs) par polymérisation en chaine localisée a I’interface d’une

miniémulsion a I’aide de tensioactifs réactifs.

3.2. POLYMERISATION EN MINIEMULSION

3.2.1. Principe

La polymérisation en miniémulsion est une technique classique d’obtention de NPs (NSs et NCs)
qui consiste a polymériser une dispersion de nanogouttelettes de monomeres. Elle présente
I’avantage de permettre 1’incorporation de SAs et la formation de NPs en une seule étape, avec
une grande efficacité d’encapsulation [214], [215]. Les NPs obtenues par ce procédé, s’il est
maitrisé, présentent des distributions de tailles idéalement étroites, comprises entre 50 et 500 nm
[195], [216], [217]. Selon le type de miniémulsion utilisée, directe (huile-dans-eau, O/W) ou
inverse (eau-dans-huile, W/O), des NCs a cceur huileux ou aqueux peuvent étre formulées. Dans
le cas de NCs a cceur huileux, les nanogouttelettes sont obtenues initialement par la dispersion
d’une phase organique contenant le mélange monomere/huile dans une phase aqueuse contenant
le tensioactif, grace a un apport d’énergie important (homogénéisateur a haute pression ou

ultrasons) (Figure I- 23) [216].

Agent hydrophobe = Huile Nanogouttelettes
Monomere stal)ms§es pat i NCs a cceur huileux
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Figure I- 23 : Elaboration de NCs a cceur huileux par polymérisation en miniémulsion.
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La taille finale des nanogouttelettes ainsi que leur stabilité colloidale pendant la polymérisation
est déterminée par la quantité et la nature du tensioactif utilisé pour limiter le phénomene de
coalescence. De plus, un composé tres peu soluble dans la phase continue (appelé hydrophobe ou
co-stabilisant) est ajouté dans la phase organique dispersée afin de limiter le mirissement
d’Oswald, c’est-a-dire la diffusion de monomere entre différentes gouttelettes (Figure I- 24)
[217]. La différence de pression de Laplace qui existe entre des gouttelettes de diametres
différents provoque effectivement une migration du monomere des petites gouttelettes vers les
grosses gouttelettes. L’agent hydrophobe permet de contrebalancer la pression de Laplace,
puisqu’il génére une pression osmotique au sein de la phase dispersée qui s’oppose a celle de
Laplace. Un couple stabilisant/co-stabilisant adéquat permet donc d’obtenir une distribution de
taille finale de NCs analogue a celles des gouttelettes de monomere au départ [218], [219].
L’utilisation de 1’hexadécane (HD) comme agent hydrophobe est souvent reportée. Quelques
travaux privilégient les triglycérides d’acides gras (comme ceux présentés dans le Tableau I- 7,

Paragraphe 2.6) afin d’obtenir des objets biocompatibles [215], [220], [221].

Agent Monomere Diffusion du monomeére

hydrophobe due a la pression de
Laplace
>
S R J
c U - Diffusion du monomeére C .

due a la pression E > :
osmotique

Figure I- 24: Utilisation d’un agent hydrophobe pour limiter le miirissement d’Oswald.

Dans le but d’obtenir des NCs a cceur huileux par polymérisation en miniémulsion, on peut
utiliser, comme agent hydrophobe, 1’huile qui constituera le coeur des NCs finales, [220], [222].
Dans ce cas, le coeur liquide et I’écorce des NCs peuvent se former par ségrégation de phases
durant la polymérisation. Mais pour cela, le monomere doit étre soluble dans 1’huile, alors que
celle-ci ne doit pas dissoudre le polymere qui se formera par polymérisation. La précipitation du
polymere se produit alors au fur et a mesure de la polymérisation, au-dela d’une certaine
conversion en monomere. En fin de polymérisation, le tensioactif stabilisant la miniémulsion se
trouve a la surface de NCs. Il influencera les propriétés de surface des objets finaux et leur
stabilité colloidale lors d'éventuelles applications ultérieures, par exemple, lors de leur injection

en milieu physiologique.
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Lors d’une polymérisation en miniémulsion, il est préférable que la nucléation des particules ait
principalement lieu au sein des nanogouttelettes (nucléation hétérogene) préalablement obtenues
par émulsification, afin que les NPs finales soient une copie la plus conforme possible en terme
de taille des nanogouttelettes du départ. Dans ce cas, la nucléation homogene (c’est—a-dire dans
la phase continue) ou micellaire (c’est-a-dire a 1’intérieur des micelles de tensioactif) doivent
idéalement étre limitées voire inexistantes dans le milieu réactionnel [223]. Cette spécificité de la
polymérisation en miniémulsion facilite I’incorporation des SAs au coeur de NPs par rapport a
d’autres procédés de polymérisation en milieu dispersé tels que la polymérisation en émulsion.
Dans ce dernier cas, 1’encapsulation nécessite le transport de la SA a partir des gouttelettes
réservoirs de monomeére jusqu’aux particules en croissance, a travers la phase aqueuse. De plus,
la prédominance de la nucléation hétérogene (c’est-a-dire au sein des nanogouttelettes) pendant
la polymérisation en miniémulsion, peut faciliter le confinement de certains processus chimiques
a I’interface liquide/liquide (par exemple si des tensioactifs réactifs sont utilisés, voir Paragraphe
3.2.3), afin de mieux maitriser la morphologie cceur—€corce des objets finaux. Un autre avantage
de la polymérisation en miniémulsion est la production de dispersions de NPs a fort taux en

solide.

Plusieurs types de polymérisation peuvent étre mis en ceuvre dans un procédé en miniémulsion :
radicalaire, cationique, anionique, polycondensation, polyaddition [217], [224]. La
polymérisation radicalaire en chaine est la plus souvent utilisée et elle a permis par exemple la
fabrication de NCs a base de poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) [214], [215], [221], [225],
polystyrene (PS), poly(méthacrylate de méthyle-co-styrene) (poly(MMA-co-Sty)) [226],
poly(MMA-co-acrylate de butyle) (poly(MMA-co-BA)) [227] et poly(MMA-co-acide
acrylique) (poly(MMA-co-AA)) [227].

3.2.2. Problémes de controéle de la morphologie des objets

Dans le cas ou la formation des NCs résulte d’un phénomene de ségrégation de phases au cours
d’un procédé de polymérisation en miniémulsion, plusieurs problémes de controle de la
morphologie des objets peuvent étre rencontrés [194]. La ségrégation de phases entre le
polymere et 1’huile lors d’une polymérisation (ou lors de la précipitation d’un polymeére préformé
a l’interface) est en effet un processus complexe, influencé a la fois par des parametres
thermodynamiques et cinétiques [195], [228]. D’un point de vue thermodynamique, on peut
considérer un systtme a trois phases (polymere/huile/eau) dont I’état d’équilibre est régi

principalement par les tensions interfaciales entre les différentes phases: polymere/eau,
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polymere/huile et huile/eau [229]. Ainsi, ces tensions interfaciales doivent étre judicieusement
ajustées afin de favoriser I’obtention de la morphologie coeur-écorce. D’aprés la théorie de Torza
et Mason [230], trois configurations sont thermodynamiquement possibles (Figure I- 25, a-c):
encapsulation totale (morphologie coeur-écorce), encapsulation partielle (morphologie de double
hémisphere) voire non-encapsulation dans le cas extréme ou I’huile et le polymére forment deux

phases complétement distinctes.
c) d)

ODoed

Figure I- 25 : Possibles morphologies des objets lors d’une ségrégation de phases : a) ceeur-écorce,
b) double hémisphére c) gouttelette d’huile et particule polymére séparées, d) matrice polymeére
polynucléaire.

Des parametres tels que la polarité du polymere, le type de tensioactif et la nature de I’huile
peuvent modifier les tensions interfaciales du systeme et donc déterminer la morphologie
majoritaire [231]. En général, pour des NCs a cceur huileux 1’augmentation du caractére
hydrophile du polymere qui constitue 1’écorce semble favoriser I’obtention d’une morphologie
coeur-écorce tandis que 1’utilisation d’un polymere trés hydrophobe tel que le PS conduit
majoritairement a des particules [195]. La copolymérisation en miniémulsion du styréne avec le
MMA, I’acide acrylique (AA) [231] et I’acide méthacrylique (MAA) [232], en présence d’HD
comme agent hydrophobe/cceur huileux, a permis 1’obtention préférentielle des objets cceur-
écorce, mais une fraction plus ou moins importante des objets a double hémisphere et/ou des
particules a été toujours observée. En revanche, en utilisant uniquement le MMA comme
monomere, Tiarks et al. [231] ont pu synthétiser des NCs bien définies par polymérisation en
miniémulsion. Dans ce cas, la différence de polarité entre I’huile et le polymere est assez
importante pour promouvoir la formation des NCs. L’épaisseur de 1’écorce PMMA a également
été modulée en ajustant le ratio HD/MMA. Shirin-Abadin et al. [233] ont pour leur part étudié la
copolymérisation en miniémulsion du MMA avec des monomeres de différente polarité :
I’acrylate de 2-éthylhexyle (co-monomere tres hydrophobe) et le MAA (co-monomere tres
hydrophile) toujours en présence d’HD. Ils ont observé que I’augmentation de 1’hydrophobie ou

I’hydrophilie de 1’écorce polymere via I'utilisation de grandes quantités de co-monomeres était
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défavorable a 1’obtention des NCs par rapport a I’emploi du MMA seul (Figure I- 26). Trouver
une polarité optimale de I’écorce semble donc un parametre crucial pour le controle de la

morphologie des NCs finales.
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Figure I- 26 : Influence de la polarité de I’écorce polymére sur la morphologie des objets finaux.
Inspirée de [233].

La concentration et la nature du tensioactif employé pour stabiliser la miniémulsion peuvent
aussi influencer la morphologie finale des objets. Tiarks et al. [231] ont montré qu’une
augmentation importante de la tension interfaciale PMMA/eau (grace a la diminution de la
quantité du tensioactif anionique docécyl sulfate de sodium (SDS)) favorise 1’obtention des
objets a double hémisphere et des fragments de capsules. Dans la méme étude, les auteurs ont
trouvé que ni le Lutensol AT 50 (un tensioactif non-ionique dérivé du POE), ni le chlorure de
cétyltriméthylammonium (un tensioactif cationique) ni le copolymere a blocs POE30-b-PS30 ne
conviennent a la fabrication de NCs de PMMA. Au contraire, 'utilisation du POE3o-b-PS30

semble favoriser la formation de NCs a écorce PS par rapport aux systemes employant le SDS.

La nature de I’huile employée est également un facteur a considérer. Par exemple, Romio et al.
[215], [234] ont montré que la polymérisation en miniémulsion du MMA en présence des
triglycérides d’acides caprique et caprylique (Miglyol®812 et Neobee M-5) conduit a la
formation préférentielle d’une morphologie cceur-écorce (70-80% des objets). Dans ces
systemes, la tension interfaciale huile/eau est suffisamment supérieure a la tension polymere/eau
pour favoriser le contrdle de la morphologie. Au contraire, une tres faible proportion de NCs de

morphologie bien définie sont observées lors de 1’utilisation de ’huile de ricin [235]. Ceci a été
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attribué a la présence de groupements hydroxyle dans la structure de cette dernicre huile qui lui

conferent un caractere plus hydrophile.

D’un point de vue cinétique, la vitesse et 1’efficacité de la ségrégation de phases dépendent de la
mobilité des chaines polymeres [236]. Lors de la polymérisation, la viscosité au sein des nano-
gouttelettes/nano-objets augmente graduellement avec la consommation du monomere. Lorsque
la viscosité est faible (faible conversion en monomere), les chaines polymeres sont assez mobiles
pour migrer vers l’interface. Au contraire, une viscosité élevée constitue une barriere a la
diffusion des chalnes polymeres et limite donc la ségrégation de phases. Le controle de la
morphologie de NCs lors d’une polymérisation en miniémulsion est donc lié a la
compétition entre la vitesse de séparation de phase et la vitesse de polymérisation [233]. La
cinétique de polymérisation devrait idéalement étre contrdlée pour permettre une ségrégation de
phases progressive et ainsi éviter I’obtention des morphologies indésirables comme par exemple

une matrice polymere polynucléaire (Figure I- 25, d) [228].

Pour mieux controler la morphologie des NCs obtenues lors d’une polymérisation en
miniémulsion, on peut penser a confiner la polymérisation a I’interface en plus d’une simple
séparation de phases entre le polymeére qui constituera 1’écorce de la NC et le coeur liquide.
L’utilisation des tensioactifs réactifs peut par exemple favoriser ou permettre exclusivement la
formation du polymére a I’interface liquide/liquide afin de réduire les difficultés lices a la

diffusion de chaines polymeres de I’intérieur vers 1’interface des gouttelettes/nano-objets.

3.2.3. Tensioactifs réactifs

Les tensioactifs réactifs sont des tensioactifs qui servent a stabiliser les gouttelettes de la
miniémulsion mais qui portent également des groupements réactifs lors d’une polymérisation.
Tout en conservant leur role comme stabilisants de la miniémulsion, ils peuvent alors participer a
la polymérisation comme amorceurs (inisurfs pour « initiators » et « surfactants ») [237]-[238],
comme agents de transfert (transurfs pour « transfer agents » et « surfactants ») [239]- [240] ou
comme monomeres (surfmers pour « surfactants » et « monomers ») [241], [242] selon leur

structure chimique.

Dans le cas d’une polymérisation en milieu dispersé, les tensioactifs réactifs présentent un
avantage par rapport a des tensioactifs classiques. Apres polymérisation, ces derniers sont

seulement adsorbés a la surface de I’objet obtenu et risquent d’étre désorbés dans des conditions
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physiologiques. Les tensioactifs réactifs, quant a eux, restent liés a I’objet de fagon covalente, ce

qui augmente la stabilité des nano-objets obtenus [241].

L’utilisation combinée de la polymérisation en miniémulsion, d’un tensioactif réactif et d’une
technique de polymérisation radicalaire par désactivation réversible (PRDR) telle que la
polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP) ou la polymérisation par transfert de
chaine réversible par addition-fragmentation (Polymérisation RAFT) semble encore plus
intéressante pour I’obtention de NCs bien définies (les techniques de PRDR, en particulier la
polymérisation RAFT, feront 1’objet du paragraphe 4). Le tensioactif réactif peut permettre de
faciliter la formation d’une écorce polymére en périphérie de 1’objet en localisant la
polymérisation exclusivement ou quasi-exclusivement a I’interface des nanogouttelettes (Figure
I- 27) : si le groupement réactif est un amorceur ou un agent de transfert, la polymérisation a lieu
a partir des groupements réactifs situés sur le tensioactif et 1’écorce polymeére croit a partir de
I’interface. De plus, la PRDR peut permettre de contrdler les parametres macromoléculaires du
polymére qui constituera 1’écorce. Ceci est particulicrement attractif dans le cas de la
vectorisation d’une SA puisque contrdler 1’épaisseur de I’écorce polymere de la NC devrait

idéalement permettre de moduler la cinétique de libération de cette substance.
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Figure I- 27 : Formation d’une nanocapsule lors de la polymérisation en miniémulsion directe d’un
monomere vinylique a partir d’un tensioactif réactif. Les chaines noires représentent le tensioactif
réactif, les points sont les groupements réactifs et les chaines rouges correspondent au polymere qui
formera I’écorce. Inspirée de [243].

Compte-tenu de cette analyse, les surfmers ne paraissent intéressants que s’ils copolymérisent
avec un deuxieme monomere solubilisé en phase organique et que cette copolymérisation a lieu a
I’interface. C’est pourquoi, nous nous sommes volontairement limités, dans cette recherche
bibliographique, au cas des inisurfs et des transurfs utilisés pour mener une PRDR a I’interface

liquide/liquide d’une miniémulsion. En revanche, nous avons considéré les travaux conduisant
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aussi bien a la fabrication de NSs que de NCs. La série d’exemples présentés ici est, a notre

connaissance, exhaustive. Elle ne concerne que les polymérisations ATRP ou RAFT.

Environ une trentaine de travaux portent sur la fabrication de NPs par ATRP (Tableau I- 9) ou
polymérisation RAFT (Tableau I- 10) en miniémulsion directe en présence d’un tensioactif
réactif. Ces tensioactifs réactifs (inisurfs ou transurfs) sont en général des copolymeres
amphiphiles a blocs [238], [239] ou aléatoires [244], [245] qui possedent un seul site amorceur
(chloré ou bromé capable d’amorcer I’ATRP-AGET (activateurs générés par transfert
d’¢lectrons)) ou agent de transfert RAFT terminal (Figure I- 28, a). Les copolymeres produits
lors de la polymérisation présentent alors une structure linéaire multi-blocs et, au final, des NSs
ou NCs (a cceur huileux) avec un recouvrement en surface de type « end-on » (voir paragraphe
2.5.2) sont obtenues. A notre connaissance, le LCPM a été la premiere et seule équipe a reporter
I’utilisation d’un inisurf portant plusieurs sites amorceurs répartis sur sa chaine pour mener une
polymérisation interfaciale en miniémulsion. Cet inisurf était un dérivé du dextrane obtenu par
modification chimique avec des groupements phénoxy et des groupements type ester bromé (voir
Tableau I- 9, lignes 4 et 9). Ce macroamorceur multifonctionnel a été utilisé pour la fabrication
de NSs [237] et de NCs [222] de PBA et PMMA respectivement. Dans ce cas, des copolymeres
greffés ont été obtenus et les objets finaux présentent un recouvrement de dextrane en surface en

configuration « side-on » (Figure I- 28, b).

Mis a part notre travail sur la fabrication de NCs a écorce PMMA, cceur en Miglyol®810 et
recouvrement en dextrane (Tableau I- 9, ligne 9), aucune des études de la littérature (Tableau I- 9
et Tableau I- 10) ne reporte a notre connaissance la formulation de NCs a cceur liquide huileux
biocompatible. L’HD, le nonadécane, la cyclohexanone et le cyclohexane figurent parmi les co-
stabilisants/coeur liquides les plus employés. Dans certains cas, ce cceur liquide est enlevé apres

polymérisation pour obtenir de NCs creuses [246].

Seuls deux travaux relatent I’utilisation des objets finaux pour 1’encapsulation et la libération
d’un anticancéreux. D’une part, Tian et al. [246] ont fabriqué des NCs PEGylées a écorce PAA
réticulée par ATRP-AGET en miniémulsion en utilisant un inisurf. Il s’agissait d’un inisurf
bromé, a blocs PEG et poly(acrylate de tert-butyle), présentant un groupement folate terminal
(Tableau I- 9, ligne 8). Ce groupement folate devrait a priori permettre un ciblage actif des
tumeurs. L’inisurf a été utilisé pour polymériser 1’acrylate de tert-butyle (tBA) en miniémulsion.
Les NCs ainsi obtenues ont été dialysées et ensuite hydrolysées dans un mélange

dichlorométhane/acide trifluoroacétique afin de transformer les unités tBA en unités hydrophiles
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a) Cas des tensioactifs réactifs monofonctionnels

Tensioactif réactif

| [Eonction reactive terminal

Bloc Bloc (amorceur ou agent de
hydrophile hydrophobe :

transfert)
Copolymere produit (2 blocs)
Bloc Bloc Bloc constituant

hydrophile hydrophobe I’écorce de laNC

Nano-objet final

Recouvrement en surface
de type « end-on »

b) Cas des tensioactifs réactifs multifonctionnels

Tensioactif réactif

Tronc
hydrophile

Groupement Groupement réactif
hydrophobe (amorceur ou agent de
transfert)

Copolymere produit (greffé)

Tronc
hydrophile
Greffons constituant
I’écorce delaNC

Nano-objet final

Recouvrement en surface
de type « side-on »

Figure I- 28 : Différentes structures de tensioactifs réactifs utilisés pour la fabrication de NCs par
polymérisation interfaciale en miniémulsion. Configuration du recouvrement des objets finaux.

AA. L’écorce PAA résultant présentait un caractere pH sensible. Pour des pH>4,3, les

groupements acide carboxylique du PAA s’ionisent pour donner des anions carboxylate qui, par

des répulsions électrostatiques, provoquent 1’augmentation de la taille des NCs (de 350 nm

(pH=4) a 550 nm (pH=9)). Ces NCs pH-sensibles ont ensuite été chargées en DOX par

imprégnation grace aux interactions électrostatiques entre la fonction amine de la DOX et les

groupements carboxyliques du PAA. Le taux d’encapsulation et I’efficacité d’encapsulation ont

été estimés a 40% et 99%, respectivement. Le relargage de la DOX a été modulé par le pH et une
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libération plus rapide en milieu acide a été€ observée. De plus, ces auteurs ont choisi de réticuler
I’écorce par un agent de réticulation portant des liaisons disulfure afin de favoriser la libération
de la DOX au sein des cellules cancéreuses. Ainsi, la rupture de ces liaisons disulfure via
I’utilisation d’un agent réducteur tel que le glutathion, présent au sein des cellules, renforce la
libération de la DOX en milieu acide (voir Paragraphe 2.4). Finalement, des études préliminaires
ont montré que les NCs étaient potentiellement biocompatibles. Pour cela, le caracteére non
cytotoxique de ces NCs a été évalué sur des cellules d'hépatome humain HepG2. D’une autre
part, Wang et al. [247] ont préparé des NPs a cceur PS et écorce PDMAEMA a partir d’un
transurf de type PDMAEMA-RAFT (Tableau I- 10, ligne 4). Au contraire du travail précédent
ou I’encapsulation de la SA a été réalisée apres la fabrication des objets, la SA (indométacine) a
dans ce cas été dissoute dans la phase organique de la miniémulsion pour étre encapsulée lors du
procédé de polymérisation. Cependant, le taux d’encapsulation est limité a 13 % massique. Ces
NCs se sont avérées potentiellement biocompatibles (test sur la lignée cellulaire cancéreuse
Hela) et sensibles au CO». La densité de I’écorce PDMAEMA diminuait sous I'effet d'un bullage
de CO; dans le milieu. Ceci était di a la protonation des groupements amine du PDMAEMA
provoquée par la formation de H2COs dans 1’eau. Lorsque le CO; était enlevé du milieu grace a
un bullage de N>, I’écorce PDMAEMA redevient plus compacte. Ces phénomenes de
protonation/déprotonation en présence/absence de CO2 ont été utilisés pour moduler la cinétique

de libération de I’indométacine.

D’autres auteurs se sont intéressés a la fabrication de NPs PEGylées fluorescentes a base de
monomeres de BODIPY®, susceptibles d’étre utilisées en imagerie [248], [249] (Tableau I- 10,
ligne 6). Ces NPs ont été fabriquées a partir d’'un macroagent RAFT hydrophile de type PEG-b-
PAA-RAFT. Ce macroagent RAFT a €t€ dans un premier temps employé pour copolymériser le
styréne et le monomere dérivé du BODIPY (dérivé porteur d’une fonction méthacrylate, acrylate
ou styréne) en masse, afin d’obtenir un macroagent-RAFT amphiphile a trois blocs (PEG-b-
PAA-b-poly(styrene-co-BODIPY)-RAFT). Apres 70 minutes de réaction a 80 °C (conversion
d’environ 16%), cette copolymérisation a été stoppée par immersion du systeme dans un bain
glacé. Puis, de I’eau a été ajoutée et le milieu a été¢ émulsifi¢ a 1’aide des ultrasons pour obtenir
des nanogouttelettes de monomere stabilisées par le macroagent RAFT. La polymérisation a été
réamorcée et des NPs composées d’un cceur en poly(styrene-co-BODIPY) et d’une écorce en

PEG-b-PAA ont été obtenues. Ces NPs étaient 40-2000 fois plus brillantes que les quantum dots

13 BODIPY est ’abréviation de bore-dipyrométhene, et correspond 2 une famille de colorants, stables dans des
conditions physiologiques, qui absorbent fortement dans 1UV et qui ont la propriété d'émettre
une fluorescence étroite avec un rendement quantique important.
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classiques, et 40-300 fois plus brillantes que d’autres particules polymeéres reportées dans la

littérature.

Les polymeres fluorés sont aussi des matériaux a haute valeur ajoutée du fait de leurs propriétés
remarquables : faible indice de réfraction, haute perméabilité a I’oxygene et au CO,, répulsion a
I’eau et a I’huile, stabilit¢ chimique et thermique. Ainsi, des NCs ou NSs a base de ces
polymeres peuvent potentiellement E&tre utilisées comme vecteurs d’oxygeéne ou pour la
fabrication des membranes de piles a combustible. Chen et al. [245] ont par exemple reporté
I’¢laboration de NCs a écorce poly(acrylate de dodecafluoroheptyle) (PDFHA) réticulée, par
polymérisation RAFT en miniémulsion en présence d’un transurf poly(MAA-co-PDFHA)-RAFT
(Tableau I- 10, ligne 15). Apres polymérisation, le cceur liquide composé d’HD ou d’un mélange
HD/acétate d’héxyle a été remplacé par du THF, solvant qui peut étre facilement retiré par
évaporation, afin d’obtenir des NCs creuses. Les auteurs ont montré la nécessité de confiner la
polymérisation a I’interface liquide/liquide pour favoriser 1’obtention des objets a morphologie
cceur-écorce. En présence du transurf, 95% des objets étaient des NCs. En revanche, une
formation préférentielle de particules pleines irrégulicres a été observée lors de la polymérisation
radicalaire conventionnelle du DFHA en miniémulsion, menée en présence de SDS comme
tensioactif. D’aprés les auteurs, le PDFHA est plus hydrophobe que le mélange HD/acétate
d’hexyle et en conséquence, la morphologie cceur-écorce n’est pas la morphologie
thermodynamiquement favorable. De plus, I’utilisation d’un agent de réticulation provoque la
formation de réseaux polymeres de mobilité limitée qui ne peuvent pas migrer a I’interface. Ces
inconvénients sont contournés en confinant la polymérisation a I’interface grace a I’utilisation du
transurf. Finalement, les auteurs ont ajusté 1’épaisseur des NCs en faisant varier le ratio massique
monomere/cceur liquide. Néanmoins, pour des ratios monomere/ceeur liquide faibles, c’est-a-dire
lorsqu’une écorce plus mince était visée, des objets déformés ont €té obtenus. Dans ces
conditions, I’ajout d’une quantité plus importante d’agent de réticulation a été¢ nécessaire pour

améliorer la résistance mécanique de 1’écorce et assurer la formation de NCs bien définies.
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Tableau I- 9 : Fabrication de NPs par ATRP-AGET en miniémulsion en présence d’inisurfs.

INISURF
N° Monomere Agent

Ref.
(Macroamorceur et tensioactif) Hydrophobe

O ‘

/O<\/\O ) Br BA

St HD [250],
1 y [251]

<

BMA

POE-b-PS-Br

3 \@ MMA HD [252]
N OJ>< Br
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9 ¢]
Sty
fﬁ ) ; HD

5a C:O BMA [209]
NCs

POE-PBMA-C1

o)
o R g
o)
n clz:m CH
7 tBA [246]
/% NCs
PEG-P(BA-Br

MS810

9 DexPBr (voir ligne 4) MMA NC [222]
S

- Polymeéres : poly(oxyde éthyléne)-POE, polystyréne-PS, dextrane-Dex, poly(méthacrylate de butyle)-
PBMA, poly(méthacrylate d’oligo (oxyde éthyléne) méthyl éther)-POEOMA, poly(acrylate de tert-
butyle)-PtBA.

- Monomeres : méthacrylate de butyle-BMA, acrylate de butyle-BA, styréne-Sty, acrylate de tert-butyle-
tBA, méthacrylate de méthyle-MMA.

- Huiles et/ou agent hydrophobe: cyclohexanone-CH, hexadécane-HD, Miglyol®810-M810.

- Autres : Acide folique-FA
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Tableau I- 10: Fabrication de NPs par polymérisation RAFT en miniémulsion directe en présence
de transurfs.

TRANSURF A

N° Monomere i dro.hobe
(macroagent RAFT et tensioactif) ydrop

Amorceur Ref.

S CO.Bu CHj

1 oHon O BA - V-501  [239]

Poly(AA-b-BA)-RAFT

S
H
SMN 0 0
3 @ﬁk Y Sty HD ABN o)

POE-RAFT

S

|
03H7/s)ks/movfoﬁo\
[e) n

)SK | Sty HD AIBN [255]
o oo
Cy2Hos—S S/I\/\([)I/ V\(Oﬁn

POE-RAFT
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I o0 [256]

s
©\/U\S+CH2—CH%—ECH—CH—)\'/© Sty
5

244
Sty [244]

Poly(MAn-co-Sty)-RAFT /Butaditne

)Sl\
OH
Calo=S™ 7S BA
0o %70 30 0o

9 Eur K 7N HD KPS  [258]

o) Sty
PDMAAm-b-Poly(BA-co-GMA)-RAFT
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NANOCAPSULES
X
S—FCHz—CH%—ECH—CH%\r@ ND
s e [260]
11 S0 o Sty KPS -
HD [262]
Poly(MAn-co-Sty)-RAFT
s
COOH o
Ci2Hps—S S T ) oH
12 Sty HD KPS  [263]
Poly(AA-b-Sty)-RAFT
P COOH CN o
CioHps—S" S 5 %
13 Y Sty ND AIBN [264]
Poly(MAA-co-Sty)-RAFT
S CHs CH3 CN
. CioHos—S~ 8 e - OH Paraffine
14 COOH  COOCH; 0 Sty (T=25°C) AIBN [265]
Poly(MAA-co-MMA)-RAFT
S CHy oN
C12H25_S*S+WNOH
COOH g=0 o) HD
15% o _g? DFHA  HD +Acétate  AIBN  [245]
3 |
ol d’hexyle

CF(CFa),

Poly(MAA-co-PDFHA)-RAFT

- Polymeéres : poly(oxyde éthylene)-POE-PEG, poly(méthacrylate de N,N-diméthylaminoéthyle) -
PDMAEMA, poly(acrylate de dodecafluoroheptyle)-PDFHA, poly(acide acrylique)-PA poly(N,N-
diméthylacrylamide)-PDMAAm.

- Monomeres : acide acrylique-AA, acrylate de butyle-BA, styréne-Sty, anhydride maléique-MAn,
méthacrylate de glycidyle-GMA, acrylate de cyclohex-3-enyl méthyle-CEA, acide méthacrylique-MAA,
acrylate de dodécafluoroheptyle-DFHA, méthacrylate de méthyle-MMA, 2,6-diéthyl-4,4-difluoro-8- (4-
(méthacryloyloxy)phényl)-1,3,5,7-tétraméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-BDPMA- (méthacrylate de
BODIPY).

- Huiles et/ou agent hydrophobe: hexadécane-HD, nonadécane-ND.

- Amorceurs : persulfate de potassium-KPS, 2,2-azobisisobutyronitrile-AIBN, acide 4,4’-azobis(4-
cyanopentanoique)-V-501.

* Le cceur liquide a été enlevé apres fabrication des objets afin d’obtenir de NCs creuses.
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Tableau I- 11 : NCs a cceur aqueux polymérisation RAFT en miniémulsion inverse en présence de
transurfs.

N TRANSURF Monombre Phase continue Amorceur  Ref.

(macroagent RAFT et tensioactif) (co-stabilisant)

S

CHs oN o
&SW Toluene 266
1 " A o AIBN 1200

O” ™NH
COOCH; MMA (NaCl) [267]
OH
Poly(HPMA-b-MMA)-RAFT
@)i CHy  on O Toluene
S
120 19 OH Toluéne/n- [267]
2 W Sty hexane AIBN [268]
OH
Poly(HPMA-b-Sty)-RAFT (NaCl)
F
F F
Fﬁ:F
S
3 @* T g folucne AIBN  [194]
S
= = oH PFPMA (NaCl)
NH
i
Poly(HPMA-b-PFPMA)-RAFT
S CH,
c12HgssAs/@H/¢\[(0H
4 0 HO ° MAA  Cyclohéxane ~ APS  [269]
7 N\
Poly(DMAEMA)

- Monomeres : N-(2-hydroxypropyl) méthacrylamide-HPMA, Acide acrylique-AA, styrene-Sty,
methacrylate de pentafluorophényle-PFPMA, méthacrylate de méthyle-MMA,
- Amorceurs : 2,2-azobisisobutyronitrile-AIBN, persulfate d’ammonium-APS

Plus récemment, Stenzel et ses collaborateurs ont report¢ [’utilisation des transurfs
monofonctionnels pour confiner la polymérisation a I’interface de nanoémulsions eau-dans-huile
(Tableau I- 11 ci-dessus, lignes 1-3) [194], [266]-[268]. Des NCs a cceur aqueux ont ainsi été
synthétisées. Au contraire d’une polymérisation RAFT interfaciale en miniémulsion directe ou la
croissance des chaines polymeres a lieu de ’interface vers I'intérieur des gouttelettes (Figure I-
29, a), dans une miniémulsion inverse la polymérisation se déroule dans la phase continue (qui

contient le monomere) et les gouttelettes d’eau servent de templates mous a proprement parler
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(Figure I- 29, b). Cette approche semble intéressante pour 1’encapsulation de SAs hydrophiles
dans le cceur aqueux. En effet, aucune réaction chimique n’a lieu a I’intérieur des gouttelettes
(réservoirs de la SA) ce qui réduit le risque de dégradation de la SA lors de la fabrication des
nano-objets. Néanmoins, dans ce cas, les objets finaux présentent une écorce hydrophobe non-
recouverte, ce qui peut limiter leur utilisation in vivo en raison des risques de reconnaissance par

le systeme immunitaire (voir Paragraphe 2.5.2).

a) Miniémulsion directe

Croissance du polymeére de I'interface vers
Emulsion huile-dans-eau Pintérieur des gouttelettes

}f/

\’\’reactwe I a 0"\,\,
¥l
N\‘ t & /'\./\;‘, * .,,_.‘S\

/'j* Monomeére /J

b) Miniémulsion inverse

Transurf

Croissance du polymeére de I’interface vers
Emulsion eau-dans-huile la phase continue

y -— + ™
Q:(:-meli + 4 f + \

Transurf
) * .
Q‘%Fonctmn

réactive
\ T 4 /

Figure I- 29 : Croissance des chaines polymeéres et formation de NCs a partir de transurfs lors
d’une polymérisation en miniémulsion a) directe ou b) inverse.
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4. POLYMERISATIONS RADICALAIRES PAR
DESACTIVATION REVERSIBLE (PRDR)

La polymérisation radicalaire classique est 1’une des techniques les plus employées dans
I’industrie. Ceci est notamment dii sa grande facilit¢ de mise en ceuvre : faibles contraintes
expérimentales, grande variété de monomeres disponible, large gamme de températures et
solvants utilisables. Néanmoins, la présence importante de réactions de terminaison et de
transfert limite la fabrication de polymeres de structures bien définies : masses molaires

controlées, faible dispersité, architecture controlée et fonctionnalité spécifique [270].

Les polymérisations radicalaires par désactivation réversible (PRDR) (précédemment connues
sous 1’appellation de « polymérisations radicalaires contrdlées ») permettent de lever les
difficultés de la technique classique et rendent possible le contrdle efficace des parametres
macromoléculaires des polymeres synthétisés. Ceci permet d’envisager la synthése d’objets
d’architectures tres variées et complexes. Dans le paragraphe suivant, nous présenterons des
généralités sur les PRDR, puis, aprés une bréve description de I’ATRP nous présenterons en

détail la polymérisation RAFT.

4.1. PRINCIPE

Les PRDR reposent sur la protection des radicaux en croissance afin d’augmenter leur durée de
vie. Ceci est possible grace a I’incorporation dans le milieu réactionnel d’une espéce capable de
piéger réversiblement ces radicaux. Le radical est alors transformé momentanément en une
espece « dormante » non active (étape de désactivation) qui peut revenir a son état initial (étape
d’activation) en redonnant le radical dont elle est issue (Schéma I- 4) Ainsi, la concentration
instantanée en centres actifs dans le milieu est réduite par rapport au cas d’une polymérisation
radicalaire classique, ce qui permet de limiter les réactions de transfert et de terminaison et

d’accroitre la durée de vie des centres actifs.

Espeéce dormante Espece active
kact N N
AVaVaVaVaVaVaVa o) ' aVaVaVaVaVaVaVag) + Y
$ kdésact l
L. Ke — kact .
pas de polymérisation q— K polymérisation

Schéma I- 4 : Principe du controle d'une PRDR.
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Idéalement dans une PRDR, les chaines macromoléculaires doivent : i) étre toutes créées tres
rapidement en début de polymérisation, ii) croitre ensuite simultanément selon une succession de
cycles d’activation-désactivation et, iii) donner des polymeres finaux de faible dispersité. Pour ce
faire, I’amorgage ainsi que I’échange entre les espéces actives et dormantes doivent &tre plus

rapides que la propagation.

Au niveau expérimental, la polymérisation est dite « controlée » lorsque les trois caractéristiques

suivantes sont observées [271], [272] :

= Une évolution linéaire du In([M]o/[M])) avec le temps ([M]o et [M]: représentent
respectivement les concentrations initiale et instantanée en monomere). Ceci traduit la
conservation des centres actifs au cours de la polymérisation (état quasi-stationnaire). Un
¢écart a I’idéalité est constaté lorsque I’amorcage est lent devant la propagation ou lorsque

des réactions de transfert ou de terminaison irréversibles surviennent (Figure I- 30, a).

= De méme, si le nombre des chaines en croissance reste constant, le degré de
polymérisation moyen en nombre des polymeéres X, devrait étre directement

proportionnel au taux de conversion (Figure I- 30, b).

= Finalement, la dispersité des chaines polymeres doit rester assez faible: D<1,2.

a) b) .
Terminaison par
i combinaison -
1 ' ’
1
Etat i
quasi-stationnaire @ (1
= 2
= =
= =
= =
E ]
= . b
= Terminaison w
= 7 __. ol §
=7 __--~"Amorcage lent
Temps Temps

Figure I- 30 : Influence de la terminaison, de I’amorcage lent et du transfert sur (a) la cinétique de
polymérisation, (b) I’évolution des masses molaires en fonction de la conversion.
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4.2. POLYMERISATION RADICALAIRE CONTROLEE PAR
TRANSFERT D’ATOME (ATRP)

Parmi les différentes techniques de PRDR, ’ATRP a été largement utilisée au LCPM afin
d’élaborer des glycopolymeres greffés a dorsale dextrane en milieu homogene [273], [274] et
plus récemment pour fabriquer des NPs recouvertes de dextrane par polymérisation en

miniémulsion a partir d’inisurfs dérivés du dextrane [222], [225], [237] (voir Paragraphe 3.2.3).

Le contrdle de cette polymérisation repose sur la présence d’un radical persistant stabilisé et
activé par la présence d’un catalyseur métallique [271]. Il s’agit d’'un mécanisme
d’oxydoréduction dans lequel la réduction par clivage homolytique d’un composé halogéné (R-
Br) par un complexe d’un métal de transition (Cu'Br/L™) conduit a I’obtention d’un radical (R®)
et d’'un complexe métallique oxydé porteur d’un halogéne supplémentaire (CuBro/L™). Le
caractere réversible de cette réaction permet au catalyseur métallique de revenir a son état initial

d’oxydation (Schéma I- 5).

act

R-Br + CuBrL™ _——~
kdésact

R + cu'BryL™
M)
k— k“wRR

Schéma I- 5 : Equilibre réversible permettant le contrdle de ’ATRP.

L’ATRP permet une grande libert¢ dans les techniques d’amorcage, mais I’amorgage AGET
(activateurs générés par transfert d’électrons) est le plus adapté a des réactions de polymérisation
en miniémulsion. Cette technique permet de générer le Cu'Br in situ, a partir du Cu"Br, introduit
dans le milieu réactionnel hétérogene qui est alors plus facile a manipuler car moins sensible a
I’oxydation, notamment par 1’oxygéne de ’air. Le Cu"Br, est réduit par un agent réducteur tel

que I’acide ascorbique.

L’ATRP présente cependant 1’inconvénient d’utiliser des catalyseurs a base de cuivre qu’il est
nécessaire d’enlever apres polymérisation, notamment dans le cas d’une application biomédicale.
C’est pourquoi, dans le cadre de cette theése, nous nous sommes rapidement tournés vers la
polymeérisation RAFT. Le paragraphe suivant fera 1’objet d’une étude plus détaillée de cette

technique.
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4.3. POLYMERISATION RAFT

4.3.1. Principe

La polymérisation RAFT est une technique de PRDR dont le controle se fait via une réaction de
transfert réversible. Les agents qui permettent ce contrdle présentent la structure générale du
Schéma I- 6. L’agent RAFT (appelé ici CTA pour « chain transfer agent ») contient un groupe Z

qui permet de stabiliser le CTA sous sa forme radicalaire, et un groupe R partant.

S S—R

h

Schéma I- 6 : Structure générale de 1'agent de transfert RAFT (CTA).

Le Schéma I- 7 présente le mécanisme détaillé et généralement accepté pour la polymérisation
RAFT. Ce mécanisme a été proposé par le groupe « Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation » (CSIRO) qui a aussi prouvé la formation des radicaux intermédiaires
(especes 1 et 3 sur le Schéma I- 7) par résonance électronique de spin (RES) [275]. Un amorceur
classique (par exemple le 2,2’-azobisisobutyronitrile - AIBN) est utilis€ pour générer des
radicaux qui amorcent la polymérisation (étape I) jusqu’a la formation d’oligoméres radicalaires.
Lors de I’¢étape II, ces oligomeres réagissent avec la double liaison C=S du groupe thiocarbonyle
du CTA pour donner un radical intermédiaire (espece 1) qui peut ensuite se fragmenter soit pour
régénérer les especes initiales (le CTA et le macroradical P,*) ; soit pour générer un macroagent
RAFT oligomere (espéce 2) et un nouveau radical R® capable de réamorcer la polymérisation.
Les chaines polymeéres croissent grace a 1’addition du monomere sur ce nouveau radical R®
(étape III) et vont s’échanger rapidement avec les especes macroagent RAFT (espece 2) lors de
I’étape IV. Grace a ce transfert, le groupe thiocarbonyle s’échange d’une chaine active en
croissance P*® a une autre P,* pour la désactiver. Mais, il peut aussi piéger deux chaines actives
simultanément pour former le macroradical intermédiaire qui est alors stable (1 sur le Schéma I-
7). Cet échange permettra d’assurer une concentration instantanée des chaines en croissance (P,*®
et Pn®) plus faible que celle des radicaux intermédiaires stabilisés (espéce 3) et donc de limiter
les réactions de terminaison. Cependant, comme pour toute PRDR, les réactions de terminaison
par recombinaison ou dismutation sont encore présentes, mémes si elles sont rendues

négligeables, et conduisent a la formation d’une faible proportion de chaines mortes (étape V).
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(I) Formation de radicaux a partir de ’amorceur moléculaire conventionnel (ex : AIBN)
puis propagation

M .
Amorceur—» |° —»—» Pn

(IT) Pré-équilibre. Transfert de chaine réversible/propagation

Addition Fragmentation
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Y K Y

Pn. + SY
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(III) Réamorcage
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R —» R—M —» —> Pm
ki Kp kp

(IV) Equilibre principal. Equilibration de chaines/propagation

Addition Fragmentation
. k
Pm + SYS_PH _>kaddP Pm_SYS_ Pn —addP Pm—S\(S + Pn )
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(V) Terminaison
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Schéma I- 7 : Mécanisme de la polymérisation RAFT proposé par le groupe CSIRO [276].
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La technique RAFT permet de contrdler la polymérisation d’un grand nombre de monomeres
possédant des fonctionnalités variées. Il est possible de travailler en masse, en solution ou en
milieu hétérogene (en émulsion, par exemple) [277], [278]. Par ailleurs, les polymeres obtenus
portent a leur extrémité la fonction thiocarbonylthio-Z, ce qui permet la synthese ultérieure de
copolymeres a blocs mais aussi la fonctionnalisation des extrémités de chaines par une fonction

thiol.

4.3.2. Critéres pour la sélection de I’agent RAFT (CTA).

En général pour que le contrdle de la polymérisation puisse étre efficace en RAFT (voir Schéma

I- 7), il faut tenir compte de certains criteres [276], [279]:

= Le CTA initial (Schéma I- 7) ainsi que les macroagents RAFT (espece 2, Schéma I-

7) doivent avoir une liaison C=S tres réactive.

= Les especes radicalaires intermédiaires (especes 1 et 3, Schéma I- 7) doivent se

fragmenter rapidement et ne pas donner lieu a des réactions secondaires.

» L’intermédiaire 1 doit favoriser la formation des produits (especes 2 et R®, Schéma I-

7). C’est-a-dire que la constante de vitesse de fragmentation (kg) doit €tre supérieure

a la constante de vitesse k g44.

» Les radicaux R*® formés doivent réamorcer efficacement la polymérisation. Ainsi, la
constante de vitesse de réamorcage (k;) doit étre supérieure a la constante de vitesse

de propagation (k).

L’efficacit¢ du CTA dépend de facon tres importante de la nature de ses groupements Z et R, du
monomere et des conditions de polymérisation [280]. En effet, le groupe Z est présent pour
gouverner ’activité et la stabilité¢ de la double liaison C=S en régissant sa vitesse d’addition sur
la chaine active. Par ailleurs, le groupe partant R présent au début de la polymérisation, doit étre
plus stable que le radical Pn® pour que la polymérisation puisse s’amorcer efficacement (pré-

équilibre (II) déplacé vers la droite).

Les principaux types de CTA issus de la structure générale présentée dans le Schéma I- 6, sont

énoncés ci-dessous:
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Dithiobenzoates R=groupement alkyle S

- Constantes de transfert tres élevées.
- Sensibles a I’hydrolyse.

- Peuvent induire une période d’inhibition a haute concentration.

Trithiocarbonates R=groupements alkyle S
- Constantes de transfert élevées. )J\S/R
- Plus stables a I’eau par rapport aux dithiobenzoates.
- Période d’inhibition moins importante.
S
Dithiocarbamates R=groupement alkyle )J\S/ R
- Réactivité déterminée par les groupes Z; et Z» sur 1’azote.
- Efficace avec des monomeres riches en électrons.
Xanthates (Polymérisation MADIX) , R’=groupement alkyle S
- Faibles constantes de transfert. )J\S/ R

- Plus efficaces avec des monomeres moins réactifs.

La Figure I- 31 classe les groupes Z et R couramment utilisés selon leur vitesse de fragmentation

(caractérisée par la constante de vitesse kg) et indique leur capacit€ a contrdler la polymérisation

de tel ou tel type de monomere. Le choix du CTA le plus convenable pour la polymérisation
RAFT du MMA sera détaillé dans la partie II de ce manuscrit (Chapitre I Paragraphe 1.3.1). La
Figure I- 31 met aussi en évidence la difficulté de synthétiser certains copolymeres par
polymérisation RAFT. Ainsi un agent RAFT efficace pour un certain monomere peut permettre
la syntheése contrélée d’un premier bloc mais si le deuxieme monomere présente une réactivité
différente, la croissance du second bloc peut s’avérer délicate. C’est par exemple le cas lorsque
I’on cherche a produire un copolymeére a partir d’un monomere parmi les plus actifs tel que le

MMA et un monomere moins actif tel que I’acétate de vinyle (VAc) [281].
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Figure I- 31 : Guide pour sélectionner les groupements R et Z du CTA pour la polymérisation
RAFT de certains monoméres. Pour R, la constante de vitesse de fragmentation (kg) diminue de

gauche a droite. Pour Z, la constante vitesse de fragmentation (kﬂ) augmente et celle

d’addition (k,q44) diminue de gauche a droite. La ligne pointillée indique un controle partiel de la
polymérisation (par exemple bon controle de la masse molaire mais une grande dispersité).
MMA=Mgéthacrylate de méthyle, Sty=Styréne, MA=Acrylate de méthyle, AM =Acrylamide,
AN=Acrylonitrile, VAc=Acétate de vinyle [280].

4.3.3. Aspects cinétiques

4.3.3.1. Constantes de transfert

La vitesse de consommation du CTA dans 1’étape de pré-équilibre (étape II, Schéma I- 7) dépend
de deux constantes de transfert, Cr = K /Kp €t C o = K /K, (avec Kk, 1a constante de vitesse
de propagation, k¢, la constante de vitesse de transfert de chaine) qui décrivent la réactivité du
radical propageant (Pn®) et du radical partant (R®) vis-a-vis des agents RAFT respectivement
[279]. La constante de vitesse de transfert de chaine (k¢.) peut étre définie en tenant compte de la
constante d’addition du CTA (kgq4q) et du coefficient de partage (@) (équation I- 1). Ce dernier
coefficient @ indique comment le radical intermédiaire (espece 1, Schéma I- 7) se fragmente et
se répartit entre les produits (espece 2 et R®, Schéma I- 7) et les réactifs de départ (Pn® et espece

CTA, Schéma I- 7) selon I’équation I- 2.
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k
B
ki =k —— | =k, gqd .
tr add (k—add n kg) add I-1
k
B
P =— .
k—add + kB I-2

De méme, le processus inverse peut étre décrit par 1’équation I- 3 :

K_add
ko=kg <m) =k, ,(1-®) I-3

Quand le radical partant (R®) est une chaine macromoléculaire avec une longueur de chaine
suffisante (équilibre principal-étape IV, Schéma I- 7) on peut considérer que ki p est égale a

k vp. Dans ces conditions, Cip est égal a C (p et le coefficient de partition (P) est égal a 0,5.

Les constantes de transfert CTA/monomere (Ci.) (Schéma I- 8, a) et macroagent
RAFT/monomere (Cip) (Schéma I- 8, b) déterminent la qualité du contrdle de la polymérisation.
Plus la valeur de Cy. est élevée, plus le CTA est consommé en début de polymérisation. Une
évolution linéaire des masses molaires moyennes en nombre (M,,) en fonction de la conversion
doit alors étre observée. De méme, plus Cip est €élévée, plus les réactions d’addition interchaine
dans I’équilibre principal seront rapides. Les chaines polymeres devraient donc croitre toutes a la

méme vitesse, conduisant a une distribution de masses étroites.

a) Pré-équilibre

. Kyr Pn—S_ _S R
k tr
VA
wkp Ctl‘- tr
1 Kp 3
b) Equilibre principal
kirp

K trP

U3n U

Schéma I- 8 : Constantes de transfert caractéristiques du pré-équilibre et de I’équilibre principal
d’une polymérisation RAFT.
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Les constantes de transfert (C.) de différents composés portant la fonction thiocarbonyle
varient de plusieurs ordres de grandeur (0,01-1000) en fonction des groupements Z et R et du
monomere a polymériser [282]. L’évolution du degré de polymérisation (X,,) et de la dispersité
(P) avec la conversion, pour différentes valeurs des constantes de transfert C. et Cip, a été
prédite a partir des équations proposées par Mueller et al. [282], [283]. Sans rentrer dans les
détails du modele utilisé, il apparait que des constantes de transfert Cy. et Cip supérieures a 10
sont nécessaires pour avoir un bon contrdle des masses molaires et de la dispersité

respectivement (Figure I- 32).

a) b)

1000+

800

600}

>
=1

400}

200}

Conversion Conversion

Figure I- 32 : Dépendance de I’évolution de a) X,, et b) D avec la conversion selon les valeurs des
constantes de transfert de chaine C;. et C;.p, respectivement. Prédictions obtenues a partir des
équations de Mueller et al. [282], [283] avec une concentration en espéces actives de 107 mol.L! et
un ratio monomere/CTA de 605. Valeurs expérimentales obtenues pour la polymérisation du
méthacrylate de méthyle en présence des dithiobenzoates (avec R=C(Me).Ph (o) et
R=C(Me),CO:Et (©)) a une concentration initiale de 0,0116 M.

4.3.3.2. Masses molaires moyennes en nombre

De facon générale, au cours d’une polymérisation RAFT, les chaines polymeres sont amorcées
soit par un radical primaire I* issu de I’amorceur classique (étape I, Schéma I- 7), soit par le
groupe partant R® provenant du CTA initial (étape II, Schéma I- 7). Ainsi, les masses molaires

théoriques (M, 1) peuvent étre estimées grice a I’équation I- 4 [279]:
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My = M]x M sre + M
[CTA], + df[A],(1 — e(-kaD))  monomeére CTA I-4
[M], = Concentration en monomere a t=0
[CTA], = Concentration en agent RAFT a t=0
[A], = Concentration en amorceur a t=0
x = Conversion en monomere
d = Proportion de chaines produites par la terminaison de deux radicaux
Mponomere =  Masse molaire du monomere
Mcra =  Masse molaire de I’agent RAFT
f = Efficacité de ’amorceur
k; = Constante de vitesse de dissociation de I’amorceur

Néanmoins, afin de garantir un bon contrdle des masses molaires et une distribution massique
étroite, la plupart des chaines polymeres devraient €tre amorcées par le groupe R du CTA et non
par les radicaux primaires I°® issus de 1’amorceur. C’est pourquoi, la polymérisation RAFT est en
général menée avec un fort ratio CTA/Amorceur. Le ratio habituellement suggéré dans la
littérature est d’environ 10 ou méme supérieur [279]. Cependant, ce rapport doit souvent étre
adapté pour obtenir des cinétiques de polymérisation convenables. Si la proportion des chalnes
polymeéres issues de 1’amorceur classique est négligeable, les masses molaires devraient donc
dépendre seulement du rapport initial monomere/CTA selon 1’équation I- 5. Dans ce cas, M,
évolue linéairement avec la conversion. Une déviation positive (masses molaires expérimentales
supérieures aux masses théoriques) indique que le CTA n’a pas été complétement consommeé,
tandis qu’une déviation négative indique que la proportion de chaines produites par 1’amorceur
classique n’est pas négligeable. Lorsque le rapport CTA/amorceur est faible, les M, , doivent

étre calculées avec I’équation I- 4.

_ [M],x

Mn th [CTA]O Mmonomére + MCTA I-5
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4.3.3.3. Effets de I’agent RAFT sur la cinétique de polymérisation

Si on considere le Schéma I- 7 (Paragraphe 4.3.1), les équilibres RAFT ne conduisent ni a la
formation ni a la consommation de radicaux (comme c’est le cas pour toute réaction de
transfert). C’est-a-dire qu’en 1’absence de réactions secondaires, la concentration en especes
radicalaires propageantes reste inchangée par rapport a une polymérisation radicalaire
conventionnelle. Une fois I’équilibre principal établi (étape IV, Schéma I- 7), le CTA devrait agir
comme un agent de transfert idéal et, si la fragmentation et le réamorcage sont suffisamment
rapides, sa présence dans le milieu ne doit pas modifier la vitesse de polymérisation, par rapport

a celle d’une polymérisation radicalaire conventionnelle (équation I- 6). D’ou :

Rp = - = kp[R.][M] I-6

R, = Vitesse de polymérisation en absence de CTA
k, = Constante de propagation.

[R°] = Concentration en radicaux a I’instant t.

[M] = Concentration en monomeére a I’instant t

Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence des cinétiques de polymérisation RAFT
qui ne suivent pas ce comportement idéal. Juste aprés I’avenement de la polymérisation RAFT,
le groupe CSIRO a en effet observé que la vitesse de polymérisation (Ry), dans le cas des
systemes utilisant les dithiobenzoates comme agents de transfert, présentait un retard a la
polymérisation [282]. Autrement dit, la vitesse de polymérisation diminuait avec 1’augmentation

de la concentration en CTA. Deux effets ont alors été€ identifiés:

- Une période d’inhibition ou induction : au début de la polymérisation, il y a une
période ou la vitesse de polymérisation est nulle.
- Un retard : La vitesse de polymérisation est réduite par rapport a celle d’un systeme qui

ne contient pas un agent transfert.

Un exemple de polymérisation en masse de 1’acrylate de méthyle a 80°C en présence de
dithiobenzoate de cumyle (CDB) est donné a la Figure I- 33 [284]. Dans ce cas, les deux effets
ont été mis en évidence et leur dépendance avec la concentration initiale du CTA est clairement

visible.
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Figure I- 33 : Evolution du In ([M]¢/[M]) en fonction du temps. Polymérisation RAFT en masse
de Pacrylate de méthyle en présence du CDB a différents concentrations. Expériences menées a une
température de 80 °C et [AIBN], égale a 10 mM [284].

La période d’inhibition et le retard sont observés avec différents types d’agents RAFT, parmi
lesquels figurent les trithiocarbonates et les dithioesters aliphatiques en raison de leurs grandes
valeurs de C;.. Cependant, ces deux effets se révelent particulierement marqués dans le cas des
dithiobenzoates qui sont par ailleurs largement employés en polymérisation RAFT a cause de

leur efficacité vis-a-vis d’un grand nombre de monomeres. Ceci peut étre attribué a la

stabilisation du radical intermédiaire par le groupement phényle [285].

Les effets de retard sont en général attribués a : 1) un réamorcgage lent de la polymérisation par le
radical R® (mauvais choix du CTA) [284], ii) un mauvais choix de I’amorceur [286], iii) des
impuretés présentes dans le CTA, le monomere ou le milieu réactionnel [287], iv) la présence
d’air ou d’oxygene dans le milieu réactionnel [288], v) les propriétés des radicaux intermédiaires
(fragmentation lente, terminaison des radicaux intermédiaires avec eux-mémes ou avec les
especes propageantes) [289], [290] ou vi) une combinaison de plusieurs de ces phénomenes. Les
mécanismes expliquant le retard dans le cas des agents RAFT de type dithiobenzoate font 1’objet
de plusieurs publications [285], [291], [292]. La question du mécanisme précis reste ouverte

malgré un nombre déja important d’études dédiées a ce sujet.
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4.3.4. Polymérisation RAFT en milieu hétérogene

Les procédés de polymérisation en milieu aqueux dispersé (suspension, émulsion, miniémulsion)
offrent de nombreux avantages pour les industriels par rapport aux systemes homogenes (masse,
solution) : i) contrdle aisé de la température par échange de chaleur avec la phase continue qui
sert de volant thermique, ii) faible viscosité du milieu réactionnel, iii) absence de solvant
organique, 1ii) vitesses de polymérisation élevées, et iv) récupération en fin de réaction des
polymeres sous forme des particules micro ou nanométriques qui peuvent étre directement

utilisées dans de nombreux domaines.

Dans ce contexte, de nombreux chercheurs se sont récemment tournés vers la polymérisation
RAFT en émulsion et en miniémulsion. Néanmoins, leurs premicres tentatives se sont
confrontées a plusieurs difficultés, principalement liées a I’étape de nucléation et a la répartition
du CTA entre la phase continue et la phase dispersée. La série d’exemples qui suit n’est pas
exhaustive mais permet d’illustrer les particularités des polymérisations RAFT en milieu
hétérogene. Plusieurs revues dédiées a ce sujet sont disponibles dans la littérature [277], [278],

[293]-[295].

4.3.4.1. Polymérisation en émulsion

La Figure I- 34 présente le mécanisme de nucléation d’une polymérisation RAFT en émulsion
directe [296]. Dans un systetme en émulsion conventionnel, le tensioactif est introduit dans la
phase aqueuse a une concentration supérieure a sa concentration micellaire critique (CMC) afin
d’assurer la formation de micelles. L’amorcage a lieu dans la phase aqueuse et les oligoradicaux
formés migrent progressivement vers les micelles gonflées en monomere pour y continuer leur
croissance. Les micelles constituent donc le siege de la polymérisation et on parle alors d’une
nucléation micellaire. Afin de réalimenter les micelles en monomere, ce dernier diffuse a partir
des gouttelettes de monomere qui servent de réservoirs a travers la phase aqueuse. Dans le cas
d’une polymérisation RAFT, un agent de transfert RAFT (généralement moléculaire) est aussi
ajouté dans le milieu réactionnel. Ce CTA se trouve le plus souvent majoritairement dissous dans
les gouttelettes de monomere et, en conséquence, doit aussi transiter par la phase aqueuse vers

les micelles/particules pour y jouer son réle d’agent de controle.
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Figure I- 34 : Formation de NPs par polymérisation RAFT en émulsion.

Néanmoins, plusieurs auteurs ont observé que le caractere hydrophobe du CTA rend difficile sa

diffusion vers les micelles/particules et qu’une partie de la polymérisation peut se dérouler

directement dans les gouttelettes réservoirs du monomere [296], [297]. Ceci conduit a un

mauvais controle (voire a une absence de contrdle) des masses molaires et des dispersités des

polymeres obtenus. Des effets de retard a la polymérisation ont également été observés et

attribués a la sortie des radicaux R*® (issus du CTA) de ces particules en croissance. En plus du

caractere hydrophobe du CTA, sa réactivité (caractérisée par la constante de transfert Ci.)

semble influencer le contréle et I’étape de nucléation de la polymérisation en émulsion. Ainsi

selon le type de CTA, diverses observations ont pu étre faites [278]:

Des CTA tres hydrophobes et avec une faible C; n’influencent ni 1’étape de nucléation ni
la cinétique de polymérisation. Le méme nombre de particules est obtenu en présence ou
absence de CTA. En raison de leurs faibles C., des chaines polymeres avec un X,
important sont produites en début de polymérisation et peuvent former des particules
assez rapidement. Par contre, en raison de la faible efficacité de transfert

CTA/monomere, le contrdle des masses molaires s’avére difficile.

Le caractere hydrophile des xanthates et de certains dithioesters est en général suffisant
pour assurer leur diffusion a travers la phase aqueuse mais, en revanche, favorise la sortie
des radicaux R® des particules. En raison de leurs faibles C;., les polymérisations en
présence de ce type de CTA sont souvent menées en procédé semi-continu afin de

favoriser les réactions de transfert par rapport a la propagation.

Dans le cas des dithioesters qui possedent une C. élevée et une certaine hydrophilicité,

I’effet de retard et la perte de stabilité colloidale sont favorisés. La vitesse des réactions
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de transfert CTA/monomere provoque, en début de polymérisation, la formation de
chaines polymeres tres courtes incapables d’intervenir de maniére appropriée a I’étape de

nucléation.

Au final, une perte de stabilité colloidale est aussi souvent observée dans de tels systemes. Elle
se traduit par D’apparition d’une phase organique a la surface de I’émulsion (constituée
principalement par le CTA et des oligomeres portant la fonction thiocarbonylthio) et/ou aux

phénomenes de coagulation.

4.3.4.2. Polymérisation en miniémulsion

La transposition de la polymérisation RAFT aux systemes en miniémulsion s’est en générale
avérée plus efficace par rapport a celle en émulsion. En effet, dans un syst¢eme en miniémulsion,
la polymérisation se déroule directement dans les nanogouttelettes de monomere (voir
Paragraphe 3.2) contenant aussi le CTA, ce qui limite les problemes associés a la diffusion du

CTA atravers la phase aqueuse.

Moad et al. [282] ont par exemple reporté la synthese contrdlée du PS en miniémulsion en
présence de dithiobenzoate de phényléthyle, de SDS et d’alcool cétylique comme CTA,
tensioactif et co-stabilisant, respectivement. Un bon contrdle des l\_/[n, des D inférieures a 1,2 et
une bonne stabilité colloidale ont été observés. Monteiro et ses collaborateurs [298] ont étudié la
polymérisation en miniémulsion du Sty, du BMA et du méthacrylate de 2-éthylhéxyle en
présence de différents dithiobenzoates. Lorsque ces miniémulsions étaient stabilisées par des
tensioactifs anioniques (SDS) ou cationiques (chlorure de cétyltriméthylammonium), les auteurs
observaient une phase organique qui se séparait en surface de la miniémulsion juste apres le
démarrage de la polymérisation. Cette phase organique était principalement constituée par du
monomere et par des chaines polymeres de faible X,,. En revanche, des dispersions stables ont pu
étre obtenues en présence de tensioactifs non-ioniques tels que le Brij98 ou 1’Igepal890. De plus,
dans ce dernier cas, les D étaient toujours inférieures a 1,4, et méme en dessous de 1,1 en fin de

polymérisation.

Luo et al. [299] ont proposé que la séparation d’une phase organique en surface de la
miniémulsion est due a la forte proportion d’oligomeres formés dans les premiers instants de la
polymérisation (théorie du « superswelling »). D’apres cette théorie, si la nucléation dans toutes
les gouttelettes ne se fait pas au méme moment, la concentration en oligomeres entre les
différentes gouttelettes de la miniémulsion varie. Une diffusion du monomere, des gouttelettes
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moins concentrées en oligomeres vers celles plus concentrées en oligomeres aurait lieu a cause
de la différence de potentiel chimique. La diffusion du monomere a travers la phase aqueuse
expliquerait alors la perte de stabilité colloidale. Dans la méme étude, Luo et al. ont suggéré que
I’augmentation de la quantité de co-stabilisant ou 1’utilisation des tensioactifs polymeres non-

ioniques pouvaient aider a prévenir ce phénomene.

Vosloo et al. [300] ont aussi étudié la polymérisation RAFT du Sty dans des miniémulsions
stabilisées par du SDS. Afin de limiter les problemes de stabilité précédemment décrits, des
oligomeres de Sty préparées par polymérisation RAFT en masse en présence d’un dithiobenzoate
ont été employés comme agents RAFT. Deux co-stabilisants (hexadécane et alcool cétylique) et
deux oligomeres-RAFT de M,, différentes ont été testés. Aucun probléme de stabilité colloidale
n’a été observé pour I’ensemble des miniémulsions préparées. Les meilleurs résultats en termes
de contrdle des masses molaires et des dispersités ont été obtenus en utilisant I’'HD et

I’oligomére de plus faible masse molaire comme co-stabilisant et CTA, respectivement.

Lansalot et al. [301] ont pour leur part étudié I’influence de la structure du CTA sur la cinétique
de polymérisation du Sty en miniémulsion. Trois agents RAFT ont été employés : le CDB, le
phényléthane(dithioate) de 1-phényléthyle (PEPDTA) et le dithiobenzoate de phényléthyle. Dans
tous les cas, un retard a la polymérisation a été observé par rapport a une polymérisation
conventionnelle du Sty en miniémulsion (réalisée en absence de CTA). Les résultats obtenus
semblent indiquer que la sortie des radicaux R*® (issus du CTA) des nanogouttelettes/NPs est le
facteur déterminant la vitesse de polymérisation. Cette assertion provient d’une expérience de
polymérisation additionnelle menée en présence d’un oligomere-PEPDTA. Le radical R® issu de
ce macroagent RAFT ne peut alors pas sortir dans la phase aqueuse et dans ce cas, I’effet de

retard n’a pas été observé.

L’utilisation de tensioactifs réactifs permettant de confiner la polymérisation RAFT a I’interface
liquide/liquide, s’est avéré une stratégie attractive pour 1’obtention de systémes stables et
d’objets a morphologie controlée. Dans le Paragraphe 3.2.3, nous avons déja cité les travaux sur
I’¢laboration de NPs (NCs et NSs) par polymérisation RAFT en miniémulsion a partir des
transurfs. Dans ce cas, le facteur clé pour la réussite de la polymérisation RAFT est d’assurer
’activité interfaciale des transurfs, mais également des oligoradicaux R® issus de la premiere
¢tape d’addition fragmentation (pré-équilibre, Schéma I- 7). Les propriétés interfaciales des
oligoradicaux R*® peuvent également avoir un impact sur la morphologie des objets finaux. A

titre d’exemple, Lu et al. [264] ont étudié la fabrication des NCs de PS en utilisant un
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macroagent RAFT de type trithiocarbonate : le poly(MAA-co-Sty)-RAFT (voir ligne 13,
Tableau I- 10). Le copolymere poly(MAA-co-Sty) faisait partie du groupement R du macroagent
RAFT et I’activité interfaciale des oligoradicaux R*® ainsi que la morphologie des objets finaux
étaient influencées par le degré de protonation des unités MAA. Dans un milieu basique (pH~8),
I’oligoradical R® pouvait migrer dans la phase aqueuse du fait de la déprotonation des unités
MAA. Dans ces conditions, la formation de NSs de PS était prédominante, avec une faible
fraction de NCs (18%). La proportion de NSs a pu étre limitée dans un domaine de pH
légerement acide (pH~6,4-6,9) ou la protonation des unités MAA favorisait le confinement des
oligoradicaux R*® a I’interface liquide/liquide. Dans ces nouvelles conditions, 94% des objets

synthétisé€s présentaient une morphologie cceur-écorce.

Des observations similaires ont été réalis€ées par Charleux et ses collaborateurs [255] lors de la
préparation de NSs de PS en présence des macroagents RAFT dérivés du POE. En présence d’un
POE-RAFT de type dithiobenzoate (ligne 3, Tableau I- 10) la polymérisation RAFT du Sty
n’était pas bien contrdlée et une distribution massique large a été observée (B=1,9). Ceci a été
attribué au partage du POE-RAFT entre la phase aqueuse, les gouttelettes et I’interface. Dans
une autre étude, des distributions massiques plus étroites (P=1,3) ont été obtenues en employant
un POE-RAFT de type trithiocarbonate (ligne 5, Tableau I- 10). Ce dernier était moins
susceptible de migrer dans la phase aqueuse et donc de former des micelles, ce qui limitait alors

une éventuelle nucléation secondaire.

Finalement, I’utilisation de macroagents RAFT tels que les transurfs n’est pas la seule stratégie
possible pour confiner la polymérisation RAFT a I’interface monomere/eau. Van Zyl et al. [302]
ont montré qu’il était possible d’obtenir des NSs ou des NCs de PS en choisissant le couple CTA
(moléculaire)/amorceur approprié. L’utilisation combinée d’un CTA qui ne provoque pas un
effet de retard et qui facilite la croissance rapide des chaines polymeres, et d’un amorceur
activant la croissance des chaines a l’interface (KPS), facilite la formation de NCs. Les
oligomeres issus de I’amorgage par le KPS dans la phase aqueuse restent fixés a l’interface
liquide/liquide et propagent rapidement pour générer la morphologie coeur-écorce. En revanche,
I’utilisation d’un amorceur tel que I’AIBN, qui ne présente pas d’activité interfaciale, favorise

I’obtention de NSs car les radicaux polymérisent dans tout le volume de la gouttelette.
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5. CONCLUSION DE L’ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Ces travaux de these se positionnent a la croisée de trois principales thématiques de recherche: la
nanomédicine pour la thérapie cancéreuse, la polymérisation en miniémulsion et la

polymérisation RAFT.

La conception de nanovecteurs (NVs) capables de protéger une substance active (SA) de sa
dégradation in vivo, de I’adresser sélectivement vers le tissu ou la cellule cible et d’en contrdler
la libération demeure un challenge pour les biologistes et les chimistes. Dans le cas des
traitements anticancéreux administrés par voie intraveineuse, deux stratégies sont utilisées pour
favoriser I’accumulation des N'Vs au sein des tissus malades : 1) le ciblage passif qui tire profit de
la perméabilité et de la rétention accrue des vaisseaux tumoraux pour provoquer 1’accumulation
naturelle du NV, ii) le ciblage actif qui consiste a introduire des ligands a la surface du NV
capables d’interagir, de manicre spécifique, avec les récepteurs surexprimés a la surface des
cellules cancéreuses. Dans cette recherche bibliographique, nous avons présenté les réactions de
couplage par Chimie « Click » susceptibles d’étre utilisées pour I’introduction de tels ligands.
Les cycloadditions azide-alcyne en présence ou en 1’absence de catalyseur cuivreux sont
toutefois particulierement décrites car ce sont celles que nous emploierons pour évaluer la
capacité de nos NVs a étre post-modifiés par des ligands de reconnaissance. Les différents
stimuli internes et externes qui peuvent €tre employés pour déclencher et/ou contrdler la
libération de la SA au sein des tumeurs ont ensuite été présentés avec une attention particuliere
pour les systemes pH-sensibles. Cette premiere partie se clot avec la définition du cahier de

charges d’un NV destiné a ’administration de médicaments par voie intraveineuse.

Parmi les différents types de NVs développés pour la thérapie cancéreuse, notre intérét s’est
majoritairement porté sur les nanoparticules (NPs) polymeres. Apres avoir differencié les deux
morphologies possibles de ces NPs: i) les nanospheres (NSs) composées d’une matrice
polymere et ii) les nanocapsules (NCs), systémes de type cceur (liquide, solide ou vide)/écorce
polymere ; notre étude s’est orientée vers les NCs a cceur liquide en raison de leurs nombreux
avantages. Les différentes techniques d’¢laboration de NCs a cceur liquide ont alors été
évoquées. Celles-ci peuvent étre classifiées en trois grands groupes : 1) ségrégation de phases
entre le cceur liquide et le polymere (préformé ou produit in sifu) qui constituera 1’écorce de la
NC ii) déposition des polymeres préformés en surface d’un cceur sacrificiel, et iii) réactions

confinées a I’interface liquide/liquide des nanogouttelettes d’une émulsion.
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Parmi ces différentes techniques, la polymérisation en miniémulsion présente I’avantage de
permettre I’incorporation de la SA, la synthése du polymére qui constituera 1’écorce et la
fabrication de la NC dans une seule étape. De plus, 'utilisation combinée de la polymérisation
en miniémulsion et d’un tensioactif réactif peut favoriser ou permettre exclusivement la
formation du polymeére a ’interface liquide/liquide, et ainsi éviter les problemes de controle de la
morphologie des nano-objets formés par simple ségrégation de phases entre le polymere et le

ceeur liquide.

Dans la suite de cette étude bibliographique, nous nous sommes donc intéressés aux travaux
portant sur I’utilisation de tensioactifs réactifs dans un procédé en miniémulsion pour I’obtention
de NPs polymeres (NSs et NCs). Nous avons répertorié les tensioactifs réactifs de type inisurf et
transurf utilisés pour mener une polymérisation radicalaire par désactivation réversible (PRDR) a
I’interface liquide/liquide d’une miniémulsion. Les deux types de PRDR concernées étaient la
polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP) et la polymérisation par Addition-
Fragmentation-Transfert Réversible (Polymérisation RAFT). Cette étude bibliographique a
montré ’intérét de combiner la polymérisation en miniémulsion avec un tensioactif réactif et une
PRDR pour fabriquer des NCs ayant une taille, morphologie et propriétés de surface bien

définies, et pouvant étre employées pour des applications variées (vectorisation, imagerie...).

Enfin, la polymérisation RAFT qui est la technique de PRDR choisie pour ces travaux a été
présentée en détail : son principe de contrdle, les types et les criteres de sélection des agents de
controle utilisés et leurs aspects cinétiques. Des exemples de son application en milieu
hétérogene ont permis d’identifier les points clés a prendre en compte pour assurer le contrdle de

la polymérisation et la stabilité colloidale de la (mini)émulsion.

Par la suite, nous allons donc chercher a développer des NCs a cceur huileux biocompatible,
écorce polymere (hydrophobe ou pH-sensible) et recouvrement hydrophile en polysaccharide.
Ces NCs, destinées a 1’administration de SAs par voie intraveineuse, seront fabriquées en
utilisant un transurf multifonctionnel dérivé du dextrane pour mener la polymérisation a

I’interface liquide/liquide d’une miniémulsion.
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OBJECTIFS ET STRATEGIE DE
SYNTHESE

OBJECTIFS

L’objectif de ce doctorat consistait & développer une nouvelle plateforme de nanocapsules (NCs)
polymeres présentant une morphologie et des propriétés de surface contrdlées, dans le but de les
employer comme systemes de délivrance de principes actifs apres injection par voie
intraveineuse. Il s’agissait idéalement de développer un nouvel outil thérapeutique destiné au
traitement du cancer et de répondre le plus favorablement possible aux criteres requis pour une

vectorisation efficace des anticancéreux in vivo (voir Partie I, paragraphe 2.5).

Ainsi, cette nouvelle plateforme de NCs (Figure II- 1) a été imaginée pour présenter une certaine
furtivité vis-a-vis du systeme immunitaire, conduire au moins a2 un minimum de ciblage passif
des tissus tumoraux via l’effet EPR et au contraire, a un ciblage actif optimisé. Les NCs
envisagées (Figure II- 1) d’un diametre moyen d’environ une centaine de nanomeétres seront

composées de :

* Un cceur huileux hydrophobe et biocompatible en Miglyol®810 (M810) qui devrait
permettre dans le futur de solubiliser et d’encapsuler des SAs lipophiles ; idéalement des
médicaments utilisés en chimiothérapie comme le paclitaxel, le docétaxel et la

camptothécine [1].

= Une écorce interne polyméthacrylate. Initialement, cette écorce sera hydrophobe en

PMMA mais nous envisageons a terme une écorce pH-sensible constituée d’un

copolymere méthacrylique. Ainsi, dans ce dernier cas, les NCs pourraient relarguer leur
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contenu apres avoir été acheminées sur le site désiré, en réponse a I’environnement acide

des cellules cancéreuses.

= Une couronne externe hydrophile a base de dextrane dont la fonction est d’assurer la
stabilité colloidale des objets et de minimiser 1’adsorption des opsonines (protéines
circulant dans le systéme sanguin) a la surface de 1’écorce polyméthacrylate des NCs, et
par la-méme les phénomenes de reconnaissance de ces objets par le syst¢eme immunitaire.
Grace a cette couronne hydrophile, ces NCs devraient présenter des temps de circulation
in vivo suffisamment longs pour qu’elles puissent s’accumuler au voisinage des tumeurs
grace a I’effet EPR (ciblage passif). Cependant, a terme, la plateforme imaginée devrait
nous permettre de fixer des ligands spécifiques sur cette couronne pour envisager un

ciblage des cellules tumorales visées (ciblage actif).

Couronne polysaccharide> Dextrane

Ceeur liquide hydrophobe—> M810

Ecorce polyméthacrylate
hydrophobe ou pH-sensible

Figure I1I- 1 : Plateforme de NCs envisagées pour un ciblage actif des tissus tumoraux.

STRATEGIE DE SYNTHESE

En combinant astucieusement une polymérisation en miniémulsion, une technique avancée de
polymérisation radicalaire par désactivation réversible (PRDR) et un tensioactif réactif, il est
possible de former directement dans I'eau des NCs a écorce polymere, recouvertes de dextrane.
Cette stratégie a déja été employée au LCPM, notamment au cours de mon master et en début de

cette these, dans le cas de PATRP du MMA [2] ou de I’acrylate de butyle [3] menée en
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miniémulsion a partir d’un inisurf. Dans ce cas, un dérivé amphiphile du dextrane portant
plusieurs groupements amorceurs de la polymérisation avait été employé comme inisurf
multifonctionnel. L’utilisation combinée d’une PRDR et de tensioactifs réactifs permet de
localiser la polymérisation du monomere hydrophobe a I’interface des nanogouttelettes et de
favoriser la formation de NCs comme nous ’avons vu dans la partie bibliographique (Partie I,
Paragraphe 3.2.3). Dans la cadre de cette thése, il s’agit donc d’étendre les travaux
précédemment validés en ATRP a la polymérisation RAFT. Cette technique évite la présence du
cuivre résiduel (provenant du catalyseur employée pour I’ATRP) a I’intérieur des objets finaux,

condition souhaitable dans la cadre d’une application biomédicale.

Dans le cas de la polymérisation RAFT, nous avons envisagé d’employer un tensioactif réactif
multifonctionnel, dérivé du dextrane, qui jouera le réle de macroagent RAFT. Un tel composé
sera donc un transurf. A notre connaissance, un tel macroagent RAFT tensioactif réactif et
multifonctionnel n’a jamais encore été reporté dans la littérature, méme si 1’on peut citer
toutefois un dérivé dextrane transurf (dextrane m-xanthate) monofonctionnel [4] utilisé en
émulsion. Plus précisément, il s’agit d’utiliser un tensioactif réactif multifonctionnel du type
transurf, portant a la fois des groupements agents de transfert RAFT réactifs lors de la
polymérisation et des groupements hydrophobes qui assureront le caractere tensioactif nécessaire
pour assurer la stabilité de la miniémulsion initiale (Schéma II- 1). Ainsi, lors du procédé de
polymérisation en miniémulsion, le transurf sera majoritairement localis€é a la surface des
nanogouttelettes obtenues apres émulsification, ce qui permettra un confinement de la
polymérisation a I’interface (monomere+huile)/eau (a, Schéma II- 1). Par croissance des chaines
macromoléculaires a partir des groupements agent de transfert RAFT localisés sur la dorsale du
polysaccharide, un copolymere greffé sera formé a ’interface liquide/liquide (b, Schéma II- 1).
Si les greffons formés ne sont pas solubles dans I’huile qui constituera le coeur des NCs, une
ségrégation de phases se produira entre ces greffons et 1’huile durant la polymérisation, ce qui
conduira a la formation de 1’écorce polymeére en périphérie de 1’objet. Grace a la polymérisation
RAFT qui permet de contrdler les parametres macromoléculaires, la masse molaire moyenne des
greffons polymeres et par conséquent 1’épaisseur de ’écorce interne de la NC pourraient étre
variées. Ceci devrait faciliter le contr6le de la morphologie des NCs, primordial pour in fine
moduler la cinétique de libération des principes actifs pouvant y étre encapsulés. Par ailleurs, le
fait de fixer de facon covalente le recouvrement hydrophile dextrane en surface de 1’objet,
permet de I’ancrer de fagon irréversible sur les particules et ainsi d’assurer leur stabilité

colloidale et éventuellement leur caractere furtif vis-a-vis du systéme immunitaire.
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a) Polymérisation RAFT en miniémulsion d’un monomeére hydrophobe a I’aide
d’un tensioactif réactifde tvpe transurf

surf ; Nanogouttelettes
: Mislvol 810 Maleine stabilisées par le NCs recouvertes de
Ry transurf PRI

’ Polymérisation| (’?o'eur huileux
glelcy

"ol

@ groupement hydrophobe

/ /
3 by

/o
e%gam ue
oq o | Sonication

0 groupement agent de kg i\\’k’ * Ecorce
transfert RAFT S I polymeére
Phase aqueuse

r Copolymere greffé
b) Formation de 1aNC lors de la polymérisation formé a I’interface

polysaccharide

reffons
polymeéres

Schéma II- 1: Stratégie de synthése des NCs a cceur huileux (M810) et écorce polymeére par ségrégation de phases lors d’un procédé de
polymérisation RAFT en miniémulsion en présence d’un transurf dérivé du dextrane.
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EVOLUTION DE LA PLATEFORME

Le premier monomere que nous utiliserons sera le MMA, ce qui nous permettra d’étudier la
fabrication des NCs a écorce PMMA pouvant étre testées pour un ciblage passif de cellules
cancéreuses (a, Schéma II- 2). Mais la versatilité du procédé de fabrication envisagé devrait nous
permettre de modifier la nature chimique de ces nano-objets, et ainsi d’envisager également la

fabrication de NCs dites intelligentes capables de répondre a un stimulus externe tel que le pH.

b) NCs pH-sensibles

Dorsale

a) NCs a ciblage passif
(Plateforme de base)

Miglyol 810

Dorsale

¢) NCs a ciblage actif

»

Miglyol 810 Dorsale

polysaccharide

Greffons
PMMA
{Ligand/marqueur

Miglyol 810

Schéma II- 2 : Possible évolution de la plateforme de NCs vers I’obtention des objets pH-sensibles
permettant un ciblage actif des cellules cancéreuses.

Cette évolution de la plateforme a été envisagée de fagon préliminaire a ce travail de these. Des NCs

ayant une écorce pH-sensible (b, Schéma II- 2) ont été€ imaginées afin de tirer profit des différences
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de pH existantes entre les cellules saines (Iégerement alcalines) et les milieux extracellulaire et
intracellulaire des cellules cancéreuses (caractérisés pour un pH plus acide pouvant attendre pH=4
dans les lysosomes) [5]. Ainsi, par variation de pH, on peut imaginer déclencher la libération du
principe actif dans ou aux environs des tissus malades. Pour ce faire, le MMA sera copolymérisé
avec le méthacrylate de N,N-diéthylaminoéthyle (DEAEMA) suivant la stratégie de synthese décrite

dans le Schéma II- 1.

Enfin, des la conception de la plateforme et en particulier la syntheése du transurf, on peut envisager
la présence des groupements post-réactifs sur la couronne du polysaccharide des NCs. Pour cela, les
groupements hydrophobes fixés sur la chalne du dextrane (pour le rendre amphiphile) seront dotés
de fonctions azoture qui nous permettront in fine, apres formulation des NCs, de fixer des ligands ou
autres marqueurs spécifiques de cellules cancéreuses a la surface de ces objets (c, Schéma II- 2). La
possibilité de fonctionnaliser les NCs fabriquées au cours de cette these ne sera toutefois validée que
par greffage d’une molécule fluorescente. Cependant, la possibilité de faire cette post-
fonctionnalisation des NCs ouvrirait la voie a la fixation de ligands spécifiques pour atteindre un

ciblage actif des cellules cancéreuses.

La fabrication de NCs pH-sensibles et la possible post-modification de la surface des NCs ne seront
¢tudi¢es qu’a la fin de cette deuxieme partie. Nous nous intéresserons dans un premier temps a
I’¢élaboration de NCs a écorce hydrophobe en PMMA. Ainsi, le premier chapitre de cette partie
expose la synthese et caractérisation des transurfs dérivés du dextrane. Dans le deuxieme chapitre,
ces transurfs seront utilisés pour la fabrication de NCs par homopolymérisation du MMA en
miniémulsion. Le troisieme chapitre sera consacré a la caractérisation des objets obtenus en termes
de distribution de taille, stabilité colloidale et potentiel Zéta. Des analyses par microscopie
électronique de transmission a basse température (Cryo-MET) nous permettront également de
caractériser la morphologie des NCs et de vérifier I’existence d’une architecture cceur-écorce de nos
objets. Enfin, le dernier chapitre présente 1’extrapolation de la plateforme vers la fabrication des
NCs a écorce pH-sensible, les études sur 1’encapsulation et la libération d’une SA modele, les

premiers tests biologiques et la fonctionnalisation de la surface des NCs.
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CHAPITRE I

La conception du transurf est une des étapes cruciales de la synthese de NCs, développée au cours
de ce travail de these. Comme nous I’avons vu précédemment, les dérivés transurf du dextrane
doivent jouer différents roles lors de la polymérisation ou apres €laboration des NCs. Lors de la
polymérisation en miniémulsion, ce dérivé agit comme tensioactif pour stabiliser les
nanogouttelettes de monomere, qui deviendront progressivement des NPs, et comme macroagent de
transfert pour la polymérisation RAFT. C’est pourquoi ce dérivé est appelé transurf. Ce dernier doit
également permettre la post-fonctionnalisation des objets produits. Pour cela, des fonctions post-
réactives permettant le couplage avec des ligands seront introduites sur le transurf. Nous avons
choisi de doter le dextrane de fonctions azoture permettant une modification ultérieure de la surface

par Chimie « Click ».

Nous avons donc modifié le dextrane natif par deux types de groupements latéraux (Figure II- 2),
d’une part des groupements réactifs agent de transfert RAFT (nommés CTA) et d’autre part, des
chaines hydrophobes comportant a leur extrémité d’une fonction azoture (nommées N3). Cette
chaine hydrophobe permet, en plus de conférer un caractere tensioactif aux dérivés, de préserver la
réactivité et 1’accessibilité des fonctions N3 a la surface des objets pour que celles-ci soient

disponibles lors de la post-fonctionnalisation des NCs.
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2 o, ik &

/ \ ' R= O>"M"EspaceurwmN3 Groupement hydrophobe (N3)

\\\ ‘ / O R= Groupement RAFT (CTA)

Figure II- 2 : Structure du tensioactif réactif de type transurf DexN3;CTA.

Les dérivés transurf seront nommés DexN3CTA dans la suite du manuscrit, ou N3 et CTA
représentent respectivement les groupements hydrophobes et agents de transfert RAFT introduits sur
la dorsale du dextrane. Ces DexN3CTA ont été synthétisés en deux étapes (Schéma II- 3). Tout
d’abord, dans une premiére étape, le dextrane natif est modifié¢ par I’acide 6-azidohéxanoique pour
fixer des chaines alkyle hydrophobes fonctionnalisées par un groupe N3 a leur extrémité, ce qui
aboutit 2 un dérivé nommé DexNs. Dans une seconde étape, des groupements RAFT du type
dithiobenzoate seront introduits sur le DexNs par réaction avec 1’acide 4-cyano-4
(phénylcarbonothioylthio)pentanoique. La synthese et la caractérisation des composés obtenus fait

I’objet de ce chapitre.

R=H, groupement

0 surf
o RO hydrophobe (N3)ou 4oty gy dextrane
O" \ .
H}?O- Etape 1: Introduction des OrR O :
OH groupements hydrophobes 0 0
HO 0 RO
> OR
HO—® Etape 2: Introduction
OH 0
des groupements agent RO i
HO O de transfert RAFT RO

0
]
OH
n
i

Schéma II- 3 : Stratégie de synthese des transurfs dérivés du dextrane
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1. SYNTHESE DES DERIVES DU DEXTRANE

1.1. GENERALITES SUR LE DEXTRANE

D’un point de vue chimique, le dextrane est un homopolysaccharide constitué¢ d’un enchainement
d’unités glucopyranose liées majoritairement par des liaisons a-(1—6) (au minimum 50%). Des
chaines latérales provenant essentiellement de liaisons a-(1—3) et plus rarement, a-(1—2) et a-

(1—4) [6], [7] (Figure II- 3).

0 1
\O (6] N
6 o 9
\OH \ \6\/
OH
HO HO
o)
1 ° HO HO HO
HO
0
\ OH
0
. HO
. HO .

HO /

HO

Figure II- 3 : Structure chimique du dextrane natif. Les unités glucopyranose sont essentiellement liées
par des liaisons a-(1—6). Des chaines latérales en a-(1—2), a-(1—3) et a-(1—4) peuvent étre aussi
présentes en moindre proportion.

Le dextrane est obtenu par I’action enzymatique de certaines bactéries sur les sucroses et sa structure
peut varier selon le type de bactérie utilisée. La « Leuconostoc Mesenteroides » (souche B512-F) est
la variété microbienne la plus utilisée pour la production du dextrane a I’échelle industrielle [6]. La
masse molaire du dextrane ainsi synthétisé, appelé couramment « dextrane natif », peut aller jusqu’a
plusieurs millions de g/mol. C’est pourquoi il est soumis a un processus d’hydrolyse partielle en
milieu acide, suivi d’un fractionnement par 1’éthanol ou le méthanol [8], [9]. Ce procédé permet
d’obtenir des chaines dextrane plus courtes, essentiellement linéaires, ayant un nombre réduit de
chaines latérales par rapport au dextrane natif. Nous avons déja montré dans des travaux précédents

[10] que nous pouvions considérer la structure du dextrane commercial comme principalement
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linéaire. C’est ce que nous admettrons dans la suite de ce manuscrit, en ne considérant que les

liaisons glycosidiques du type a (1—6) (Figure 1I- 4).

o)
4 OH
OoH—
3 OH
2 0
OH
OH—
OH
0
OH
OH

Figure II- 4: Structure linéaire du dextrane.

Les dextranes commerciaux sont en général désignés par I’intermédiaire de leur masse molaire

moyenne en masse (M,,), sous la forme générique Tjz, 0t la masse molaire est exprimée en kg/mol.

Les fractions de dextrane natif adaptées aux applications cliniques présentent des M, dans
I’intervalle de 40 000-100 000 g/mol [6], [11]. En effet les macromolécules trop petites sont
rapidement éliminées de 1’organisme par clairance rénale, alors que les chaines plus longues peuvent
interférer avec le processus normal de coagulation du sang [12]. Ainsi, les dextranes commerciaux
T70, T60 et T40 présentent un temps de circulation assez long dans 1’organisme permettant par
exemple leur utilisation efficace comme substituts du plasma sanguin lors de pertes modérées de

sang [13].

D’autres applications cliniques du dextrane et de ses dérivés peuvent étre listées comme par
exemples : 1) prévention des phénomenes thrombo-emboliques, ii) lubrifiant oculaire, iii)
augmentation du niveau de glycémie, vi) conservation des organes pour une transplantation vii)
anticoagulant, viii) fabrication de suppléments de fer [22]—[24]. Leur utilisation dans le domaine de
la vectorisation de médicaments a aussi connue un grand essor ces dernieres années. Plusieurs NVs
a base de dextrane ou de dérivés de dextrane ont été reportés dans la littérature (voir Partie I,

paragraphe 2.5.2).
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En ce qui concerne les propriétés physicochimiques du dextrane, il s’agit d’un polymere tres
hydrophile qui est donc soluble dans I’eau et soluble que dans certains solvants organiques dont le
DMSO, le formamide, I’éthyléne glycol et le glycérol. Sa réactivité¢ est liée a la présence des
fonctions hydroxyle secondaires (OH-2, OH-3 et OH-4, Figure II- 4) sur les unités glucosidiques.
Ces fonctions peuvent permettre le greffage des plusieurs groupements latéraux par I’intermédiaire
de liaisons éther, ester ou encore amide [14]. Dans le cadre de cette theése, la modification du

dextrane est réalisée via des liaisons ester et sera détaillée ci-dessous.

1.2. LES DERIVES AMPHIPHILES DexN3;: INTRODUCTION DES
GROUPEMENTS HYDROPHOBES.

Dans un premier temps, nous nous sommes inspirés des travaux réalisés par M. Laville [15] afin
d’obtenir des dérivés hydrophobisés du dextrane T40 (appelé par la suite Dex) capables de jouer le
role de tensioactifs, stabilisants d’interface liquide/liquide. Des chaines linéaires hydrophobes a 6
carbones, dotées d’une fonction azoture terminale, ont été greffées sur le dextrane. Cette synthese a
été effectuée selon le protocole déja établi au laboratoire (voir Partie III, Paragraphe 2.1).
Briévement, un dérivé activé de 1’acide 6-azidohexanoique (synthétis€ a partir de 1’acide 6-
bromohéxanoique commercial) réagit sur le dextrane, dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a 50°C
pendant 48 h (Schéma II- 4). Les dérivés ainsi obtenus seront nommés DexN3.t, avec T le nombre

des groupements hydrophobes introduits pour 100 unités glucopyranose.

\/

OH Jy»
OH 48h T= 50°C
OH 0 n

DexT40 Acide Activé DexIN;

Schéma II- 4 : Synthese des DexNj3, Introduction des groupements hydrophobes dotés d’une fonction
azoture sur le dextrane.
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1.2.1. Estimation du taux de modification par RMN 'H

Les dérivés DexNs.t ont été caractérisés par RMN 'H dans le DMSO-ds aprés leur purification par

de I’éthanol froid (Figure II- 5). Différents groupes de pics caractéristiques peuvent étre identifiés :

= Les protons des trois fonctions hydroxyle (OH2, OH? OH?) et le proton anomeére (H*) de
chaque unité glucopyranose résonnent entre 4,3 et 5,2 ppm. On nommera 1’aire de cette zone

Ayg-

= Certains protons méthyléniques de la chaine alkyle greffée (b, c, d et e) sortent entre 1,2 et
2,4 ppm. Les 6 protons des pics c, e, d sortant entre 1,2 et 1,7 ppm sont particulierement bien

définis. L’aire de cette zone sera nommée Ay,

*  Un massif entre 3,0 et 4,0 ppm correspondant aux 6 protons glucosidiques (H? 2 H®) et aux 2

protons (f) de la chaine alkyle proches de la fonction azoture terminale.

EAU DMSO

Protons glucosidiques H2a H®
r T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.0 7:5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure II- 5 : Spectre RMN 'H du dérivé DexN3.,o dans le DMSO-d;

Il est alors possible de calculer le degré de substitution en groupements hydrophobes (7) du dextrane
a I’aide de 1’équation II- 1. T correspond au nombre de fonctions hydroxyle modifiées par 100 cycles

glucosidiques et peut varier entre 0-300% (chaque cycle comporte trois fonctions hydroxyle).

Ay, /6
T=""2"%x100 - 1
Ayc/4
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Conformément aux travaux réalisés par M. Laville, nous avons observé que les taux de modification
T obtenus sont proportionnels a la quantité d’acide activé introduite dans le milieu réactionnel
(Figure II- 6). Environ 84% de I’acide activé introduit réagit avec le dextrane. Pour que les DexNs.t
puissent présenter des propriétés tensioactives suffisantes pour stabiliser les émulsions (MMA/eau),

nous nous sommes volontairement limités a des degrés de modification T compris entre 18 et 24%

O
()
J

y =0,84x
R2=1,00

T

o0

o
!

Degré de modification

— D W A U0 NI

c oSS S S S
|

0 20 40 60 80 100 120

Quantité d'acide activé utilisé par unité glucosidique (%)

Figure II- 6 : Relation entre la quantité d’acide activée et le taux de modification 7 des dérivés DexNs.t
[15]

1.3. LES DERIVES REACTIFS DexN:CTA: INTRODUCTION DES
GROUPEMENTS AGENT DE TRANSFERT RAFT

Lors de cette deuxieme €tape de synthese, les dérivés tensioactifs DexNs3.7 ont ét€ modifiés afin
d’introduire des groupements agents de transfert susceptibles de participer au contréle de la
polymérisation RAFT du MMA. Comme il s’agit du premier tensioactif réactif du type transurf
synthétisé au LCPM, nous avons tout d’abord di choisir des groupements agent de transfert RAFT
appropriés a la polymérisation du MMA, puis nous avons cherché a optimiser les conditions de

synthese de ces nouveaux dérivés DexN3CTA.
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1.3.1. Choix des groupements agent de transfert RAFT.

Comme nous I’avons vu dans la partie bibliographique (Partie I, Paragraphe 4.3.1), la
polymérisation RAFT se caractérise par un mécanisme de transfert réversible par addition —
fragmentation. Elle fait intervenir des agents de transfert RAFT (qui seront notés par la suite CTA
pour « chain transfert agent ») possédant la plupart du temps un groupe thiocarbonylthio. L’équilibre

de la polymérisation RAFT est rappelé dans le Schéma II- 5.

Kadd  Pn—S. . .S—-R Ks Ph—S_ S R
Pn' + S SR —— - +
Y K add j K g \f
Z
CTA 1 2

Schéma II- 5: Mécanisme de la polymérisation RAFT proposé par le groupe CSIRO. Etape de pré-
équilibre : consommation de I’agent RAFT initial.

Le choix judicieux du CTA (de structure générale [S=C(Z)S-R]), et plus spécifiquement de la nature
des groupements Z et R, est ’'un des facteurs clés permettant la réussite de la polymérisation RAFT
d’un monomere donné. Le Tableau II- 1 donne des exemples de CTA déja utilisés pour la
polymérisation RAFT du MMA en solution ou en masse. Ils sont classés par nature chimique et en

fonction de leur capacité a contrdler cette polymérisation.
Si I’on examine ces exemples de plus pres, on peut lister les conclusions suivantes :

= Les radicaux propageants issus du MMA sont tres stables et donc peu réactifs. C’est pourquoi
leur addition sur les liaisons thiocarbonyle des xanthates (avec Z=OR’) et dithiocarbamates
(avec Z=NZ1Z>) n’est pas efficace. Il en résulte que la vitesse d’addition du MMA sur ces
CTA est faible alors que la fragmentation du radical intermédiaire de 1’équilibre RAFT (1,
Schéma II- 5) est favorisée. Dans ces conditions, la concentration des radicaux dans le milieu
est €élevée, si bien que la polymérisation revient au cas d’une polymérisation radicalaire

classique. Aucun contrdle des masses molaires n’est alors observé.
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Tableau II- 1: Agents de transfert RAFT (CTA) utilisés pour la polymérisation RAFT du MMA en solution ou en masse. Classification par
nature chimique et par efficacité de controle de cette polymérisation.

CHs
R= ---{—CN
CHs --CHs ="°C - Bon controle des masses molaires. Dispersités inférieures a 1,2.
[16]-[19] [20]
Formule générale d’un CTA
CHs ,__ S
R=-"CH \_7 =-CigHps R=---
3
CN )K _ R
[16], [17], [21] [22] S
CHy ,— CHs CHs
R:‘ | \ / --CH3 ="+CN C, T R_'_'i—CN
CO-H CHg CHg
[16] [18], [23] [24]
CHj3 CHs CHs - CH _
R=--+-cHs --CiHps R=---cN Nyﬁ R=----on Cg i <)
CO,CsHs CHs >0 CHs CHg
[16] [25] [26] [27]
CHs CH CO,CoH CHy ,— -~
R=----cH, N Re--C TR --CHs R=- - --CgHs R=
(lgH --CHs R=--- N CO,CoHs éH \_7
8 CO,H 3
[16] [28] [26] [17], [29] [30]
Dithiobenzoates Trithiocarbonates Dithiocarbamates Dithioesters Xanthates
s S
S S
)J\ R )J\ R S
- _R s~ _R
)ks AS )J\S/ R

Efficacité croissante pour le controle de la polymérisation du MMA

A
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II a ét¢ montré qu’avec un choix appropri¢é du groupement R, les dithiobenzoates
(Z=phenyle), les trithiocarbonates (Z=SR’) et certains dithiocarbamates activés (Z=pyrrole)
peuvent offrir un bon contrdle de la polymérisation RAFT du MMA [22], [31]. En revanche,
’utilisation de certains alkyl et arylalkyl dithioesters [17], [29] ne permet de contrdler les
masses molaires des PMMA qu’a fortes conversions et donne lieu a de larges distributions

massiques.

En raison de leur capacité a stabiliser les especes intermédiaires de 1’équilibre RAFT, les
dithiobenzoates sont les CTA les plus efficaces pour la polymérisation des monomeres
méthacryliques et styreniques [32]-[34]. En effet, la présence d’un groupement Z de type

phényle favorise 1’addition du MMA sur le groupe thiocarbonyle du CTA.

z°N 2

Les dithiobenzoates ont attiré en particulier notre attention car ils ont déja été employés avec
succes pour la polymérisation RAFT du MMA en suspension[35], en émulsion [36], [37] et

en miniémulsion [37]-[39].

Concernant les dithiobenzoates, on peut apporter quelques commentaires sur les groupements R :

Chong et al. [16] ont étudié l’influence de la nature du groupement R de plusieurs
dithiobenzoates sur leur efficacité a controler la polymérisation du MMA en solution a 60°C.
Seuls les groupements R contenant des fonctions cumyle ou cyanoisopropyle (Figure II- 7)
semblent capables de réamorcer efficacement la polymérisation du MMA, les constantes de
transfert étant supérieures a 20. De plus, le substituant cyano du groupe R cyanoisopropyle
permet d’accroitre encore I’affinité des radicaux R® pour des doubles liaisons vinyliques

riches en électrons telles que celles du MMA et donc son habilité comme groupement partant

[32].
B CHs <|3H3 CH;y ,—
1
= N —
Fov | =) 4
CH3 CH3 COQH

cyanoisopropyle cumyle

Figure II- 7 : Groupes R efficaces pour la polymérisation RAFT du MMA [16].
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Avec ces informations, notre choix s’est porté sur un CTA du type dithiobenzoate comportant un
groupe R de type cyanoisopropyle. Afin d’introduire ce type de CTA sur le dextrane partiellement
modifié par des groupements hydrophobes (DexNs.7), il a été décidé de le lier au squelette
polysaccharide par I’intermédiaire d’une liaison ester. Pour cela, il a été nécessaire d’utiliser un
CTA portant une fonction acide capable de réagir avec les fonctions hydroxyle des unités
glucopyranose. Dans ce but, nous avons sélectionné un des seuls dithiobenzoates acides

commerciaux : I’acide 4-cyano-4-(phénylcarbonothioylthio)pentanoique (CPADB) (Figure II- 8).

Groupement R
N
T

SAied

N o
—

Groupement Z

Figure II- 8 : Structure de ’agent RAFT acide commercial choisi pour la modification du dextrane : I’acide 4-
cyano-4-(phénylcarbonothioylthio)pentanoique (CPADB).

Le CPADB a également un autre avantage : la fonction acide est du c6té du groupement partant R.
Ainsi, apres fixation du CPADB sur le dextrane par une fonction ester, la croissance des greffons
PMMA se fera par une approche de type groupe R (« R-group approach »). En effet, apres greffage
du CTA de cette facon, le dextrane fera partie du groupement R du macroagent RAFT formé (Figure
II- 9) a partir duquel la croissance de greffons s’effectuera. Les radicaux propageants seront alors
localisés sur le polysaccharide apres la premicre étape d’addition-fragmentation et les chaines
latérales grandiront directement a partir de la dorsale. La fonction thiocarbonyle, quant a elle, pourra

se trouver attachée au bout soit des greffons, soit des chaines libres en solution.
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Groupe R Chaines en

Chaines en
solution

S

Pn——8>—©

Figure II- 9 : Croissance des greffons PMMA a partir des groupements CTA greffés sur la dorsale du
dextrane « R-group approach ».

2N 2

La « R-group approach » a déja été utilisée pour la syntheése de plusieurs glycopolymeres greffés
aux parametres macromoléculaires contr0lés. Dans le cas particulier du MMA, cette stratégie a
permis la croissance de greffons PMMA a partir de la cellulose, en utilisant des CTA de type
dithiobenzoate [40], [41]. Li et al. [42] ont pour leur part réalisé la croissance controlée de greffons
PMMA a partir des NPs de silice fonctionnalisées au préalable avec le CPADB via sa fonction
acide. Ces travaux valident le choix du CPADB pour I’introduction des groupements CTA sur la

dorsale du dextrane.

1.3.2. Choix des conditions opératoires

L’activation de la fonction carboxyle par les carbodiimides tels que 1’hydrochlorure de N-(3-
diméthylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC) ou la N, N’- dicylohexylcarbodiimide (DCC)
combinée a une catalyse par la 4-diméthylaminopyridine (DMAP) est une méthode courante pour
faciliter la réaction des acides carboxyliques avec les alcools. Concernant les polysaccharides, et
plus particulierement la synthése de macroagents RAFT ou de transurfs, il n’existe que trés peu
d’exemples dans la littérature utilisant cette voie de synthése. La réaction de 1’acide 3-
(butylsulfanylthiocarbonyl)sulfanyl 2-méthylpropanoique (PABTC) sur les fonctions hydroxyle de
I’hydroxypropylcellulose en présence de DCC/DMAP a par exemple abouti a 1’obtention d’un
dérivé polysaccharide permettant la polymérisation RAFT du N-isopropylacrylamide (NIPAM) et
I’obtention d’un copolymere greffé [43]. Des groupements CTA issus du CPADB ont également été
introduits sur le dextrane via une estérification avec le systtme DCC/DMAP. La réaction a été

réalisée a 20°C dans le dichlorométhane sur un dextrane partiellement acétylé [44]. Le macroagent
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RAFT obtenu a ensuite été employé pour la polymérisation en solution du méthacrylate
d'oligo(éthylene glycol) (OEGMA). Finalement, le chitosane a également été modifié par 1’acide 2-
diméthyl-2-[(dodécylsulfanylthiocarbonyl)sulfanyl]acétique =~ (DDACT) grice au  systeme
DCC/DMAP, puis utilisé pour controler la polymérisation RAFT de 1’acide acrylique (AA) [45] ou
du NIPAM [46], [47].

Dans notre cas, nous avons décidé d’introduire les groupements CTA sur les DexNsz.t obtenus
précédemment grace a une réaction d’estérification avec le CPADB catalysée par le systéme
EDC/DMAP. Notre choix s’est portée sur I’EDC au lieu de la DCC pour deux raisons : d’une part sa
solubilité dans I’eau, ce qui permet une purification du produit final par simple lavage ; d’autre part,
I’EDC se transforme en un dérivé urée hydrosoluble et non-toxique lors du couplage contrairement a

la DCC. La réaction est menée en présence de DMAP en quantité catalytique (Schéma II- 6).

DexN3 CPADB DexN;

,‘ O
HO- N0
OH— \O -0 DMAP OR

n

N
> _ /\/\/ 3
o R=H

Re O>%1//\v/\v/N3

Schéma II- 6 : Introduction des groupements agents de transfert RAFT (CTA) sur les dérivés DexNs.z.

Les dérivés DexN3.t que nous avons utilisés au cours de cette deuxieme étape de modification
présentent un taux en groupements hydrophobes (7) de I’ordre de 20%. Les composés obtenus sont
partiellement modifiés par des chaines alkyle et des groupements CTA de type dithiobenzoate. Ils
présentent une couleur rose et ont ét€ nommés DexN3CTA ou, de fagon plus précise DexN3.tCTAy
avec T et y respectivement les nombres moyens de groupements hydrophobes (N3) et agents de

transfert RAFT (CTA) pour 100 unités glucopyranose.
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1.3.3. Estimation du taux de modification par RMN 'H

Comme dans le cas des dérivés DexN3.t, les taux en groupements agents de transfert RAFT (y) des
dérivés DexNs.TCTAy ont été déterminés a 1’aide des spectres RMN 'H de ces composés purifiés

dans le DMSO-ds.

Par comparaison avec un spectre du DexN3.t précurseur (exemples de DexN3.20 et DexN320CTA37 a
la Figure II- 10), on note I’apparition aux forts déplacements chimiques (entre 7,4 et 8,1 ppm) de
pics correspondants aux protons du cycle aromatique du groupement CTA (10, 11 et 12), ce qui
atteste du bon déroulement de la réaction. Les protons du groupement méthyle (9) du CTA, proches
de la fonction thiocarbonylthio, résonnent quant a eux a 1,9 ppm, tandis que les pics des protons (7
et 8) se trouvent noyés dans le massif des protons glucosidiques du dextrane (entre 3 et 4 ppm). Les
aires des protons (9) du groupement R et des protons (10, 11, 12) du groupement Z du CTA sont
approximativement dans le rapport 3 : 5. Ceci suggere que le CPDB n’est pas dégradé au cours de la

réaction et qu’il a donc été greffé dans son intégralité (groupes Z et R) sur la dorsale du dextrane.

EAU | DMSsO
R=H ou >\/c\/e\/N3
o)
b d f DexN,
9
ou R= 10 11 AUG
7 8 OHZ f
10 12 H
11 OH* c,e
OH?
b d
Ar 7,8
12
10 M 11 T . DexN,

: ! . Protons glucosidigues H23 Hf :
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.9 3.0 2.3 2.0 de3 1.0 ppm

Figure I1- 10 Spectres RMN 'H des dérivés DexNi.» et DexN3.2CTA3z; dans le DMSO-ds.
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Le taux de substitution en groupements CTA est calculé grace a 1’équation II- 2 ou Ag correspond a
I’aire des signaux caractéristiques des protons aromatiques 8, 9, 10 (entre 7,4 et 8,1 ppm) du CTA.
Ayg est aire des 4 protons portés par 1’unité glucopyranose du dextrane (OH2, OH?, OH* et H%),
entre 4,1 et 5,4 ppm.

Agr/5
(p =
Ayc/4

x 100 II- 2

1.3.4. Influence des conditions de réaction sur le taux de modification

Le Schéma II- 7 présente le mécanisme classique de 1’activation d’une fonction acide carboxylique
par le systtme EDC/DMAP [48], [49]. La premiere étape de ce mécanisme permet la formation d'un
intermédiaire actif appelé O-acylisourée (A, Schéma II- 7) issu de I’addition de 1’acide carboxylique
(dans notre cas le CPADB) sur la double liaison C=N de la carbodiimide (dans notre cas ’EDC).
Cet intermédiaire (A) peut a son tour réagir soit avec un carboxylate pour former un anhydride
symétrique (C, Schéma II- 7) ; soit directement avec une fonction hydroxyle (présentes sur les unités
glucopyranose du dextrane) pour générer 1’ester désiré (D, Schéma II- 7); ou subir un réarrangement
intramoléculaire et former une N-acylisourée (B, Schéma II- 7). La réaction de ’anhydride
symétrique (C) avec un alcool permet également d’obtenir 1’ester désiré (D). Au contraire, la
formation de la N-acylisourée est une réaction a éviter car i) elle consomme des fonctions
carboxyliques et ii) le dérivé amide formé est un produit secondaire instable. C’est pourquoi,
I’addition de la DMAP comme agent nucléophile auxiliaire dans le milieu réactionnel s’avére
cruciale pour le bon déroulement de la réaction. Etant un meilleur nucléophile que I’alcool, la
DMAP réagit avec I’O-acylisourée (A) pour former 1’ester (E) (Schéma II- 7). Contrairement a la N-
acylisourée, ce composé (E) est encore un bon agent acylant qui ne peut pas former de sous-produits

et qui réagit rapidement avec les alcools pour aboutir a I’ester désiré (D).
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Acide L
carboxylique Carbodiimide Acide (CPADB)
+ R, —N=C=N—R,
j EDC
Ro=Ethyle
0 Ro Alcool (DexN3)
N N N=—C o
)\ " ) Aol
O (@] O n
Ry O>\/\/\/N3
(B) N-Acylisourée (A) O-Acylisourée
DMAP
Rs—OH
\ e
N
7\
R3—OH Rs—OH FN=

(C) Anhydride

Schéma II- 7 : Mécanisme d’activation in situ de la fonction acide carboxylique par le systéme

EDC/DMAP.

Il est connu que la formation des N-acylisourées (B) dépend fortement des conditions réactionnelles

mises en jeu. La proportion de ce sous-produit est plus faible lorsque la réaction a lieu a basse

température ou dans des solvants

dichlorométhane (DCM) ou du chloroforme (CHCI3) peut réduire au minimum cette réaction

O—R3

(D) Ester désiré
+

(E) Ester activé

@)
RQ\N)]\N/RQ
H H
(F) Dialkylurée

de faible constante diélectrique. Ainsi, [’utilisation du
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latérale. Au contraire, des solvants plus polaires tels que le diméthylformamide (DMF), le

diméthylsulfoxyde (DMSO) et I’eau en favorisent la formation [49].

Néanmoins, les dérivés DexNsoo (r =20) utilisés pour la synthese des transurfs se sont avérés
insolubles dans le DCM et le CHCl3, mais solubles dans le DMSO, le DMF et le diméthylacétamide
(DMAC). Ces trois derniers solvants, solubilisant aussi également le CPADB, ont donc été testés
afin de réaliser I’introduction des groupements CTA sur les DexN3.20 en milieu homogene. D’autres
parametres tels que la température de réaction (20°C ou 40°C), la quantit¢ d’EDC (1,1, 3 ou 10
équivalents par rapport a la fonction acide du CPADB) et la concentration en CPADB dans le milieu
réactionnel ont également été étudiés. L’ensemble des expériences réalisées est rassemblé dans le

Tableau II- 2.

Tableau II- 2 : Synthese des transurfs DexN3;tCTAy par estérification catalysée par PTEDC/DMAP.
Réactions menées pendant 48 heures avec [DMAP]o/[CPADB]o= 0,1 et [DexN3.20]=0,05 g/L.

EDC N
Essai  Solvant T (°C) vy, (%) ®* TCPADBI, C[P AD]I;)] Yexp (%) ® f (%)
0

1 DMSO 15 1,1 0,2 1,5

2 DMAC 20 1,1 2,3 7,5

3 DMF 1,1 2,4 8,0

4 DMF 40 30 1,1 1,7 6,0

5 DMF 3 3,7 12,0

6 DMF 20 10 1,3 4,5

7 DMF 60 3 7,5 12,0
(a) Taux de substitution théorique calculé par y:, = % %X 100. [Ny¢] correspond au nombre d’unités

UG

glucopyranose par litre du milieu réactionnel, toujours égal a 0,26 mM dans nos conditions

expérimentales.

(b) Taux de substitution estimés par les spectres RMIN *H dans le DMSO-ds (Equation II- 2)

(c) Efficacité de la réaction en pourcentage : f= ];‘ﬂ x 100
th

* Exprimé en nombre de groupements CTA pour 100 motifs glucopyranose

D’apres les résultats obtenus, les observations suivantes peuvent étre réalisées :

= Le DMSO (essai 1) s’est avéré tres mauvais solvant pour la réaction avec une efficacité de
greffage (Vexp/Ven ) tres faible (environ 1,5 %). Sous les mémes conditions expérimentales,
mais dans le DMAC et le DMF (essais 2 et 3), la réaction s’est mieux déroulée. Pour ces
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deux expériences, I’efficacit¢ de la réaction est tres similaire (8% du taux théorique).
Cependant, pour la suite de nos expériences, nous avons choisi de poursuivre avec le DMF

compte tenu de la meilleure solubilité des dérivés DexN3.o0 dans ce solvant.

* Augmenter la température de réaction (de 20 a 40°C) a un effet négatif sur 1’efficacité de la
réaction (essais 3 et 4). De plus, le dérivé obtenu a 40°C n’est plus rose mais jaune, ce qui

suggere une possible dégradation de 1’agent RAFT dans ces conditions.

» Augmenter la quantité d’EDC de 1,1 a 3 équivalents par fonction acide (essais 3 et 5) permet
d’accroitre le taux de substitution (de 2,4 a 3,7) et I’efficacité de la modification (de 8 a 12%
du taux théorique). Néanmoins, on remarque qu’un trop large excés d’EDC (10 équivalents
par fonction acide) ne favorise pas la réaction (essai 6). Ceci provient treés probablement

d’une formation plus importante des N-acylisourées (B) dans ces conditions [50], [51].

* Finalement, la concentration de 1’agent RAFT dans le mélange réactionnel ne semble pas
influencer I’efficacité de greffage mais uniquement le degré de substitution des dérivés
synthétisés. Ainsi, en doublant la quantité du CPADB introduite, toutes conditions égales par
ailleurs (essais 5 et 7), nous doublons la quantité de groupements CTA attachés sur le

dextrane.

Au final, nous avons sélectionné pour la synthese du transurf les conditions des expériences 5 et 7
qui sont les plus efficaces (12%) : DMF, 20°C et 3 équivalents d’EDC par rapport au CPADB.
Méme si cette modification n’est pas quantitative (probablement en raison d’une formation
importante de dérivés N-acylisourées (B)), les taux de substitution en groupements CTA obtenus
sont assez élevés pour I'utilisation des composés obtenus comme macroagents RAFT. Deux types
de transurfs synthétisés dans ces conditions ont été par la suite employés lors des expériences de
polymérisation en miniémulsion du MMA : le DexN320CTA37 (t =20 et y = 3,7) et le DexNs.
20CTA75 (t =20 ety =7,5). Ces expériences de polymérisation sont détaillées dans le chapitre II de

cette partie.
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2. CARACTERISATION DES DERIVES DU DEXTRANE

2.1. CARACTERISATION PAR CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION
STERIQUE (SEC)

Le dérivé amphiphile DexN3.»0 ainsi que les transurfs DexN320CTA37 et DexN3.20CTA75 obtenus
ont été caractérisés par chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion de la lumicre
multi-angle (SEC-MALLS). Leurs traces SEC-MALLS ont été comparées a celle du dextrane natif
(DexT40) (Figure II- 11). Le DMSO contenant 0,1 M NaNOs a été utilisé comme éluant lors de
cette analyse. L’ajout de ce sel facilite la solubilisation des chaines amphiphiles analysées et permet
d’écranter les interactions hydrophobes. Cependant, comme on peut le voir sur la Figure II- 11, un
épaulement du coté des fortes masses molaires est visible pour tous les dérivés synthétisés, ce qui

semble suggérer que cette solubilisation n’est pas parfaite.

DexNj; 5,

DexT40

RI

10 12 14 16 18 20 22 24
Volume d'élution (ml)

Figure II- 11: Chromatogrammes SEC du dextrane natif (DexT40) et ses dérivés DexNszr et
DexN3tCTAY (Signal RI), dans le DMSO/NaNQOs (0,1 M) dn/dc=0,07 mL/g.

Les chromatogrammes obtenus des composés DexN3z puis DexN3CTA évoluent vers les faibles

volumes d’¢élution, ce qui témoigne de 1’augmentation du volume hydrodynamique des chaines
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polymeres par rapport a celui du dextrane initial (DexT40). Cette évolution du volume
hydrodynamique est cohérente avec I’augmentation du degré de substitution global (t + y) entre les
différents dérivés qui conduit a une augmentation des masses molaires des dérivés. Ainsi, plus la
quantité de chaines latérales greffées augmente plus les volumes d’¢lution de dérivés sont décalés

vers la zone de fortes masses molaires.

Par ailleurs, les masses molaires moyennes en nombre déterminées expérimentalement par SEC-
MALLS (M, exp) correspondent relativement bien aux masses molaires prévues par la théorie
(M,, +) (Tableau II- 3). L’absence de pics ou d’épaulements aux forts volumes d’élution suggére
que la méthode de purification utilisée est adéquate. Tout ceci témoigne de la non dégradation du

squelette de dextrane lors des réactions de modification qui ont conduit aux DexN3 et DexN3CTA.

Tableau II- 3: Caractéristiques des dérivés DexNst et DexN3tCTAy. Analyses SEC-MALLS
(DMSO/NaNQs 0,1M).

Dérivé Myg (g/mo)® M, ¢, (g/mol) ® M, o, (g/mol) D@

(0
DexT40 162 - 26 000 1,3
DexNa-20 190 30 500 27 000 1,5
DexN3-20CTA3;7 199 40 700 35 000 1,6
DexN3-20CTA7,5 210 42 700 46 600 1,9

(a) Masse d’une unité glucopyranose modifiée, calculée par I'équation My = Mpgx +ﬁMN3 +

I%OMCTA avec Mpgx , My,et Mcry les masses molaires d’une unité glucopyranose du DexT40 (162

g/mol), d’une chaine azoture hydrophobe (139 g/mol) et d’un groupement CTA (261 g/mol)
respectivement.

. . [ [ . — M .
(b) Masse molaire moyenne en nombre théorique calculée avec [I'équation M, ¢ = A;‘DEX My ou
DEX

M,, pgx correspond a la masse molaire moyenne en nombre du DexT40 évaluée par SEC-MALLS.
(c) Masse molaire évaluée par SEC-MALLS dans le DMSO/NaNOs (0,1 M) avec dn/dc=0,07 ml/g.
(d) Dispersité des chaines polyméres évaluée par SEC-MALLS dans le DMSO/NaNO;s (0,1 M).

2.2. ETUDE DES PROPRIETES TENSIOACTIVES DES DERIVES DexNs.t
ET DexNs;.tCTAy

Afin que les dérivés du dextrane synthétisés (DexNs.t et DexN3.TCTAy) puissent étre utilisés

comme stabilisants lors du procédé de polymérisation en miniémulsion du MMA, il est nécessaire
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de vérifier qu’ils présentent des propriétés tensioactives suffisantes. Le caractére tensioactif d’une
molécule caractérise sa capacité a diminuer la tension superficielle air/eau ou encore la tension
interfaciale entre une phase aqueuse et un solvant organique. Dans notre cas, seule I’interface air/eau
a été étudiée en utilisant la méthode de I’anneau de Noiily (voir Partie III, Paragraphe 5.4). Les
isothermes de Gibbs obtenues en tragant la tension superficielle des solutions aqueuses de plusieurs
dérivés en fonction de la concentration en chaines hydrophobes sont présentées dans la Figure 1I-
12. Différents dérivés tensioactifs DexN3.t (7 variant entre 9 et 27%) et transurfs DexN3.TtCTAy
(t= 20% et y= 3,7 ou 7,5) ont été¢ étudiés. Dans le cas des transurfs, la concentration en
groupements hydrophobes est évaluée par la contribution des deux types de groupements latéraux

(taux de substitution global égal a T + y).

101w A gy T
I, WX JRARANS
_ ': R ~>\<‘><
g S >
2 60 7 “\A é:' '~\~‘
g \\ :8 \\\'
8 \\A |‘ \\\s
: e T
2 50 - \‘r\:fl"é-_ * %
> & A& -
= T e,
g Dérivés DexNas-t A
Z * DexlNs Dérivés DexN3.TCTA
S 401 o DexN, e]glve;] eéT.Xr Y
¢ DexNj,.,, O DexIN3 1Az
A DexN; A DexN; 5)CTA; 5
30 T T T T T TT T T T T TT T T T T TT T ™

1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01

Concentration en chaine hydrophobe (mol/L)

Figure II- 12 : Evolution de la tension superficielle des solutions aqueuses des DexNs.t et
DexN3.tCTAYy en fonction de la concentration en chaines hydrophobes dans la phase aqueuse.
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Nous constatons que contrairement au dextrane natif (DexT40) qui ne présente aucune propriété
tensioactive, les dérivés DexN3.t et DexN3.TtCTAy sont capables de diminuer la tension de surface

de solutions aqueuses de ces dérivés. Plusieurs points importants sont a souligner:

= Les isothermes de Gibbs de dérivés du dextrane étudiés présentent le comportement typique
observé pour d’autres dextranes amphiphiles [15], [52] avec trois zones bien distinctes. Dans
une premiere zone (faibles concentrations), la tension de surface diminue tres lentement car
la quantit¢ des chaines amphiphiles en solution n’est pas suffisante pour saturer
completement 1'interface air/liquide. Au-dela d’une certaine concentration (caractéristique
pour chaque dérivé), I’interface est saturée en motifs hydrophobes adsorbés (deuxiéme
zone). La quantité de polymere en solution est alors suffisante pour stabiliser une interface
d'aire plus élevée. Ainsi, plus la concentration en chaines hydrophobes augmente, plus le
travail a fournir pour augmenter la surface du systeme diminue. La tension de surface varie
alors de facon linéaire avec le logarithme de la concentration. Une fois la concentration
critique atteinte, la tension de surface ne varie plus (troisieme zone). La concentration en
chaines amphiphiles libres reste constante et le travail a fournir pour augmenter la surface du

systeme ne peut plus €tre diminué.

= L'aptitude des différents dérivés a s'adsorber a l'interface air/solution aqueuse est caractérisée
par la pression de surface, c’est-a-dire par la réduction de tension de surface maximale par
rapport a la tension de surface de ’eau. Comme [’atteste la Figure II- 12, la pression de
surface des dérivés DexNs3.t augmente avec le taux de substitution en groupements

hydrophobes (7) ce qui est conforme aux observations de M. Laville [15].

* La contribution des groupements CTA a la diminution de la tension de surface semble faible
devant celle des chaines alkyle dotées de fonctions N3. Ainsi, 1’évolution de la tension de
surface des transurfs DexN320CTA37 (Tt +y = 23,7) et DexN320CTA75 (Tt +y = 27,5) est
similaire a celle du dérivé DexN3.o4, alors que le DexN3.o7 présente une pression de surface
un peu plus élevée. Ce comportement est peut €tre dii a la présence des groupements
thiocarbonylthio et cyano qui rendent les groupements CTA (-CO-(CH2)2-C(CH3)CN-S-
C(Phényle)=S) un peu plus polaires et moins hydrophobes que les chaines aliphatiques a 6
carbones portant des fonctions N3 (-CO-(CH2)5-N3).
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L’ensemble de ces résultats montre que les dérivés amphiphiles et réactifs DexN3;.tCTAy
synthétisés présentent bien des propriétés tensioactives et que celles-ci dépendent principalement de
la quantité de chaines alkyle N3 introduites sur la dorsale du dextrane. Ce caractere tensioactif
permettra leur utilisation future comme stabilisants lors de la polymérisation du MMA en

miniémulsion, comme nous le verrons dans le Chapitre II a suivre.

3. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Des macroagents RAFT multifonctionnels a base de dextrane (DexN3.tCTAy) ont été obtenus par
modification du dextrane en milieu homogene via deux étapes. Dans un premier temps, des chalnes
alkyle hydrophobes ont été greffées sur le dextrane par réaction avec un acide activé (obtenu a partir
de I’acide 6-azidohéxanoique) dans le DMSO. Ceci a permis 1’obtention de dérivés nommeés DexNs.
7. Dans un second temps, des groupements agents de transfert RAFT du type dithiobenzoate,
appelés CTA, ont aussi été introduits directement sur les DexN3.t par réaction avec 1’acide 4-cyano-
4 (phénylcarbonothioylthio)pentanoique, en présence du systeme catalytique EDC/DMAP.
Concernant ces syntheses et la caractérisation des produits obtenus, un certain nombre de points

peuvent €tre mentionnés :

= Pour chacune des étapes, les modifications effectives ainsi que les taux de substitution en
groupements hydrophobes (7) et réactifs (y) ont été validées et estimés par des analyses

RMN 'H.

= Pour la modification chimique permettant I’introduction des groupements réactifs RAFT, les
parametres influencant la réaction ont été étudiés. Malgré la faible efficacité de la réaction
(12% du taux théorique), 1l est possible de faire varier le taux en groupements CTA (y)
présents sur le polysaccharide entre 2 et 7,5%, en variant notamment le rapport agent

RAFT/OH résiduel du dextrane.

= Pour la synthese du DexN3.7CTAYy, nous avons volontairement limité y a 7,5% et fixé une
gamme pour T comprise entre 18-24% afin d’obtenir des dérivés amphiphiles hydrosolubles
du dextrane. De plus, nous avons pu vérifier que la dorsale du dextrane n’a pas été dégradée

au cours des différentes étapes des syntheses.
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4.

(1]

(2]

[10]

[11]

= Nous avons également constaté que les dérivés obtenus possedent des propriétés
tensioactives effectives et que ces propriétés dépendent surtout de la quantité de groupements

hydrophobes (N3) introduits, représentée par .

Les sites réactifs introduits sur le dextrane vont permettre de mener la polymérisation RAFT du
MMA en miniémulsion et de générer des greffons PMMA a partir de la dorsale dextrane
localisée a I’interface liquide/liquide. L’étude de cette polymérisation fait 1’objet du chapitre

suivant.
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CHAPITRE II

Apres avoir réalisé la synthese des transurfs DexN3.TCTAy et des stabilisants DexNs.t a partir du
dextrane, nous nous sommes fixés comme premier objectif de controler au mieux la polymérisation
RAFT du MMA en miniémulsion en employant ces dérivés. Cependant, avant d’effectuer la
croissance des greffons PMMA a partir des groupements réactifs des DexN3.tCTAy, les conditions
réactionnelles ont tout d’abord été mises au point en utilisant un agent de transfert RAFT modele
associé aux stabilisants DexNs.t. Ainsi, dans ce chapitre, les différents constituants du systeme de
polymérisation RAFT en miniémulsion seront tout d’abord sélectionnés grace a des études
préliminaires. Ces études nous ont permis de vérifier la stabilité de I’émulsion dans les conditions de
la polymérisation et de trouver la proportion adéquate d’huile a introduire dans le milieu réactionnel
pour favoriser 1’obtention d’une morphologie cceur-écorce. Les conditions de la polymérisation
RAFT du MMA ont ensuite été optimisé€es en utilisant un systeme modele, puis transposées pour la

polymérisation a partir des transurf DexN3.7CTAy.

1. SELECTION DES CONDITIONS EXPERIMENTALES POUR LA
POLYMERISATION RAFT DU MMA EN MINIEMULSION

1.1. FORMULATION ENVISAGEE

Comme évoqué dans 1’étude bibliographique (voir Partie I, Paragraphe 4.3.1), la polymérisation
RAFT met en jeu un systeme de polymérisation radicalaire classique auquel est ajouté un agent

thiocarbonylthio. Cependant, dans notre cas, puisque nous avons choisi de mener une
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polymérisation en miniémulsion, il est nécessaire d’ajouter au systtme monomere/amorceur/agent
RAFT un stabilisant et un agent hydrophobe, indispensables pour assurer la stabilité des
nanogouttelettes/nano-objets durant la polymérisation. Le Tableau II- 4 présente 1’ensemble des
constituants utilisés dans notre étude pour mener la polymérisation RAFT du MMA en

miniémulsion.

L’AIBN a été choisi comme amorceur. Il s’agit d’un amorceur thermique souvent employé pour des
polymérisations réalisées entre 60 et 80 °C, et notamment des polymérisations RAFT [1]. A ces
températures, la formation des radicaux a partir de I’AIBN est suffisamment lente pour garantir le
bon déroulement de la polymérisation RAFT. De plus, dans le cas d’une polymérisation en
miniémulsion directe (huile-dans-eau, O/W), I’AIBN se localise dans la phase dispersée c’est-a-dire
au sein des gouttelettes de monomere, lieu o se déroule la polymérisation. Ceci permet alors de
réduire les phénoménes de nucléation homogene (c’est-a-dire de croissance des chalnes polymeres

dans la phase aqueuse) [2].

L’agent de transfert modcle, le dithiobenzoate de 2-cyano-2-propyle (CPDB), présente une structure
chimique similaire a celle des sites CTA présents sur les DexN3;.tCTAy et a déja été utilisé pour
controler efficacement la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion [3]-[5]. La nature
chimique de ces sites CTA a d’ailleurs été justifiée dans le chapitre I de cette partie. Dans les
expériences préalables ou le CPDB est utilisé comme agent RAFT, les DexNs.t, analogues aux
DexN3.7CTAy du point de vue de leurs propriétés tensioactives (voir Chapitre I, Paragraphe 2.2)
sont employés pour stabiliser les miniémulsions. Au contraire, dans les expériences ou les transurfs

DexN3.tCTAy ont été utilisés, ces derniers jouent le role de stabilisants et de macroagents RAFT.

Dans les deux cas, afin d’obtenir des NCs a cceur huileux, une huile a été mélangée au MMA dans la
phase organique du départ. Cette huile joue un double role : en plus de constituer le cceur huileux
des NCs finales, elle est également un agent hydrophobe (encore appelé co-stabilisant, voir Partie |

Paragraphe 3.2.1) qui permet de limiter le mirissement d’Ostwald.
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Tableau II- 4 : Constituants de la polymérisation RAFT en miniémulsion du MMA. Cas du systeme

modéele et du systeme en présence du transurf.

Composants Systeme modele Systeme transurf
(Homopolymérisation (Croissance de greffons PMMA a
du MMA) partir du dextrane)
H CHj
Monomere \c=c/
(MMA) / \
H COOCH,§
N
Amorceur \\\ NkNK
(AIBN) 4 =\
)
= (6]
= o
§ Agent o
20 | hydrophobe/cceur o
O huileux 0
& (M810) Structure basée sur la composition moyenne en acides gras (voir
] ;
é Partie I1I, Paragraphe 1)
CPDB DexN3;.tCTAy
Groupement R R=H
Agent de transfert o on é/i mo
gent de transfer RO
RAFT Ao~ }DR\ 0 n
)
Groupement Z
DexNs.T
D Groupement R
4 N
= s D)
= —Q DexN
< Tensioactif M\O% X3
2
]
Groupement Z
R=H N
% o>v D Structure simplifiée
Dorsale
Représentation Chaines dextrane
schématique du PMMA
polymeére obtenu GrefTons
PMMA
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1.2. ETAPES DU PROCEDE DE POLYMERISATION

Les différentes étapes et conditions utilisées pour la préparation de NCs sont décrites bricvement
dans la Figure II- 13. Quel que soit le systeme utilisé pour le contrdle de la polymérisation RAFT
(systeme modele CPDB/DexNs.t ou systeme transurf DexN3.tCTAy), les étapes sont les mémes : 1)
Préparation de I’émulsion par sonication, ii) dégazage pendant 45 minutes et iii) polymérisation
RAFT par amorgage thermique. Les protocoles sont détaillés dans la partie expérimentale (Partie III,

Paragraphe 3.1).

1) SONICATION

51% Amplitude -5W
T =0 °C (bain de glace)

Phase aqueuse 1 minute (pulsée 50%)

- ——— - —
.~ ———————

DexN.7* ou DexN3.7CTAy !
+ H,O Nanoémulsion
ii) DEGAZAGE

Phase organique Agitation magnétique

Faible flux d’azote

I
:
1
MMA + M810 +AIBN !
1
1

T =10-15°C

+ CPDB* i
45 minutes )
iii) POLYMERISATION

! Agitation magnétique
. T=80°C

1

' 3 -4 heures

NS _———— -

Figure I1- 13 : Etapes et conditions utilisées pour la polymérisation RAFT en miniémulsion du MMA.
*Cas du systeme modéle

136



CHAPITRE II : Polymérisation du MMA en miniémulsion a partir du transurf

1.3. CHOIX DU MS810 COMME AGENT HYDROPHOBE ET CEUR
HUILEUX DES NCS

Dans cette étude, nous avons utilisé, comme agent hydrophobe et cceur huileux des NCs, le Miglyol
®810 (M810) produit par CREMER Oleo GmbH & Co. KG (sa composition et ses propriétés
physico-chimiques sont données en détail dans la Partie III, Paragraphe 1). Des études précédentes
menées au LCPM [6], [7] ont montré que le M810 peut étre utilisé comme co-stabilisant pour la
polymérisation radicalaire du MMA en miniémulsion. Ceci a notamment été vérifi€ dans le cas
d’une ATRP réalisée a partir d’un inisurf dérivé du dextrane, porteur de groupements phénoxy et de

sites d’amorgage ATRP.

Compte-tenu de 1’application biomédicale envisagée pour les objets finaux, il convient de valider le
choix du M810 en vérifiant différents points : i) I’admissibilit¢é du M810 pour une application
biomédicale, ii) I’efficacité du M810 comme agent hydrophobe en présence des stabilisants DexN3.T
(systtme modele) et DexN3.tCTAy (systeme transurf) et iii) la possibilit¢ d’obtenir une

morphologie cceur-écorce.

1.3.1. Admissibilité pour une application biomédicale

Comme évoqué dans la partie 1 (paragraphe 2.6), les huiles riches en triglycérides
caprylique/caprique sont biocompatibles, biodégradables et bioassimilables [8]-[10]. Approuvées
par la FDA pour un usage clinique, elles sont largement utilisées en tant qu’excipients et vecteurs
dans de nombreuses formulations pharmaceutiques et cosmétiques [11]—[13]. Nous pouvons citer
par exemple leur utilisation 1) dans la nutrition parentérale [11], [12], ii)) comme agents facilitant la
pénétration de médicaments par voie percutanée, a travers la peau [14], ii1) comme émollients ou
constituants de la phase organique dans la formulation de produits cosmétiques destinés aux soins de
la peau, du corps et des cheveux [15], et plus récemment iv) pour augmenter la solubilité de divers
principes actifs lipophiles lors de la conception de vecteurs pour administrer des médicaments par
voie intraveineuse (paclitaxel [16], docétaxel [16], [17], fisetine [18], sorafénib [19] et plitidepsine

[20]).
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1.3.2. Role du M810 comme agent hydrophobe.

1.3.2.1. [Etude de la stabilité de la miniémulsion

Nous avons étudié la stabilité des émulsions O/W (MMA+MS810)/eau dans les conditions
opératoires de préparation des NCs (Figure II- 13) afin de vérifier I’efficacité du M810 comme co-
stabilisant. Comme les propriétés tensioactives des DexNs.t sont trés similaires de celles des
transurfs DexN3.7CTAy pour un méme taux de modification en groupements hydrophobes N3 (7)
(voir Chapitre I, Paragraphe 2.2) nous n’avons effectué cette étude de stabilité qu’avec les dérivés

DexNs.1.

Les expériences menées pour étudier la stabilité de la nanoémulsion du systéme modele ont consisté
a suivre la taille des nanogouttelettes au cours des différentes étapes mais sans effectuer la
polymérisation, c’est-a-dire en 1’absence d’AIBN et du CPDB. Pour chaque essai, nous avons utilisé
15 mL de phase aqueuse contenant du DexN3.20a 10 g/L, tandis que la phase organique contenait 1,1
mL de MMA et des proportions volumiques variables de M810 (10, 25 et 50 % vol. par rapport au
MMA). La distribution de taille des nanogouttelettes a été mesurée a 1’aide d’un granulometre laser
(voir Partie III, Paragraphe 6.3.1). Le diametre moyen en surface d[3 : 2] déterminé par 1’appareil a
partir de cette distribution a été utilisé comme diametre moyen des nanogouttelettes. La Figure II-
14 présente 1’évolution de ce diametre au cours du test de stabilité apres chaque étape du procédé :

sonication, dégazage, 1h et 3h de chauffage a 80 °C.

200
= 180 -
[<P]
§> €160 . CHAUFFAGE (80 °C)
g 2140 1 !
[«P]
Q120 ¢________ L
£s S Rl ettt
25100 3 T
g @ 30 _\ DEGAZAGE
60 | SONICATION
40
1 3
Temps (h)

Figure II- 14 : Evolution du diamétre moyen en surface des nanogouttelettes (d[3 : 2]) lors du procédé
de préparation des NCs. Miniémulsions préparées avec [DexNs] = 10 g/L. (phase aqueuse de 15 mL),
1,1 mL de MMA et différents ratios M810/MMA : (A) 10, (¢) 25 et (¢) 50 % vol..
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Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces expériences :

» La taille des nanogouttelettes formulées apres sonication augmente tres légerement avec la
quantité de M810 dans la phase organique. En effet, des diametres de 104, 106 et 115 nm ont
été obtenus pour des ratios M810/MMA égaux respectivement a 10, 25 et 50 % vol. Ceci
s’explique par I’augmentation du volume de phase organique par rapport a la phase aqueuse
quand la proportion de M810 augmente (le volume du MMA restant inchangé a 1,1 mL) et
surtout par I’augmentation du rapport massique phase organique/DexNs.t. Cet effet sera

discuté de facon approfondie dans le Paragraphe 1.3.2.2.

= Pour les trois expériences, le diametre reste inchangé lors du dégazage et pendant la période
de chauffage (qui simule la polymérisation). Il faut signaler que pour limiter la
déstabilisation du systeme dans ces expériences, tout comme dans celles de polymérisation,
le débit d’azote employé pour le dégazage a été ajusté pour étre faible et le milieu
réactionnel n’a été refroidi qu’a 10-15 °C lors de ce dégazage pour limiter 1’évaporation du
monomere. De fagon plus approfondie, les distributions de taille obtenues apres ’étape de
sonication ont été comparées a celles observées apres 3h de chauffage dans la Figure II- 15.
Ces superpositions confirment bien que la miniémulsion est une copie tres conforme aux

nanogouttelettes initiales.

Ces résultats montrent la capacité du M810 a contrebalancer la pression de Laplace qui tend a
faire diffuser le monomere des petites gouttelettes vers les grosses gouttelettes (voir partie I,
paragraphe 3.2.1) et donc a limiter le vieillissement de la miniémulsion par mirissement
d’Ostwald. Ceci est valide pour une large gamme des rapports volumiques M810/MMA (10-50
% vol.). 1l faut noter que cette stabilité de I’émulsion, valable dans les conditions expérimentales
utilisées, est également due aux propriétés stabilisantes des DexN3.t qui permettent d’éviter le
phénomene de coalescence des nanogouttelettes. C’est ce qui est d’ailleurs montré dans le

paragraphe suivant.
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Volume (%)

VYolume (%)

Apres avoir montré que le M810 assure bien son rdle de co-stabilisant (agent hydrophobe) dans les
expériences préliminaires menées avec les tensioactifs DexNs.t, une étude plus poussée de 1’étape
d’émulsification a ¢ét¢é menée afin d’étudier I’influence du rapport massique DexNs.t/phase
organique (DexN320/(MMA+MS810)) qui sera appelé par la suite o. Plusieurs miniémulsions
(MMA+MS810)/eau ont été préparées en utilisant une concentration constante de DexN3»o dans la
phase aqueuse (10 g/L) mais en faisant varier ce rapport a. Pour cela, nous avons modulé les
volumes de MMA (de 0,4 a 2,4 mL) et M810 (M810/MMA variant entre 10 et 100 % vol.) utilisés

dans la phase organique initiale. Ces études ont été réalisées en I’absence d’amorceur et d’agent

—_ = = =
S N A

1.3.2.2. Influence de la quantité de DexNs.t sur le diametre des

a) M810/MMA = 10% vol.

14
12 ..
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0,0 0,1 1,0 10,0
Taille des nanogouttelettes (um)
¢) M810/MMA = 50% vol.
\
‘ . .
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8
6 === 3 heures
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0,0 0,1 1,0 10,0
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nanogouttelettes.

b) M810/MMA = 25% vol.
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Figure II- 15: Distribution de tailles en
volume aprés sonication et en fin de ’essai de
stabilité (dégazage + 3 heures de chauffage a
80 °C). Miniémulsions préparées avec
[DexNs.20] = 10 g/L (phase aqueuse 15 mL), 1,1
mL de MMA et différents ratios M810/MMA :
a) 10, b) 25 et ¢) 50 % vol..
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RAFT pour ne pas mener une polymérisation. Nous avons ainsi pu étudier I’influence du ratio o sur
la taille initiale des nanogouttelettes au travers du d[3 : 2] (Figure II- 16). Chaque courbe est
représentative des phases organiques préparées a ratio volumique M810/MMA constant (10, 25, 50
et 100 % vol.). A titre d’informations complémentaires, les points correspondant aux conditions
précédemment utilisées pour mener les études de stabilité et pour lesquels le volume de MMA est de

1,1 mL, ont été encerclés sur la Figure 1I- 16.
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Figure II- 16 : Diametre moyen des nanogouttelettes (d[3 : 2]) des émulsions obtenues en dispersant
une phase organique de MMA et de M810 dans une solution aqueuse de DexN3.2 a 10 g/L, en fonction
du ratio massique tensioactif/phase organique (o). Chaque courbe correspond a un ratio volumique
MS810/MMA constant : (¢) 10, (H) 25, (A) 50 et (») 100 % vol..

Plusieurs observations peuvent étre faites :

= Le ratio massique o semble étre le parametre critique le plus important déterminant la taille
des nanogouttelettes obtenues apres 1’étape de sonication : quel que soit le ratio volumique
MS810/MMA, le diametre moyen des nanogouttelettes diminue lorsque I’on augmente a. Il
s’agit d’'un comportement classique déja observé dans notre équipe dans le cas des
miniémulsions styrene/hexadécane [21], acrylate de butyle/hexadécane [6] et MMA/MS810

[22] préparées en utilisant d’autres dérives amphiphiles du dextrane.

= Sion compare les différentes courbes obtenues et que I’on fixe une valeur de a constante, on

observe une légere augmentation de la taille des nanogouttelettes lorsque le ratio volumique
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M810/MMA passe de 10 a 100 % vol. Les densités volumiques du MMA et du M810 étant
identiques (0,94 g/mL), le volume total de phase organique est le méme a o constante quel
que soit le ratio M810/MMA bien que la teneur en M810 augmente avec ce ratio. Dans ces
conditions, la variation de d[3 : 2] peut étre expliquée par une augmentation de la viscosité
de la phase organique avec la proportion croissante de M810, qui rend plus difficile la
rupture des gouttelettes pendant 1’étape de sonication : la viscosité du M810 (~ 30 mPa.s a

20 °C) est en effet 50 fois supérieure a celle du MMA (0,6 mPa.s a 20 °C).

* La diminution des diametres moyens des nanogouttelettes atteint dans tous les cas une valeur
minimale qui n’évolue plus beaucoup au-dela d’un ratio o d’environ 13 % m. La valeur de
d[3: 2] est plus limitée par le procédé lui-méme que par les capacités émulsifiantes du
DexNs.20. De fait, pour des ratios o inférieurs a 13 % m, le tensioactif supplémentaire
accumulé a l’interface permet d’augmenter 1’aire interfaciale eau/phase organique ce qui
tend a réduire la taille des gouttelettes. Des études précédentes, réalisées avec des dextranes
modifiés par des groupements phénoxy, ont démontré que la quantité de polymere adsorbé a
I’interface eau/phase organique est constante et égale 4 environ 1 mg/m? lorsque o est
inférieur a une valeur critique (dans notre cas 13 % m.) [23]. Cependant, pour des quantités
de stabilisant supérieures (o > 13 % m), une taille minimale des nanogouttelettes est
observée car elles sont saturées a leur surface de DexN3.t. L’excédent de DexN3.t s’adsorbe
alors sur la couche de DexN3.7 déja localisée a la surface de la gouttelette ou reste en solution

sur la forme d’agrégats micellaires.

Pour conclure, cette étude nous a permis d’identifier les valeurs optimales de a qui ne conduisent
pas ou tres peu a la formation d’agrégats de stabilisant en solution. En effet, limiter leur quantité
permet de garantir que la polymérisation ait lieu quasi-exclusivement au sein des gouttelettes de
monomere et de limiter tout phénomene de nucléation homogene. Pour cela a doit, dans notre étude,
rester inférieur au ratio limite de 13 % m mais sa valeur doit étre suffisante pour obtenir des tailles
des nanogouttelettes proches de 100 nm. Ainsi les valeurs de a correspondants aux points encerclés
sur la Figure II- 16, c’est-a-dire égales a 13,2, 11,6 et 9,7 % m. pour des ratios volumiques
M810/MMA de 10, 25 et 50 % vol. respectivement, semblent donc adéquates pour réaliser la

polymérisation en miniémulsion du MMA. Ce sont ces conditions que nous utiliserons par la suite.
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1.3.3. Possibilité d’obtention d’une morphologie ceeur-écorce : Role du M810

comme cceur huileux de la NC.

Le processus d’¢laboration des NCs lors de la polymérisation peut étre subdivisé en trois périodes

qui différent par la constitution chimique nanogouttelettes/nano-objets (Figure II- 17).

* Période I (avant la polymérisation, t < 0): juste apres I’étape de sonication, les
nanogouttelettes sont constituées par le mélange binaire contenant le monomere et 1’huile

(MMA+M810). A ce stade, le MMA n’a pas encore polymérisé.

=  Période II (période polymérisation, 0 < t < tt') : une fois la polymérisation amorcée, du
PMMA est formé et les nanogouttelettes sont composées d’un systéme ternaire
(MMA+MS810+PMMA). Au cours de la polymérisation la concentration massique en M810
dans la phase organique reste constante tandis que le MMA est consommé au fur et a mesure

de I’avancement de la polymérisation pour former des chaines polymeres PMMA.

= Période III (fin de la polymérisation, t = tr): une fois la polymérisation achevée
(conversion en monomere totale), nous avons a nouveau un systeme binaire. Les nano-objets

sont alors composés du mélange polymere/huile (PMMA+MS810).

Periode I Periode II Periode I1I
Initiale Polymerisation Finale

MMA PMMA
g
*_g
5
§

MS810 MS810

Nanogouttelette =0 Polymérisation =t Nano-objet

O-G 8-

Figure II- 17 : Evolution de la composition des nanogouttelettes/nano-objets au cours du procédé de
préparation des NCs.

! tr temps final de la polymérisation qui correspond 2 une conversion totale en monomere.
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Le mélange liquide initial (MMA+MS810) (Période I) étant homogene (quel que soit le ratio
M810/MMA [6]), la séparation de phases entre le PMMA qui forme 1’écorce et 1’huile qui constitue
le cceur de la NC se produit au cours de la polymérisation (deuxieme période). Cette séparation de
phase se produit au-dela d’une certaine conversion en monomere qui dépend de la quantité du M810
initialement introduite. Cette ségrégation de phases n’est possible que si le polymére formé est
immiscible avec I’huile. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de la miscibilité¢ du
systeme binaire (PMMA+M810) pour nous assurer qu’une ségrégation de phases ait bien lieu au fur
et a mesure de I’avancement de la polymérisation. Cependant, il aurait été intéressant de déterminer
précisément a quelle conversion se produit cette ségrégation en étudiant les mélanges ternaires

(PMMA+M810+MMA). Faute de temps, cela n’a pas pu étre réalisé.

Pour étudier la miscibilit¢é du PMMA et du M&810, l'influence de la teneur en M&810 sur la
température de transition vitreuse (Ty) du PMMA dans le mélange binaire PMMA/M810 a été
évaluée par calorimétrie différentielle a balayage modulée (MDSC). Des mélanges PMMA/M810
contenant de 2 a 34 % m. d’huile ont été analysés en variant la température de -70 °C a 250 °C (voir
Partie III, Paragraphe 6.1). Les valeurs de Ty des différents mélanges étudiées sont données a la

Figure II- 18.
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Figure II- 18: Evolution de la T, du PMMA en fonction de la teneur massique en M810.

Une diminution de la Ty est observée quand la teneur en M810 augmente de 0 a 11 % m., ce qui

démontre 1’effet plastifiant du M810 sur le PMMA. Sur les thermogrammes (a, Figure II- 19), seule
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la température de transition vitreuse de PMMA est observée pour les mélanges M810/MMA
contenant moins de 11 % m. de M810, ce qui témoigne d’une miscibilité totale des deux composants
dans ces conditions. Au-dela de cette fraction massique en M810 (b, Figure II- 19), la T, ne diminue
plus et les thermogrammes comportent également un pic de fusion. La Tg de 77,5 °C correspond au
mélange homogene composé de 11 % m. du M810 dans le PMMA qui est amorphe. La seconde
phase ne contient que du M810 et est caractérisée par un pic de fusion vers -4 °C, qui correspond a

la température de fusion du M810 pur.

a) Mélange M810/PMMA (2% m. M810)
-0.0
g
:
i
g
: ; , , : , 04
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b) Mélange M810/PMMA (34% m. M810)
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Figure II- 19 : Thermogrammes MDSC (flux inversible) des mélanges PMMA/MS810 avec a) 2% m.
MS810 et b) 34% m. M810
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Ces résultats indiquent que la miscibilité du M810 et du PMMA est limitée a 11% m. en M810 et
donc qu’une ségrégation de phases se produit pour des mélanges contenant plus de M810. 1l est
donc envisageable de préparer des systémes coeur-écorce avec le systtme M810/PMMA pour des
teneurs de M810 supérieures a 11 % m. par rapport au PMMA. Ceci correspond a un ratio

volumique M810/MMA initial supérieur a 12 % vol.

2. POLYMERISATION DU MMA AVEC LE SYSTEME MODELE
DexNs.z/CPDB

Les résultats présentés précédemment nous ont permis de valider I’utilisation du DexN3.t comme
stabilisant et du M810 comme agent hydrophobe et huile non-miscible au PMMA lors de la
polymérisation en miniémulsion du MMA. Ce systéme permet d’obtenir des miniémulsions stables,

susceptibles d’étre polymérisées afin de préparer des nano-objets a morphologie cceur-écorce.

Dans cette section, les tests préliminaires de polymérisation du MMA en miniémulsion avec le
systtme CPDB/AIBN et les dérivés DexNs3.t comme stabilisants seront présentés Ces
polymérisations ont permis la synthése d’homopolymeres PMMA bien définis qui constituent au
final la couronne des NCs, recouvertes d’une surface de DexNs.t et emprisonnant du M810 au
centre de NCs. Au cours de ces expériences préliminaires, différents parametres ont été variés afin
de trouver les conditions optimales pour la polymérisation et les transposer aux expériences qui

seront menées avec le transurf.

2.1. POLYMERISATION RAFT DU MMA EN PRESENCE DU CPDB:
ETAT DE L’ART

Nous nous proposons ici de faire un rapide état de I’art sur la polymérisation RAFT du MMA en
présence du CPDB comme agent de controle, en examinant plus particulierement les conditions
expérimentales employées. Le Tableau II- 5 présente les travaux reportés dans la littérature pour des
systtmes de polymérisation en milieu homogene et hétérogene. Nous avons résumé les ratios

molaires [MMA]./[CPDB], et [CPDB]./[amorceur], ainsi que les températures de polymérisation,
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utilisés. Nous examinerons successivement le cas des procédés en masse, solution et suspension. Les
problématiques propres aux systemes de polymérisation en émulsion et miniémulsion ont été listées

par la suite.

Tableau II- 5 : Conditions de réaction utilisées dans la littérature pour la polymérisation RAFT du
MMA en présence du CPDB: rapports molaires [MMA]/[CPDB],, [CPDB]/[amorceur], et
température de réaction.

. [MMA], [CPDB],
o T [cPDB], [Amorceur],
k> ° 0,,, 500, ,1000 , , §50Q , ,2p00 0 2 4 6 8 10 Ref.
E(C)Iiijlii | I C 1T 1T 1T T )
M 60 b B IR L
X E T C I I Tr—1T 3 o
W80 S BEEE Lol
Sol. - o C— = ) CO T3
Sus. — — A !
o 70 l; [ . ] I J o 1 1 + | J [24]
P (N E— | ) C—r— T 1 @
60 | i : :
L 1 ! ! [3]
ME 720 [ ) C I~ 1T 1T 3
80 [25]

(a) Amorceur=AIBN.

(b) Agents dispersants= orthophosphate diacide de sodium et poly (méthacrylate de sodium).
(c) Amorceurs=AIBN ou KPS. Tensioactif=SDS

(d) Agent hydrophobe= Hexadécane

* Polymérisation en M : Masse, Sol. : Solution, Sus. : Suspension, E : Emulsion, ME : Miniémulsion

2.1.1. Polymérisations en masse, solution et suspension.

Si on s’intéresse tout d’abord au ratio [MMA]«/[CPDB],, la polymérisation RAFT du MMA en
présence du CPDB a pu étre controlée de fagon satisfaisante en solution [27], en masse [24], [25],

[26] et en suspension [24], pour des rapports molaires [MMA]/[CPDB], variant de 100 a 1700.
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Ceci a permis aux auteurs de produire des PMMA avec de faibles dispersités, sur une large gamme

de masses molaires.

Plusieurs auteurs ont d’ailleurs fait une estimation de la constante de transfert apparente (Cy,-)? du
CPDB au MMA dans des systemes de polymérisation en masse. Des valeurs de 8 [24], 15 [25] et 13
[27] ont été estimées. D’apres la modélisation cinétique de Miiller et Litvinenko [30], [31] ces
valeurs de constante de transfert sont assez élevées pour permettre un bon contrdle des grandeurs
macromoléculaires au cours de la polymérisation (voir partie I, paragraphe 4.3.3.1). De plus, il a été
montré que le CPDB est presque completement consommé deés le début de la polymérisation
(conversions en monomere inférieures a 20%) [27], ce qui favorise 1’obtention des distributions de

masses molaires étroites.

Aucun effet de retard n’a été reporté pour les systémes en masse, en solution et en suspension. La
concentration en CPDB ne semble pas influencer la cinétique de polymérisation par rapport a celle
d’un systeme sans CTA. En revanche, comme on pouvait s’y attendre pour une polymérisation
radicalaire controlée, 1’autoaccéleration par effet de gel typiquement observée dans un systeéme
radicalaire conventionnel en masse, est moindre en présence du CPDB. Enfin, plus la concentration
en CPDB augmente, plus les masses molaires visées sont faibles et coincident avec les masses

molaires théoriques.

2.1.2. Polymérisations en émulsion et miniémulsion

Au cours de ces polymérisations en milieu hétérogene, seul le SDS a été utilis€é comme stabilisant.
Cependant, la concentration de SDS nécessaire pour assurer une bonne stabilité colloidale des
systemes initiaux (7,5-26 g/L) est trés supérieure (jusqu’a 20 fois) a celle utilisée dans les
polymérisations radicalaires conventionnelles du MMA en émulsion et en miniémulsion [28].
L’AIBN et le KPS sont deux amorceurs qui ont €té testés pour la polymérisation du MMA en

émulsion. Tandis que le KPS permet d’obtenir des émulsions stables, I’AIBN provoque la perte de

2 La constante de transfert apparente est calculée en considérant que la réaction de consommation de I’agent de transfert
moléculaire, ici le CPDB, (premier équilibre du mécanisme RAFT) est irréversible, autrement dit C_;,- = 0 (voir Partie I,
paragraphe 4.3.3.1)

Kadd Pn—S._. S—R Kg_

. — _ .  Pn—S S R.
Pn" + SYS R = Xc; Y Xg \( +

Z z z
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stabilit¢ colloidale. Aussi ’AIBN etle KPS peuvent étre tous les deux employés pour la
polymérisation en miniémulsion du MMA, a condition d’ajuster la quantité du tensioactif employée

pour maintenir la stabilité colloidale du systéme pendant toute la polymérisation[4].

Tous les travaux de polymérisation RAFT en miniémulsion cités dans le Tableau II- 5 reportent
I’emploi de ’HD en faible proportion (entre 0,5 et 7 % vol. par rapport au MMA) comme agent
hydrophobe. A notre connaissance, I’'utilisation du M810 lors d’une polymérisation RAFT en
miniémulsion n’a jamais été relatée. De fait, il n’a été utilisé qu’a quelques occasions lors de
polymérisations radicalaires en miniémulsion [32]-[35] et plus récemment par notre équipe pour

mener des ATRP du MMA en miniémulsion [6], [7].

Dans le cas de la polymérisation en émulsion, la stabilité colloidale est influencée par la masse
molaire visée du PMMA [28]. Une perte de stabilité colloidale a par exemple été obtenue lorsque les
masses molaires visées sont faibles ((MMA]./[CPDB], =100), si bien qu'aucun contréle de la
polymérisation n'est possible. Pour des masses molaires plus élevées ((MMA]./[CPDB], = 800),
I’émulsion est stable mais de larges distributions massiques sont obtenues aux fortes conversions (D
~ 1,6). A des ratios [MMA]./[CPDB], intermédiaires (200 et 400), les problemes de stabilité
colloidale ne sont pas completement éliminés et une faible proportion de coagulum est
régulierement obtenue. Cependant, la polymérisation est mieux contrdlée et les dispersités obtenues
dans ce cas sont inférieures a 1,3 en fin de polymérisation. La polymérisation en miniémulsion,
quant a elle, a permis 1’obtention de chaines PMMA aux parametres macromoléculaires relativement
controlés pour des ratios [MMA]./[CPDB], compris entre 100 et 600. Dans ces cas, la formation
d’un coagulum n’est pas reportée, méme si une démixtion est parfois observée en surface de la

miniémulsion en début de la polymérisation.

Les températures de polymérisation utilisées sont souvent comprises entre 60 et 80 °C. L’effet de la
température a uniquement €té étudié€ dans le cas de la polymérisation du MMA en miniémulsion par
Yang et al. [3]. Ils ont observé une diminution de 1’effet de gel aux fortes conversions et un meilleur
controle pour une polymérisation conduite avec [MMA]./[CPDB], = 192, [CPDB]/[KPS], =5, en

augmentant la température de 60 °C a 80 °C.

Enfin, un effet de compartimentalisation de la polymérisation du MMA en miniémulsion en

présence de CPDB a été décrit [3]. En effet, pour de faibles conversions, la cinétique de
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polymérisation est similaire a celle d’une polymérisation en masse réalisée dans les mémes
conditions. Cependant, au-dela d’une certaine conversion, la vitesse de réaction de polymérisation
en miniémulsion augmente par rapport a celle du systeme en masse. Cette augmentation est d’autant
plus marquée que la taille des nanogouttelettes diminue (de 120 a 89 nm), toutes conditions égales
par ailleurs. L’interprétation proposée est qu’a faible conversion les radicaux issus du CPDB ainsi
que les radicaux monomeres peuvent probablement s’échanger entre les nanogouttelettes a cause de
leur petite taille. Cependant, une fois que tout I’agent RAFT s’est transformé en especes dormantes,
la diffusion du CTA d’une nanogouttelette a I’autre n’est plus possible. De méme, la diffusion des
radicaux monomeres est réduite a forte conversion en monomere, a cause de la forte viscosité au

sein des objets.

2.1.3. Conclusion

Pour conclure, la polymérisation RAFT du MMA a déja pu étre contrdlée en présence du CPDB
comme agent de transfert RAFT. Elle a déja été réalisée en solution, en masse, en dispersion, en
émulsion et en miniémulsion et a conduit a la fabrication de PMMA de faibles dispersités, sur une
large gamme de masses molaires. Le rapport [CTA]./[amorceur], normalement suggéré par la
littérature pour une polymérisation RAFT est de 10, voire supérieur [1]. Cependant, un bon controle
de la polymérisation RAFT du MMA en milieu homogene et hétérogene a été obtenu avec des ratios
moins importants, variant entre 2 et 10. Aucun effet de retard n’a été reporté pour les
polymérisations en masse, en solution et en suspension tandis qu’un effet de compartimentalisation
a été mis en évidence pour les polymérisations en miniémulsion. La stabilité colloidale semble étre
I’un des problémes majeurs dans la mise en ceuvre de la polymérisation RAFT du MMA en milieu
hétérogene. Cette problématique est cependant moindre en miniémulsion qu’en émulsion. I faut
également signaler que la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion avec le CPDB comme
CTA n’a jamais ¢€té réalisée en utilisant un polysaccharide amphiphile (DexNs3.t) comme stabilisant

ou avec une huile biocompatible (M810) comme agent hydrophobe.
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2.2,

MISE AU POINT DES CONDITIONS DE POLYMERISATION

Afin d’optimiser le contrdle de la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en présence de

CPDB, I’effet de différents parametres tels que la température, la concentration en agent RAFT et la

teneur en M810 dans la phase organique a été étudié. Pour ce faire, un certain nombre d’études

cinétiques ont été réalisées (voir Partie III, Paragraphe 3.1.1). Pour chaque expérience, les analyses

effectuées sont les suivantes :

Détermination du taux de conversion par gravimétrie (voir Partie III, Paragraphe 3.1.1).

Mesure de la distribution de la taille des nanogouttelettes/nano-objets présents dans le
systeme a 1’aide d’un granulometre laser (voir Partie III, Paragraphe 6.3.1). Comme pour les
essais de stabilité, le diametre moyen en surface (d[3 : 2]) estimé par 1’appareil a été utilisé
comme diametre moyen. Nous ne montrerons pas ici les distributions de taille obtenues mais
nous donnerons les valeurs des Span calculées par le granulometre laser grace a 1’équation
II- 3. Dans cette équation, d[0,1], d[0,5] et d[0,9] représentent les diametres de particules en
dessous desquels se trouvent respectivement 10, 50 et 90 % du volume total des particules de

I’échantillon.

d(0,9) — d(0,1)
d(0,5)

II- 3

Span =

Le Span peut étre utilisé comme indicateur de la largeur de la distribution de taille des objets.
Idéalement sa valeur devrait étre la plus petite possible et inférieure a 1 (Span = 0 correspond
a un échantillon parfaitement monodisperse). Néanmoins, des valeurs de Span jusqu’a 1,5

refletent une distribution de taille relativement étroite.

Estimation de la distribution massique et des masses molaires moyennes en nombre (M,,) des
homopolymeres PMMA grace a des analyses SEC-MALLS dans le THF (voir Partie III,
paragraphe 5.3). Les masses molaires théoriques (M,, ,,) seront calculées grice a I’équation

II- 4 avec Mppp = 221g/mol, Myma = 100 g/mol et x la conversion.

i II1- 4

[MMA],
nth Mmmax

= Mcppp + e
CPDB [CPDB]O
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Les ratios molaires [CPDB]./[AIBN],, [MMA]o/[CPDB], ainsi que le rapport volumique
MS810/MMA peuvent varier d’'une expérience a 1’autre. En revanche, dans tous les cas, la phase

aqueuse de 15 mL contenait du DexN320 a 10 g/L, et la phase organique, 1,1 mL de MMA.
2.2.1. Influence de la température

Nous nous sommes basés sur les travaux référencés dans la littérature et discutés précédemment [3]
pour choisir un premier ensemble de conditions expérimentales: [MMA]./[CPDB], = 195,
[CPDB]«/[AIBN], = 3, M810/MMA = 10% vol. (o = 13,2% m.)>. La polymérisation a été étudiée a
70 °C et a 80 °C. Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau II- 6, tandis que les
évolutions de la conversion et du In([M]o/[M]¢) en fonction du temps sont présentées dans la Figure

II- 20.

Tableau II- 6 : Influence de la température de polymérisation sur les caractéristiques des PMMA et des
objets obtenus avec [MMA]/[CPDB], = 195, [CPDB]/[AIBN], = 3, [AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA =
10 % vol., [DexNs.»] = 10 g/LL (Phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA.

Exp T x® Temps M,,"» M,° D9 Taille Taille Teneur
°C) (%) (min) (e/mol)  (g/mol) initiale®  finale® en solide
(nm) (nm) (% m.)
MOD-1 70 84 363 16600 20000 1,06 101 109

(1,15) (1,22)

100 108

MOD-2 80 100 300 19700 20300 1,11
(1,51) (1,24)

(a) Conversion estimée par gravimétrie.
(b) Calculées grdce a I'équation II- 4, voir page 151.
(c) Obtenues par SEC-MALLS dans le THF avec dn/dc = 0,087 mlL/qg.

(d) Diamétre moyen en surface (d[ 3:2]) des gouttelettes, mesuré par granulométrie laser apres
dégazage et en fin de polymérisation. Valeurs de Span données entre parenthéses et obtenues par
granulométrie laser grdce a I’équation II- 3, voir page 151.

Le In([M]«/[M];) croit linéairement avec le temps jusqu’a 82 % de conversion quelle que soit la

température de I’expérience. Ceci indique que la concentration des especes actives en croissance

3 Pour rappel (voir paragraphe 1.3.2.2) a= % m. de DexNs.y/phase organique
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reste pratiquement constante pendant la période de temps correspondante. Si I’on considére les
distributions massiques des polymeres observées par SEC-MALLS (Figure II-21), on peut voir

que les pics monomodaux évoluent vers les faibles volumes d’¢lution au fur et 2 mesure de la
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Figure II- 20 : Evolution de la conversion et du In([M]«/[M]) en fonction du temps : polymérisations
RAFT du MMA en miniémulsion réalisées a (¢) 70 °C et (o) 80 °C avec [MMA]o/[CPDB]Jo = 195,
[CPDB]Jo/[AIBN]o = 3, [AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol., [DexNs.] = 10 g/L, (Phase
aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA.

polymérisation. Cependant, un léger épaulement est visible du c6té des fortes masses molaires pour
des conversions supérieures a 70 % quelle que soit la température de la polymérisation. Ceci
pourrait étre le témoin de réactions de terminaison irréversibles conduisant a la recombinaison de
chaines de polymeres a forte conversion, ce qui entrainerait I’accumulation de chaines mortes de
masse molaire plus élevée. Cependant, cette explication est peu satisfaisante puisque le mode de
terminaison prépondérant de la polymérisation radicalaire du MMA est la dismutation (67% et 73%
respectivement a 25 °C et 60°C [36]). En s’appuyant sur les travaux de Johnston et al. [26] qui
traitent de 1’effet de la longueur des chaines PMMA sur les coefficients de terminaison de la
polymérisation RAFT du MMA, on peut dire qu’en fin de polymérisation RAFT, lorsque la
viscosité du milieu est importante, les réactions de terminaison et d’addition deviennent contrdlées
par diffusion des macroradicaux de grande longueur. Au contraire, I’étape de propagation est moins
affectée par la viscosité du milieu. Ainsi, les macroradicaux consomment rapidement du monomere
pour donner des macroradicaux plus longs mais sans une régulation efficace par le mécanisme
d’addition-transfert réversible. Ceci conduit a une perte partielle du contrdle de la polymérisation et

a un élargissement de la distribution des masses molaires.
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a) 70 °C b) 80 °C
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Figure II-21: Evolution des chromatogrammes
82% (80°C)—47 \¢ 83% (70°C) SEC-MALLS (THF) obtenus pendant des

¢/ \ polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion
réalisées a a) 70 °C et b) 80 °C, avec
[MMA]o/[CPDB]Jo = 195, [CPDB]Jo/ [AIBN]o = 3,
R [AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol.,
68% (30°C) \\/70% (70°C) [DexNs.20] = 10 g/L (Phase aqueuse 15 mL) et 1,1

\ mL de MMA.

Signal RI

16 17 18 19 20 21
Volume d'élution (mL)

Cependant, malgré la présence de cet épaulement, 1’évolution linéaire des masses molaires en
fonction de la conversion, les faibles dispersités obtenues (inférieures a 1,2 tout au long de la
réaction) et le bon accord entre les masses molaires expérimentales et les prédictions théoriques
(ligne pointillée) (Figure II- 22) témoignent du contrdle de ces polymérisations. Les masses molaires
théoriques ont été calculées en négligeant la proportion des chaines polymeres issues de 1’amorceur,
selon I’équation II- 4 et malgré le faible ratio [CPDB]./[AIBN], = 3. Ces résultats démontrent que la
faible quantité de CPDB introduite est suffisante pour controler la polymérisation RAFT du MMA
en miniémulsion dans les conditions étudiées, ce qui confirme les résultats relatés dans la littérature

(voir paragraphe 2.1).
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Figure II- 22 : Evolutions des M,, (symboles pleins) et des P (symboles creux) en fonction de la
conversion. Polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion réalisées a (¢) 70 °C, (o) 80 °C, avec
[MMA]o/[CPDBJo = 195, [CPDB]Jo/ [AIBN]o = 3, [AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol.,
[DexNs.9] = 10 g/ (Phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA. Les lignes pointillée et pleine
correspondent aux M,,_,, calculées selon ’équation II- 4 avec des ratios [MMA],/[CPDB], de 195 et
216, respectivement.

La légere déviation positive des masses molaires expérimentales par rapport aux valeurs théoriques
que I’on peut observer pour chaque conversion, peut traduire une efficacité du CPDB inférieure a
100%. Un ratio [MMA]/[CPDB], = 216 (ligne pleine, Figure II- 22) donne le meilleur ajustement
des données expérimentales et on peut alors estimer 1’efficacité du CTA a 90%. 1l faut aussi noter
que, contrairement au MMA et a ’AIBN qui ont été purifiés avant leur utilisation, le CPDB a été
utilisé tel quel. Des impuretés résiduelles peuvent fausser la valeur de la quantité réellement
introduite dans le milieu réactionnel et conduire a une sous-estimation du ratio [MMA]./[CPDB],.
Ceci pourrait aussi expliquer I’écart entre les données théoriques et expérimentales. D’ailleurs, les
agents de transfert RAFT de type dithiobenzoate sont plus sensibles a 1’hydrolyse par rapport a
d’autres types d’agent de transfert [1], ce qui pourrait aussi conduire a une diminution de la quantité

d’agent RAFT disponible pendant la polymérisation.

Comme attendu dans le cas d’une polymérisation radicalaire, la vitesse de polymérisation augmente
avec la température de 70 a 80 °C (Figure II- 20). Ceci est di a ’augmentation de la constante de
propagation de la polymérisation. Une période d’inhibition d’environ 30 minutes est cependant

observée pour I’expérience a 70 °C. Si des périodes d’inhibition sont souvent reportées pour la
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polymérisation RAFT en présence des agents de transfert de type dithiobenzoate [1], cela ne ’a
jamais été dans le cas du CPDB utilisé pendant la polymérisation RAFT du MMA (voir page 147).
Dans notre cas, ce retard a la polymérisation pourrait traduire un effet cinétique de ’agent RAFT ou
tout simplement la présence d’oxygeéne résiduel dans le milieu réactionnel, au début de la
polymérisation. Cependant, malgré plusieurs expériences réalisées dans les mémes conditions, nous
avons toujours observé la méme période d’inhibition. Ainsi, cette inhibition est probablement due a
la présence du CPDB dans le milieu réactionnel. A 70 °C, 1’équilibre de la RAFT nécessite plus de
temps a se mettre en place a cause d’'une décomposition plus lente de I’amorceur dans ces conditions
(ti2 aBN=6,3 heures vis-a-vis ti2 asn=1,9 heures a 80 °C). La superposition de chromatogrammes
SEC-MALLS des homopolymeres obtenus aux différentes températures mais a des conversions
similaires (Figure II-21, c¢) montre que la température n’a pas une influence significative ni sur le

contrdle ni sur la distribution massique des PMMA synthétisés.

Enfin, nous avons vérifi€ la stabilité des miniémulsions et suivi I’évolution de la taille des
nanogouttelettes/nano-objets pendant la polymérisation. La courbe issue des essais de stabilité a 80

°C est aussi tracée pour comparaison (Figure II- 23).
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Figure II- 23 : Evolution du diamétre moyen en surface des nanogouttelettes/nano-objets (d[3 : 2]) au
cours des différentes étapes du processus de préparation des NCs et au cours de la polymérisation.
Polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion réalisées a (¢) 70 °C, (o) 80 °C, avec
[MMA]o/[CPDBJlo = 195, [CPDB]Jo/ [AIBN]o = 3, [AIBN]o = 12,6 mM, M810/MMA= 10 % vol.,
[DexNs.20] =10 g/L (Phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA. L’essai de stabilité a ratio M810/MMA
de 10% vol. est donné comme référence (A ), (voir Figure II- 14, page 138).
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Le diametre moyen en surface (d[3 :2]) des nanogouttelettes/nano-objets demeure pratiquement
invariant tout au long de la préparation des nano-objets, ceci pour les deux températures étudiées.
Les distributions de tailles sont assez étroites comme [’attestent les valeurs de Span toujours
inférieures a 1,5 (voir Tableau II- 6). Dans le cas de I’expérience a 80 °C, on note cependant la
présence d’un agrégat apres sonication qui explique 1’évolution des Span obtenus au fur et a mesure
de la polymérisation. De plus, aucun des problemes de stabilité mentionnés dans la littérature
(formation d’une couche liquide a la surface de 1’émulsion ou d’un coagulum au fond du réacteur)

n’a été observé.

Les conditions choisies permettent donc une polymérisation relativement contrdlée, tout en assurant
une bonne stabilité du systeéme et la production d’objets ayant un diametre moyen de 108 nm avec

un teneur en solide de 8 % m.

Au vue de l’ensemble de ces résultats, nous avons choisi de réaliser toutes les futures
polymérisations suivantes du MMA a 80 °C pour des raisons pratiques : la conversion obtenue est

plus élevée pour la méme durée de polymérisation.

2.2.2. Influence de la concentration en CPDB

Nous venons de montrer que la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en présence du
CPDB peut étre contrélée jusqu’a 82% de conversion. Ce caractere controlé nous permet alors
d’envisager de faire varier le degré de polymérisation moyen en nombre (X,,). Pour rappel, dans le
cadre de ce projet, varier le X,, permet d’envisager de préparer des NCs ayant des écorces PMMA
d’épaisseur variable. Le X,, peut étre ajusté en variant le ratio [MMA]o/[CPDB], qui fixe la longueur
des chaines a une conversion donnée a condition que la contribution de ’amorceur a la création des
chaines soit négligeable (équation II- 4, p. 151). On peut également envisager de fixer le ratio
[MMA]./[CPDBJ, et de stopper la réaction a différents taux de conversion. Cependant, dans le cadre
de I’application biomédicale visée, la premiere méthode semble la plus convenable afin de réduire
au minimum la quantit¢ de monomere résiduel a I’intérieur des objets finaux. C’est pourquoi nous
avons cherché a varier la concentration en CPDB dans la phase organique, et tout particulierement a
étudier ’impact de cette variation sur le controle de la polymérisation RAFT. Pour ce faire, deux
nouvelles expériences a des ratios [MMA]./[CPDB], de 86 et 295 ont été réalisées en gardant

constante la concentration en AIBN (12,6 mM) mais en faisant varier le rapport [CPDB]/[AIBN],
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d’une expérience a 1’autre (Tableau II- 7). Une polymérisation radicalaire conventionnelle (notée PR
dans le Tableau II- 7) du MMA en miniémulsion (en absence du CPDB) avec la méme
concentration en amorceur a également été menée afin d’étudier I’influence du CTA sur la cinétique

de polymérisation.

Tableau II- 7 : Influence de la concentration en CPDB sur les caractéristiques des PMMA et des objets
obtenus a 80 °C avec [AIBN] = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol., [DexNs.5] = 10 g/L. (Phase aqueuse
de 15 mL) et 1,1 mL de MMA. PR correspond a un essai réalisé en absence de CPDB. La teneur en
solide est dans tous le cas de 8 % m..

(a) M (b) M.© Taille Taille
[MMA], [CPDB], x Temps n th n

Exp ! P© initiale® finale@
[CPDB], [AIBN]y (%) (Min)  (gmmel) (g/mol)

(nm) (nm)
102 111

MOD3 86 7,7 86 241 7 600 8500 1,03 (1,49) (1,41)
100 108

MOD2 195 3,0 100 300 19 700 20300 1,11 (1,53) (1,10)
98 109

MOD4 295 2,2 96 180 28 500 28300 1,16 (1.25) (0,94)
PR - - 93 20 - - - oo o

(0,80) (1,24)

(a) Conversion estimée par gravimétrie.
(b) Calculées grdce a I'équation II- 4 (voir page 151).
(c) Obtenues par SEC-MALLS dans le THF avec dn/dc = 0,087 mL/qg.

(d) Diamétre moyen en surface (d[ 3:2]) des gouttelettes, mesuré par granulométrie laser apres
dégazage et en fin de polymérisation. Valeurs de Span données entre parenthéses et obtenues par
granulométrie laser grdce a I’équation II- 3, voir page 151.

Les études cinétiques présentées dans la Figure 1I- 24 mettent en évidence un effet de retard dans le
cas du systeme en miniémulsion. En effet, plus la concentration en CPDB est importante (masses
molaires visées plus petites), plus la polymérisation est ralentie, la vitesse de réaction étant dans tous
les cas inférieure a celle d’un systéme sans CTA (Figure II- 24, a). On rappelle qu’aucun effet de la
concentration en CPDB sur la cinétique de polymérisation n’avait été observé pour les systémes en
masse et en suspension du MMA [24], [26]. Mais ce retard a la polymérisation avait déja été observé
par Shim et al. [37] lorsqu’ils avaient étudié la polymérisation RAFT du MMA en émulsion avec de

I’acide 4-[(benzoylthiocarbonyl)sulfanylméthyl]benzoique utilisé comme agent de transfert RAFT;
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et par Ma et al. [38] lors de la polymérisation RAFT du MMA en microémulsion en présence de
I’acide 2-[(carboxy-isopropylthiocarbonyl)sulfanyl]-2-méthyl propanoique employé comme agent
de transfert. Par ailleurs, a la lecture de nombreux articles dans la littérature cet effet de retard
semble étre inhérent aux systtmes RAFT en miniémulsion et étre 1ié a la compartimentalisation du
systeme au sein des gouttelettes de monomere, contrairement au cas d’une polymérisation RAFT en
masse. Une des hypotheses proposées dans la littérature est qu’a faible conversion, les radicaux R’
issus de I’agent RAFT puis les oligoradicaux qui commencent a se former au sein de
nanogouttelettes/nano-objets (siege de la polymérisation) peuvent migrer hors de ces objets assez
facilement a cause de leur petite taille, entrainant une diminution de la concentration en radicaux a
I’intérieur des particules et donc de la vitesse de polymérisation [39], [40]. Cet effet retard serait
donc plus marqué a forte concentration en agent de transfert RAFT puisque les radicaux en
croissance a faible masse molaire seraient présents sur une plus longue période de polymérisation
(les masses molaires de polymeres synthétisés diminuent pour la méme conversion en monomere a
plus faible ratio [MMA]./[CPDB],). Il est aussi proposé que les radicaux migrant dans la phase
aqueuse, peuvent y subir des réactions de terminaison alors que les radicaux qui rentrent dans une
particule peuvent a leur tour réagir avec les radicaux intermédiaires issus de I’équilibre RAFT. Ces
deux réactions secondaires peuvent également contribuer a 1’effet de retard observé sur la

polymérisation en miniémulsion [39].

a) b)
1,0 - A ° 4 -
A 2_
| ° TS R? = 0,995
0.8 ;.
£ =
= 0,6 =
7] = 2
§ e S 2] R?=0,990
504 1 (cppB], =
© . E 1
021 A = R? = 0,965
0,0 . T T 1 0 T T 1
0 100 200 300 0 100 200 300
Temps (min) Temps (min)

Figure II- 24: Evolution de la conversion (a) et du In([M]/[M]) (b) en fonction du temps :
polymérisations RAFT du MMA réalisées a 80 °C avec [MMA]/[CPDB], : (¢) 86, (®) 195, (A) 295,
[AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol., [DexN3.2] = 10 g/L. (Phase aqueuse de 15 mL) et 1,1 mL
de MMA. Polymérisation en absence de CPDB pour comparaison ().
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Si a premiere vue on peut penser qu’un effet d’inhibition est aussi présent (Figure II- 24, b), celui-ci
ne présente pas la tendance attendue. En effet, la période d’inhibition n’est pas d’autant plus
marquée que la concentration en CTA dans le milieu augmente. De plus, dans la présente étude, la
concentration intermédiaire en CTA utilisée ([MMA]./[CPDB], = 195) n’entraine pas ce
phénomene. Ainsi, ceci nous laisse penser que les périodes d’inhibition observés dans les cas
[MMA]./[CPDB], = 86 et 295 sont plutot dus a un dégazage partiel de la miniémulsion,
contrairement a ce que nous pensions au paragraphe 2.2.1 précédent. Des points supplémentaires

dans la premiere période de la polymérisation seraient nécessaires pour vérifier ces hypotheses.

Concernant les masses molaires, un bon contrdle est observé quel que soit le ratio [MMA]./[CPDB],

utilisé (Figure II- 25). Les masses molaires évoluent linéairement avec la conversion et les

dispersités restent toujours inférieures a 1,2.

30000 2
4
AT h e
25000 - o g
’I
’ s 1,7
20000 - < e 8
= ’ Pld - 1,6
g I’ ‘ /”
] €—4A, PR L
£ 15000 i - 15D
et . - - 1.4
= ’ - >
< 10000 - I
Vs g ’ r 1,3
I’ ’/" ’ —————— | 12
5000 A ®_----"" A Al
’:’:A——? ———— o > (o] 01,1
O .gl—’l’ °I T °AI T T T °| 1
0,0 0,1 02 03 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Conversion

Figure II- 25: Evolutions des M, (symboles pleins) et des P (symboles creux) en fonction de la
conversion : polymérisations RAFT du MMA réalisées a 80 °C avec des ratios [MMA]/[CPDB], de (¢)
86, (e) 195, (A) 295, [AIBN] = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol., [DexNs.20] = 10 g/L. (Phase aqueuse
de 15 mL) et 1,1 mL de MMA. Les lignes pointillées correspondent aux droites théoriques calculées
grice a I’équation 11- 4.

Malgré ces faibles dispersités, un épaulement au niveau des fortes masses molaires est encore une
fois décelable en raison de I’effet de gel (voir plus haut, section 2.2.1), sauf pour 1I’expérience menée

a plus forte concentration en CPDB ([MMA]./[CPDB], = 86) (a, Figure 1I-26). Cependant dans ce
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dernier cas, un léger épaulement au niveau des faibles masses molaires est visible a partir de 68% de
conversion et est probablement le résultat de réactions de transfert irréversible. Comme observé
précédemment (paragraphe 2.2.1), les M, sont toutefois légérement supérieures aux prédictions
théoriques. Des efficacités du CPDB de 90%, 92% et 96% ont pu étre estimées pour des ratios
[MMA]./[CPDB], de 86, 195 et 295, respectivement.

a) [MMA]./[CPDB], = 86 b) [MMA]./[CPDB], = 195
Conversion Conversion
68% 449 82% 68%
- — 52%
& ~
E E
50 &0 | 100%
@ 7 N
17 lé 15 20 21 22 23 16 17 18 19 20 21 22 23
Volume d'élution (ml) Volume d'élution (ml)
¢) [MMA]J/[CPDB], = 295
Conversion
8% Figure I1-26 : Evoluti
88% 18% igure : Evolution des chromatogrammes

SEC (THF) des homopolymeres PMMA obtenus
lors des polymérisations RAFT du MMA en
miniémulsion réalisées a 80 °C avec de ratios
[MMA]J/[CPDB], de (¢) 86, (e) 195, (A) 295,
[AIBN], = 12,6 mM, M810/MMA = 10 % vol.,
[DexNs.20] = 10 g/l (Phase aqueuse de 15 mL) et
1,1 mL de MMA.

96%

Signal RI

15 16 17 18 19 20 21 22 23
Volume d'élution (ml)

En conclusion, la polymérisation RAFT du MMA est relativement bien controlée dans la gamme des

ratios [MMA]./[CPDB];, utilisés. Ceci permet d’envisager la fabrication d’objets avec des chaines
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polymeres de différentes longueurs et des parametres macromoléculaires bien définis. Cette

possibilité de varier le ratio [MMA]o/[CPDB], sera également étudiée dans le cas du transurf.
2.2.3. Influence de la teneur en M810

Dans I’objectif de synthétiser des objets avec une forte capacité d’encapsulation de principes actifs
et de favoriser I’obtention d’une morphologie cceur écorce, nous avons décidé d’utiliser des rapports
volumiques M810/MMA supérieurs ou égaux a 10 % vol. L’influence de ce rapport sur la cinétique
de polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion a été étudiée. Deux expériences ont été
réalisées avec des rapports M810/MMA de 10 et 25 % vol. toutes conditions égales par ailleurs,
notamment la quantit¢é de MMA fixée a 1,1 mL (Tableau II- 7). Compte tenu du fait que le ratio
[MMA]./[CPDB], peut étre modulé, celui utilisé dans ces expériences (398) a été ajusté pour
correspondre au ratio [MMA]./[CTA], théorique que nous utiliserons lors des expériences avec le

transurf DexN320CTA3 7 solubilisé a 10 g/L dans la phase aqueuse (voir Tableau II- 9, p. 166).

Tableau II- 8 : Influence de la teneur en M810 sur les caractéristiques des PMMA et des objets obtenus
avec [MMA]/[CPDB], = 398, [CPDB]/[AIBN], = 3 et [DexNs.2] = 10 g/LL (Phase aqueuse 15 mL) et 1,1
mL de MMA, 90 minutes de polymérisation a 80 °C.

Taille Taille

[M810], ~ ~
Exp [MMA], PNk a® 20 Mpu®  My® . initiale  Finale
(mM) (%m.) (%) (g/mol) (g/mol) © ©
% vol.
(nm) (nm)
108 111
MOD5 10 7.1 135 80 31000 32000 LI0 oo
MOD6 25 6.3 1,6 67 27000 29500 1,12 19 109

(1,19)  (0,85)

(a) Pour rappel (voir page 140) a= % m. de DexNs..o/phase organique.
(b) Conversion estimée par gravimétrie.

(c) Calculées grace a I’équation II- 4, voir page 151.

(d) Obtenues par SEC-MALLS dans le THF avec dn/dc = 0,087 mL/g.

(e) Diamétre moyen en surface (d[3:2]) des gouttelettes, mesuré par granulométrie laser apres
dégazage et en fin de polymérisation. Valeurs de Span données entre parenthéses et obtenues par
granulométrie laser grdce a I’équation II- 3, voir page 151.
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Augmenter le rapport M810/MMA de 10 a 25 % vol. diminue 1égerement la concentration en AIBN
dans les nanogouttelettes : 7,1 mM (pour MODS), et 6,3 mM (pour MOD6). Cependant, comme on
peut le voir sur la Figure II- 27, cette différence de concentration n’a pas une influence significative
sur la cinétique de polymérisation. La vitesse de polymérisation est pratiquement la méme jusqu’a
40% de conversion, quel que soit le ratio M810/MMA utilisé. Pour des conversions supérieures a 40
%, une autoaccélération est ensuite décelable pour les deux expériences. Probablement en raison des
plus fortes masses molaires visées, celle-ci est plus marquée dans ces expériences que dans les
précédentes (I’autoaccélération n’était alors observée qu’a plus forte conversion en monomere).
Néanmoins, quel que soit le rapport volumique M810/MMA utilisé, la polymérisation est
relativement bien controlée comme 1’attestent 1’évolution linéaire des masses molaires en fonction
de la conversion et les distributions massiques étroites obtenues (P < 1,2 a forte conversion) (Figure
II- 28). Les masses molaires expérimentales correspondent bien aux valeurs théoriques (Equation II-

4, p. 151).

a) b)
1,00 - 3 A
4
0,80 A 4
g o = 2 ¢
o > =
5 0,40 - L = ! °
020 { ¢ = R?=0,983
hd /R2=0,981
0,00 T T T 1 0 h T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150
Temps (min) Temps (min)

Figure II- 27: Evolution de la conversion (a) et du In([M]/[M]) (b) en fonction du temps :
polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion réalisées a 80 °C avec des ratios volumiques
MS810/MMA de (¢) 10 et () 25 % vol., [MMA]/[CPDB], = 398, [CPDB]/[AIBN], = 3 , [DexN3.20] = 10
g/L (phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA.
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Figure II- 28 : Evolutions des M, (symboles pleins) et des P (symboles creux) en fonction de la
conversion : polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion réalisées a 80 °C avec des ratios
volumiques M810/MMA de (¢) 10 et (o) 25 % vol., [MMA]/[CPDB], = 398, [CPDB]/[AIBN],= 3 ,
[DexNs.20] = 10 g/L. (phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA. La ligne pointillée correspond a la
droite théorique calculée grace a I’équation II- 4.

Pour conclure, la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion, en présence de CPDB comme
agent de transfert RAFT, peut étre réalisée dans une large gamme de conditions. Des ratios
[MMA]./[CPDB], compris entre 89 et 398 et [CPDB]o/[AIBN], variant entre 2 et 8§ ont permis
d’obtenir des PMMA bien définis a forte conversion en monomere. Des diametres de gouttelettes
d’environ 110 nm ont été obtenus et la polymérisation peut étre réalisée a 80 °C, sans probleme de
perte de stabilité colloidale sur une durée raisonnable. L’étude ici réalisée montre que le CPDB
induit un effet de retard a la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion, retard d’autant plus
marqué que la concentration en CPDB augmente. Des quantités importantes de M810 peuvent €tre

utilisées sans un effet notable sur le contrdle de la polymérisation.

Le but principal des essais réalisés avec le systtme modele DexN3.2o/CPDB était de déterminer les
conditions adéquates pour mener la polymérisation RAFT du MMA a partir des transurfs DexNj3.
TCTAy. Parmi celles-ci, la polymérisation RAFT du MMA en miniemulsion a 80 °C, I’emploi de
I’AIBN comme amorceur, I’emploi d’un ratio [CPDB]/[AIBN], = 3 et du M810 comme agent
hydrophobe avec M810/MMA supérieurs ou égaux a 10 % vol. ont été retenues pour faire croitre
des chaines PMMA & partir des macroagents RAFT dérivés du dextrane. L’étude de cette

polymérisation fait 1’objet de la section suivante.
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3. POLYMERISATION RAFT DU MMA EN MINIEMULSION A
PARTIR DES TRANSURFS DERIVES DU DEXTRANE

Dans cette section, nous examinerons la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion a partir
des macroagents RAFT dérivés du dextrane précédemment préparés. Les conditions expérimentales
de polymérisation déterminées lors des essais modeles a partir du CPDB ont été appliquées dans le
but de générer des greffons PMMA a partir de ces macroagents RAFT. Nous nous intéresserons

particulicrement au contrdle des parametres macromoléculaires des glycopolymeres greffés obtenus.

3.1. ETUDE CINETIQUE

Les deux transurfs, DexN320CTA37 et DexN3.20CTA7s, ont été employés comme macroagents
RAFT pour conduire la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion a 80 °C. Ainsi, 4
expériences ont été réalisées (Tableau II- 9) et pour chacune d’entre elles nous avons évalué le ratio
molaire initial théorique [MMA]./[CTA]o, (donné dans le Tableau II- 9). [CTA], correspond a la
concentration initiale en agent de transfert CTA dans la phase organique. Pour la calculer, nous
avons tout d’abord évalué la quantité de transurf située a la surface des nano-objets finaux, apres
centrifugation des nano-objets, par dosage indirect a ’anthrone du dextrane modifié restant dans le
surnageant obtenu (pour plus de détails voir Partie III, Paragraphe 6.2.2). Cette quantité adsorbée a
pu étre comparée a celle initialement introduite dans la phase aqueuse, et exprimée en pourcentage
molaire (Tableau II- 9, colonne 5). Nous démontrerons plus tard la validité de ce dosage indirect par
rapport a un dosage direct du dextrane contenu dans les nano-objets finaux (Chapitre III,
Paragraphe 3.2). Une fois la quantité de transurf a la surface des nano-objets estimée, nous avons
considéré que cette quantité était celle localisée a I’interface phase organique/eau initiale. De plus,
nous avons également supposé que tous les groupements CTA attachés au transurf étaient
disponibles a cette interface et pouvaient tous participer a la croissance des greffons PMMA a partir
du transurf. Au final, [CTA], a été déterminée a partir de la quantité de groupements agent de

transfert RAFT portés par le transurf employé.
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Tableau II- 9: Polymérisations RAFT du MMA en miniémulsion en présence des transurfs DexNs.
TCTAY réalisées a 80 °C, avec [CTA]/[AIBN], = 3, [DexN3.TCTAy] = 10 g/L (phase aqueuse 15 mL) et
1,1 mL de MMA. PR1 a été réalisée avec DexN3. .

Transurf Taille Taille
M810 MMA
Exp ) a®  [AIBN], LM810l, adsorbé a tmMmal, initiale finale
(Stabilisant % m (mM) [MMAlo  pipterface® [CTA], ) )
e 2 ial©
utilisé) % vol. % m Interfacial (nm) (nm)
CTA1 102 102
13,2 6,7 10 94 393
DexNi.20CTA3 7 (1,00)  (0,83)
CTA2 112 109
11,6 5,7 25 94 393
DexNi.20CTA3 (1,49)  (1,30)
CTA3 117 119
9,7 3,5 50 92 402
DexN3.20CTA3,7 (1’37) (1’ 14)
105 110
11,6 11,9 25 94 204
DeXN3.20CTA7,5 (1,3 1) (1’30)
PR1 113 110
13,2 6,7 10 - -
DeXN3.2o (1 ,30) (1,10)

(a) Pour rappel (voir page 140) a= % m. de DexNs.0/phase organique

(b) % Molaire du transurf estimé localisé a la surface des objets. Déterminé aprés centrifugation des nano-
objets, par dosage a I'anthrone du dextrane modifié restant dans le surnageant. Valeur moyenne estimée
pour deux durées de polymérisation, a forte conversion.

(c) Ratio molaire théorique calculé en supposant que tous les groupements CTA du transurf situé a la surface
des objets participent a la croissance des chaines PMMA.

(d) Diametre moyen en surface (d[ 3 :2]) des gouttelettes, mesuré par granulométrie laser, apres dégazage
et en fin de polymérisation. Valeurs de Span données entre parenthéses et obtenues par granulométrie
laser grdce a I’équation II- 3, voir page 151.
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Figure II- 29 : Evolution de la conversion et du In([M]/[M];) en fonction du temps : polymérisations
RAFT du MMA en miniémulsion a partir des transurfs DexNzCTA37: (e, CTA1), (A, CTA2), (¢,
CTA3) et DexN3.20CTA75: (I, CTA4). réalisées a 80 °C avec [CTA]/[AIBN], = 3, [DexN;.TCTAy] =10
g/L. (phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA. Une expérience de polymérisation radicalaire
conventionnelle dans les mémes conditions que I’essai CTA1 est donnée pour comparaison (x, PR1).
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La concentration en transurf dans la phase aqueuse et le volume de MMA dans la phase organique
étant fixés a 10 g/L et 1,1 mL respectivement, le ratio [MMA]/[CTA], varie selon le taux de
substitution en groupements CTA (y) des dérivés DexN3;.tCTAy utilisés (expériences CTA2 et
CTA4 réalisées respectivement avec le DexN320CTA3z7 et le DexN320CTA75). Dans le cas des
expériences menées avec DexN3.20CTA3 7, nous avons également voulu examiner I’influence de la
teneur en M810 dans la phase organique sur le controle de la polymérisation RAFT, tout en
conservant un ratio [CTA]o/[AIBN], égal a 3 (expériences CTAIl, 2 et 3). Une expérience de
polymérisation radicalaire conventionnelle en miniémulsion (PR1) a ét¢ menée dans les mémes
conditions que 1’essai CTA1, mais en utilisant du DexN32o au lieu du DexN3.20CTA37; comme
stabilisant, afin d’étudier I’influence des groupements CTA sur la cinétique de polymérisation.
Comme dans le cas des essais modeles, 1’évolution des taux de conversion (Figure II- 29) a été

étudiée par suivi gravimétrique des miniémulsions obtenues apres différentes durées de

polymérisation.
Plusieurs observations peuvent étre tirées des données rassemblées dans le Tableau II- 9 :

= [l apparait une différence de vitesse de polymérisation entre les expériences CTA1 et PRI,
bien que celles-ci aient été réalisées avec la méme concentration en AIBN. L’utilisation du
macroagent RAFT DexN3.20CTA37 semble ralentir la polymérisation. Cet effet a également
été observé lors des expériences menées en présence de 1’agent RAFT modele CPDB (voir
Paragraphe 2.2.2). Ceci suggere que les groupements CTA présents sur le transurf participent

bien a la croissance des chaines polymeres PMMA.

= En ce qui concerne les expériences réalisées avec le transurf DexN320CTA37 (CTAI, 2 et 3),
menées avec de teneurs croissantes en M810 (10, 25 et 50 % vol.) et concentrations
décroissantes en AIBN dans les nanogouttelettes (6,7, 5,7, et 3,5 mM), nous observons des
cinétiques de polymérisation tres similaires avec une période d’inhibition d’environ 10
minutes. Ce comportement cinétique pourrait provenir de 1’augmentation du nombre de
nanogouttelettes dans le systeme, qui compense ’effet de la diminution de la concentration
en amorceur. De fait, augmenter le ratio volumique M810/MMA doit accroitre le nombre des
nano-objets, du fait d’un volume de phase organique plus important pour une taille des

nanogouttelettes quasi-constante.
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= A propos des expériences réalisées en variant le type de transurf (CTA2 (DexN320CTA3z7) et
CTA4 (DexN3.20CTA75)) nous observons, comme attendu, une accélération de la vitesse de
polymérisation dans le cas de CTA4. En effet, le DexN3.20CTA7;5 est plus substitué en
groupements CTA réactifs. Ainsi, pour garder le ratio [CTA]o/[AIBN], constant et égal a 3,
nous avons doublé la concentration en AIBN dans le cas de I’expérience CTA4 (11,9 mM),
par rapport a celle de 1’expérience CTA2 (5,7 mM). La cinétique de I’expérience CTA4 reste
cependant plus lente que celle du systeme radicalaire conventionnel réalisée a une
concentration inférieure en AIBN (6,7 mM, PR1). Ainsi, le DexN3.,0CTA75 tout comme le
DexN320CTA3 7 semble ralentir la polymérisation. En revanche, aucune période d’inhibition
n’est observée probablement a cause de la plus forte concentration en amorceur utilisée dans

cette expérience.

= Dans le cas des expériences réalisées en présence de transurfs, on peut observer une
évolution linéaire de la conversion logarithmique en fonction du temps qui indique une
concentration constante en centres actifs jusqu'a environ 70% de conversion, quels que soient

le transurf et le ratio volumique M810/MMA utilisés.

» Aprés formulation des objets a 1’aide des transurfs, puis centrifugation, le dosage a
I’anthrone du surnageant obtenu montre qu’environ 94% du transurf introduit dans la phase
aqueuse au départ de la polymérisation s’est retrouvé localisé a la surface des nano-objets
finaux. Pour comparaison, nous avons aussi analysé les surnageants des suspensions
colloidales préparées avec le systtme modele DexNs.t/CPDB. Pour ces expériences,
discutées dans la section précédente, environ 60% du stabilisant DexN3.7 se trouvait adsorbé
a la surface des particules en fin de polymérisation. Ce dernier résultat est étonnant car les
conditions de préparation des miniémulsions, notamment le ratio DexN3.t/Phase organique,
avaient été choisies de facon a limiter la présence de tensioactif dans la phase aqueuse et
éviter une nucléation homogene. On peut alors penser qu’une désorption du DexNs.t,
uniquement adsorbé en surface, peut avoir lieu au cours de la polymérisation ou lors des
lavages. En revanche, dans le cas des DexN3.tCTAy, les chaines dextrane sont ancrées
chimiquement a la surface de particules des le début de la polymérisation (a condition que
les dérivés DexN3;.7CTAy jouent effectivement leur role de macroagents RAFT). La

formation de liaisons covalentes entre 1’écorce PMMA des NCs et la dorsale du dextrane

168



CHAPITRE II : Polymérisation du MMA en miniémulsion a partir du transurf

immobilise alors le stabilisant dérivé du dextrane a la surface de 1’objet et limite sa
désorption, ce qui explique que le DexN3.tCTAy initialement introduit soit presque

quantitativement présent a la surface des nano-objets finaux.

= Comme observé dans la section précédente ou les dérivés DexNs.t étaient utilisés comme
stabilisants, les miniémulsions préparées en présence des DexN3.TCTAy restent stables tout
au long du procédé de préparation des objets comme I’atteste I’évolution du diamétre moyen
des nanogouttelettes/nano-objets tracée sur la Figure II- 30. Les valeurs de Span obtenues

restent inférieures a 1,5, ce qui témoigne de I’obtention des distributions de taille étroites.
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Figure II- 30 : Evolution du diamétre moyen en surface des nanogouttelettes (d[3 :2]) au cours des
différentes étapes du processus de préparation des NCs: polymérisations RAFT du MMA en
miniémulsion a partir des transurfs DexNi.;)CTA37: (e, CTAl), (A, CTA2), (¢, CTA3) et DexNs.
20CTA75: (¢, CTA4), réalisées a 80 °C avec [CTA]/[AIBN], = 3, [DexN3;.tCTAy] = 10 g/L (phase
aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA.

L’ensemble de ces résultats constituent une premiere preuve du caractére controlé de la
polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en présence des deux transurfs DexN3 tCTAy
utilisés. Pour confirmer ce controle, nous nous sommes par la suite intéressés a la caractérisation des

glycopolymeres Dex.g-PMM A obtenus, puis a celle des greffons PMMA.
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3.2. VERIFICATION DE LA CROISSANCE DES GREFFONS A PARTIR
DES TRANSUREFS.

Apres purification des NCs, nous avons confirmé la croissance effective des greffons PMMA a
partir des macroagents RAFT DexN3.tCTAy en les solubilisant dans du DMSO-ds et en menant des
analyses multiples (RMN 'H, RMN 2D DOSY 'H et SEC-MALLS). Les glycopolymeéres seront

nommeés par la suite DexN3.t-g-nPMM Ay, avec 7 le taux des groupements hydrophobes introduits

sur le dextrane, n le nombre des greffons PMMA par chaine de dextrane et M,la masse molaire
moyenne en nombre des greffons déterminée par SEC-MALLS apres clivage volontaire des chaines
PMMA de la dorsale du dextrane (cette étape de clivage sera détaillée dans le paragraphe 3.3). Ces

deux derniers parametres seront davantage explicités dans le paragraphe 3.3.2.

Pour information, les glycopolymeres sont purifiés en deux étapes (voir Partie III, Paragraphe 3.1.2).
Dans une premiere étape les NPs obtenues en fin de polymérisation sont lavées plusieurs fois a I’eau
MilliQ afin d’enlever le transurf restant dans la phase aqueuse puis séchées a I’étuve sous vide a
50°C. Dans une deuxieme étape, les NPs seches sont lavées plusieurs fois au THF afin d’éliminer le
MS10 et les éventuels homopolyméres PMMA, tous les deux solubles dans ce solvant. A I’issue de

ces opérations, les DexN3.7-g-nPMMAj;  sont séchés a I’€tuve sous vide a 50 °C puis analysés.

3.2.1. RMN 'H

Par comparaison avec le spectre RMN 'H du macroagent RAFT précurseur (exemples des DexNs.
20CTA37 et DexNs20-g-3,6PMMA,goo a la Figure II- 31), nous observons I’apparition de pics
caractéristiques des greffons PMMA. Ainsi, le spectre RMN 'H dun DexNs.1-g-
nPMM Ay, comporte les pics correspondants aux protons méthyle (B’, entre 0,5 et 1,0 ppm), aux
protons méthylene (A’, entre 1,5 et 2,0 ppm) et aux protons des groupements O-CHs (C’, 3,6 ppm)
de chaque unité répétitive du PMMA. Certains protons de la chaine dextrane tels que les OH
résiduels (OH?, OH?, OH*) et le proton anomeére (H®) (entre 4,1 et 5,4 ppm) ainsi que les protons
méthylene b et ¢ des groupements hydrophobes N3 (a 1,6 ppm) et que les protons du cycle
aromatique des groupements dithiobenzoate au bout des greffons (10, 11, 12 entre 7,0 et 8,0 ppm)
sont également observés. En revanche, les pics correspondant aux protons glucosidiques H?-H®

(sortant entre 3,0 et 4,0 ppm), aux protons d du groupement N3 (1, 3 ppm) et aux protons 7, 8 (3,4
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ppm) et 9 (1,9 ppm) des groupements CTA se confondent avec le reste de signaux, en raison de leur

faible intensité relative.

a)
9
10
11 g7
12 11 10 EAU DMSO
OH? He
e ]
N, ’
’ OH* OH?
12 7,8 b d
1011 i A_LJ Y\ v
Protons glucosidigues H2a HE
b)
B'
CH '
10 *A
11 CHa
12 10 (o]
11 Q
CHj
C B’
A’
ce
7,8 9
12 T T
10t 1 L1
Protons glucosidiques H2a H®
8.0 1.9 /i(J 6.5 "10 o e § i)fU (:ifn -'lf[) ,i:ij ,51:] J‘.f: 21(] 1.5 :.‘(] [)15, ;-pﬂ:

Figure II- 31 : Spectres RMN 'H dans le DMSO-ds du glycopolymeére DexN3.20-g-3,6PMMA g, issu du
macroagent RAFT DexN3.;0CTAz3.

3.2.2. RMN 2D DOSY 'H

Dans le but de vérifier que les chaines PMMA sont effectivement liées de facon covalente a la
dorsale du dextrane, les glycopolymeres purifiés ont aussi été analysés par RMN 2D DOSY 'H.
Cette technique permet de séparer virtuellement les composés d’un échantillon a analyser selon leur
coefficient de diffusion. Dans notre cas, elle devrait nous permettre de discriminer entre un
copolymere  DexNs.7-g-nPMMAy et un mélange de transurf DexN3.zCTAy et
d’homopolymere PMM A .
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Figure II- 32: Spectre RMN 2D DOSY 'H dans le DMSO-ds du glycopolymére DexNi.»o-g-
3,6PMMA7gq issu du macroagent RAFT DexNi.20CTAs .
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Figure II- 33: Spectre RMN 2D DOSY 'H dans le DMSO-ds d’un mélange PMMA 7100/DexN3.20CTA3 7
avec la méme composition massique que le copolymére DexN3.20-g-3,6PMMA 7540-
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La Figure II- 32 présente le spectre RMN 2D DOSY 'H du DexN320-g-3,6PMMA,gy, dans le
DMSO-ds. Un seul coefficient de diffusion est observé pour tous les protons du dextrane et des
greffons PMMA (D = 4,47x10'° m? s!). En parallele de cette analyse, un mélange de PMMA 7100
(M,, = 7100 g/mol) et du transurf précurseur DexN3.,0CTA37, ayant la méme composition massique
du DexN3.20-g-3,6PMM A0, a été aussi analysé par RMN 2D DOSY 'H dans le DMSO-ds (Figure
II- 33). Deux coefficients de diffusion différents sont alors clairement observés (D = 3,16x10"'! m?
slet D = 1,78 x10'% m? s!) pour le transurf et le PMMA, respectivement. La présence de deux
coefficients dans le mélange physique PMMA7100/DexN320CTA37, alors qu’un seul est observé
dans le cas du glycopolymere DexNs3.20-g-3,6PMMA;gqy, indique que des copolymeres sont
effectivement formés lors de la polymérisation RAFT en miniémulsion et que des greffons PMMA
sont attachés de facon covalente a la dorsale du dextrane. La polymérisation a donc bien eu lieu a

partir des groupements agent de transfert RAFT (CTA) présents sur le transurf.

3.2.3. SEC-MALLS

Apres purification, les glycopolymeres ont également été étudiés par SEC-MALLS. Trois solvants
ont été testés afin de trouver 1’éluant le plus adéquat pour solubiliser a la fois le dextrane et les

greffons PMMA qui ne sont pas compatibles :
= DMSO
= DMSO/ NaNOs (0,1 M)
= DMF/LICI (2 g/L)

Dans chacun de ces solvants, nous avons injecté le dextrane natif T40, le stabilisant DexN3.2, le
transurf DexN320CTAs7, des €talons PMMA et certains DexN3.7-g-nPMMAj; . Un tableau

récapitulatif des composés analysés et des observations réalisées est donné a suivre.
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Tableau II- 10 : Comparaison des différents solvants en tant qu’éluants pour la SEC-MALLS du
dextrane, des dérivés DexNs.t, DexN3.TCTAY et des copolymeres a une [Polymere] = 10 g/L.

Polymere/ Solvant DMSO DMF/LIiCl 2g/l)  DMSO/NaNO3 (0,1M)
Dextrane v oX v
DexNaa2o v 4 Wi v

DexN320CTA37 WX WX v
PMMA v v )¢
O X X ~

V|l est soluble/Les distributions de masses molaires sont bien définies.
X Il n’est pas soluble.
$Il est partiellement soluble/Le pic n’est pas bien défini ou présente des épaulements.

Alors que les transurfs précurseurs DexN3.20CTAj37 et DexN320CTA75 ont pu étre analysés par
SEC-MALLS dans le DMSO/NaNOs (0,1 M) (Chapitre I, Paragraphe 2.1), les homopolymeres
PMMA ne sont pas solubles dans ce solvant et les copolymeres DexN3.t-g-nPMM Ay ne donnent
pas des pics bien définis. En fait, aucun des solvants que nous avons pu tester ne permet une bonne
solubilisation ~des DexNz.7-g-nPMMAj . Ceci ne permet guere I’exploitation des
chromatogrammes pour le calcul des masses molaires expérimentales et des dispersités des
glycopolymeres. Malgré ces difficultés, les chromatogrammes RI obtenus pour certains DexN3.t-g-
nPMMAy issus du transurf DexN3.20CTA37 (Expérience CTA1, Tableau II- 9) dans le DMF/LiCl
(2 g/L), apres la premiere et deuxieme étapes de purification, nous permettent de tirer certaines

conclusions et sont présentés a titre d’exemple (Figure I1- 34).
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a) Avant lavage au THF b) Apres lavage au THF
Conversion Conversion
17% 17%
DexN; ,,CTA;
e L
L &
= 72% =
= £
2 20
n n
15 20 25 30 15 20 25 30

Volume d'élution (mL) Volume d'élution (mL)

Figure II- 34 : Suivi de chromatogrammes SEC-MALLS (DMF/LiCl (2 g/L)) des copolymeres obtenus
a partir du macroagent RAFT DexN3.,CTAj37, (Tableau II- 9, expérience CTA1), en fonction de la
conversion avant et apres lavage des copolymeres au THF.

Les chromatogrammes obtenus pour le transurf DexN3..0CTA37 dans le DMF/LiCl (2 g/L) montrent
la présence de deux populations. Ceci indique bien que la solubilisation des dérivés de dextrane dans
ce solvant n’est pas parfaite. Des résultats similaires avaient été observés en utilisant le
DMSO/NaNOs (0,1 M) comme éluant (voir chapitre I, Paragraphe 2.1). Concernant les échantillons
obtenus apres polymérisation, deux populations peuvent étre bien distinguées a 1’issu de la premicre
étape de purification (lavage des NPs a 1’eau) et ce, quel que soit le taux de conversion (Figure II-
34, a). 1l faut noter que cette premiere étape ne permet pas de séparer les glycopolymeres DexN3.z-
g-nPMMAy ~des éventuels homopolymeres PMMA. Ainsi, le pic présent aux forts volumes
d’¢lution peut correspondre a la formation des chaines PMMA non-attachées a la dorsale du
polysaccharide. Cette hypothese est confirmée par les chromatogrammes des DexNs.7-g-nPMMAjz
purs (b, Figure II- 34) observés apres lavage au THF ou le pic aux forts volumes d’élution n’est plus
visible. De plus, apres évaporation du THF utilis€ pour laver les NPs, nous avons récupéré un
produit solide qui a été analysé par RMN 'H dans le DMSO-ds. Le spectre obtenu confirme qu’il
s’agit bien d’un mélange PMMA/MS&10. Il faut noter, que la formation d’homopolymeres PMMA
est inhérente a la technique RAFT puisque I’amorcage des chaines PMMA a lieu au sein des
gouttelettes via I’AIBN. Par conséquent, en plus des chaines issues du réamorgage par les
groupements CTA du transurf qui croitront a partir de 1’interface monomere/eau, il existe toujours

une faible proportion des chaines libres dont la propagation se fait au sein de la phase organique. De
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plus, dans le cas ou il existe des réactions de transfert irréversible, celles-ci peuvent aussi aboutir a

la formation de tels homopolymeres.

Malgré les problemes de solubilité qui expliquent les épaulements observés aux faibles volumes
d’¢€lution, tous les chromatogrammes des DexN3.0-g-nPMM Ay~ purs obtenus a partir du méme
macroagent RAFT DexN3.20CTA37 évoluent vers des volumes d’¢lution plus faibles lorsque la
conversion augmente. Ceci témoigne de 1’augmentation du volume hydrodynamique des

glycopolymeres greffés, associée a la croissance progressive des greffons PMMA.

3.3. ANALYSE DES GREFFONS PMMA

Les différentes analyses faites sur les glycopolymeres nous ont permis de vérifier que la croissance
des chaines PMMA a bien lieu, du moins en partie, a partir des groupements CTA présents sur la
dorsale du dextrane, ce qui conduit a 1’obtention de copolymeres greffés. Cependant, ces analyses ne
permettent pas de conclure ni sur le nombre de ces greffons, ni sur le contrdle de la polymérisation,

ou encore sur la distribution massique des greffons.

Dans le but de vérifier le controle de la polymérisation RAFT du MMA a partir des macroagents
RAFT DexN3.tCTAy, il nous est apparu indispensable de déterminer la distribution massique des
greffons PMMA. Pour cela, il a été nécessaire de séparer ces greffons du tronc polysaccharide
(Figure II- 35). Ceci a été réalisé par hydrolyse basique volontaire des fonctions ester reliant les
greffons au dextrane, par une solution de KOH/MeOH (1 M) (voir Partie III, Paragraphe 4). Dans
des travaux précédemment menés au LCPM, il avait été montré que les chaines PMMA ne subissent
aucun dommage dans ces conditions [41], [42]. Une fois décrochés de la dorsale, les greffons

PMMA sont analysés par SEC-MALLS dans le THF.

Copolymere greffe
Dorsale du Greffons PMMA
dextrane Milieu basique
reffons ‘ % % §
polyméres

Figure II- 35: Degreffage des chaines PMMA de la dorsale du dextrane par hydrolyse basique des
fonctions ester reliant les greffons au polysaccharide.
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3.3.1. Analyse SEC-MALLS des greffons

Les copolymeres obtenus a différentes conversions lors des expériences CTA1-4 ont été soumis au
protocole de dégreffage. Les distributions massiques des greffons issus des glycopolymeres DexN3.
20-g-nPMMAj;  (expérience CTA1, Tableau II- 9) sont présent€s a titre d’exemple dans la Figure
II- 36. Chaque chromatogramme révele la présence d’un pic a distribution massique monomodale et
relativement étroite. A partir de 51% de conversion, nous pouvons cependant observer un petit
épaulement de masse molaire double vers les faibles volumes d’¢lution. Celui-ci indique que des
réactions de terminaison irréversible par couplage radicalaire de deux macroradicaux en croissance
ou plus probablement d’un greffon et un homopolymére PMMA ont lieu, mais en faible proportion.
De plus, on observe un déplacement de la population vers les fortes masses molaires en fonction de

la conversion, ce qui démontre 1’absence de réactions de terminaison ou de transfert notables.

QOHVZSI% Conv=17%
M, =35 100 M, =15 300
D=1,04 D=1,20

E 4/
§ Conv=8%
%ﬂ M,=9 700

D=1,20

< _/

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Volume d'élution (mL)

Figure II- 36 : Evolutions des chromatogrammes SEC-MALLS (THF) des greffons PMMA issus des
glycopolymeres DexNs.o-g-nPMMAy; (Tableau II- 9, expérience CTA1) en fonction de la conversion

(x).

La Figure II- 37, présente pour sa part, les chromatogrammes RI des greffons issus des

glycopolymeres obtenus lors des expériences CTAl, 2 et 3, a des conversions similaires (environ
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60%). Ces DexNs.t-g-nPMMAj; ont tous été synthétis€s a partir du méme macroagent RAFT
DexN3.20CTA37 mais dans des systemes en miniémulsion comportant différents ratios volumiques
MS810/MMA (voir Tableau II- 9). Des distributions massiques trés similaires sont obtenues
indiquant que la teneur en M810 ne semble pas avoir d’influence significative sur le contrdle de la
polymérisation RAFT. Le méme comportement avait d’ailleurs été observé dans nos études
précédentes portant sur I’ATRP du MMA en miniémulsion a partir des macroamorceurs dérivés du

dextrane en présence du M810 comme agent hydrophobe [7].

M810/MMA=10% vol.
x=59%
M, =39 800 g/mol, D=1,06

~ \
- N M810/MMA=25% vol
TQ "‘/' - . 0 VOI.
= \ x=63%
2 ! “‘\ M,,= 38 300 g/mol, P=1,11
| \
I \ V= M810/MMA=50% vol.
/ £\ x=64%

\\ M, = 41 300 g/mol, D=1,11
\\\\

14 15 16 17 18 19 20 21 22

Volume d'élution (mL)

Figure II- 37 : Chromatogrammes SEC-MALLS (THF) des greffons PMMA issus des glycopolymeres
DexNs.20-g-nPMM Ay, synthétisés dans des systemes en miniémulsion a différents teneurs M810/MMA,

(Tableau II- 9, expériences CTA1, 2 et 3), a des conversions (x) voisines de 60 %.

Finalement, nous avons aussi analysé la distribution massique des homopolymeres PMMA formés
directement lors de la polymérisation et récupérés lors de 1’étape de lavage des NCs par le THF.
Ces homopolymeres PMMA ont alors été comparés aux greffons PMMA décrochés du dextrane par
I’étape basique vue précédemment. La Figure II- 38 donne un exemple des chromatogrammes RI
obtenus et montre que la distribution massique de chaines non-accrochées au dextrane correspond
assez bien a celle des greffons qui se forment a la méme conversion. Ces résultats montrent donc
que I’échange du groupement thiocarbonylthio des groupements CTA entre les chaines greffées et

les chaines libres est assez efficace pour permettre le contrdle des parametres macromoléculaires
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des deux types de chaines PMMA. De plus, ces résultats semblent montrer I’absence des réactions
de terminaison et transfert notables, excepté une faible proportion de terminaison par
recombinaison des greffons PMMA. La réaction de terminaison biomoléculaire entre un greffon et
un homopolymere PMMA libre, est certainement favorisée a plus forte conversion et a plus forte
teneur en M810 dans la phase organique. En effet, ’augmentation de la quantit¢ de M810 favorise
la ségrégation de phases entre le cceur huileux et 1’écorce polymére et donc la proximité
géographique entre les homopolymeres formés dans la phase organique et les greffons fixés sur le
macroagent RAFT. Ainsi, il est probable qu’il s’agisse de ce type de réaction plutdt que d’une
réaction de terminaison entre deux greffons (qu’ils soient situés sur un méme macroagent RAFT ou
sur deux macroagents RAFT différents) ce qui induirait une réticulation du systéme, réticulation

que nous n’avons jamais observe.

a) Expérience CTA1l b) Expérience CTA2
MMA/M810 =10 % vol. MMA/MS810 =25 % vol.
& | Greff o
reffons

= ¥=59% ’ Homopolymeres = Greffqns
g - L =59% £ x=63% Homopolymeres
7 g / 7 x=63%

4 15 16 17 18 19 20 21 22 4 15 16 17 18 19 20 21 22

Volume d'élution (mL) Volume d'élution (mL)

Figure II- 38: Comparaison de chromatogrammes SEC-MALLS (THF) des greffons et
homopolymeéres PMMA obtenus a la méme conversion (x) a partir du macroagent RAFT DexNs.
20CTAs7 a) CTA1, et b) CTA2 (Tableau II- 9).

3.3.2. Efficacité moyenne des groupements réactifs CTA

Grace aux analyses SEC-MALLS précédentes, nous avons pu suivre I’évolution des masses
molaires moyennes en nombre expérimentales (M, exp) €t de la dispersité (D) des greffons en

fonction de la conversion (Figure II- 39). Ces valeurs de M, exp ONt été comparées aux masses
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a) Expériences avec DexN3.20CTA3,7

60000 2
y = 1,66x - 1,9
. 2 _
50000 R*=099A o g
y=155x [ 1.7
40000 - R?=0,99,+|
—~ o* |
—g et 1,6
30000 - - 1,5
E b
&' B 1,4
520000 - 13
E - 1,2
10000 °
5 1,1
o O A Qo
O T T T 1
0 10000 20000 30000 40000
Mn 4, (g/mol)
b) Expériences avec DexN3.20CTA7,5
30000 2
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Figure II- 39 : Evolutions des M,, (symboles pleins) et des D (symboles creux) des greffons PMMA :
polymérisations RAFT du MMA en miniemulsion réalisées a 80 °C a partir des transurfs a) DexNs.
20CTA3z7: (o, CTAL), (A, CTA2), (¢, CTA3) et b) DexN3.20CTA7s: (7, CTA4).avec [CTA]/[AIBN], = 3,
[DexN;.zCTAYy] = 10 g/L (phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL de MMA. Les lignes pointillées représentent
I’évolution des M,, théoriques (équation II- 4).
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molaires théoriques (M, ) calculées a laide de I'équation II- 4 (p. 151). Une évolution
linéaire est observée tout au long de la polymérisation et les dispersités restent toujours inférieures
a 1,2. Ceci témoigne que la polymérisation du MMA a partir des groupements CTA des transurfs
est relativement bien controlée et que les réactions de terminaison et de transfert restent

négligeables. Cependant, pour toutes les expériences réalisées (CTA 1-4), les M, exp SONt

supérieures a celles prévues par la théorie. Un écart d’environ 60% a été déterminée pour toutes les

expériences (CTA1-4) grace a la pente des droites M, exp VETSUS M, o, (Figure II- 39), grace a

I’équation II- 5. Cet écart peut étre assimilé a une efficacité apparente du systeéme de polymérisation
(fapp)- Lorsque la formation d’homopolymeres issus de I’amorceur est négligeable, cet €cart

correspond a I’efficacité des groupements CTA du transurf (Ef f¢r4)

fapp = M_” =P (%) = (
Mn th

) x 100 II- 5
pente

De plus, grice aux analyses RMN 'H des glycopolyméres DexN3.20-g-nPMM Ay, (Figure II- 31),
aux valeurs de conversion estimées par gravimétrie au cours de la polymérisation et aux masses
molaires des greffons PMMA déterminées par SEC-MALLS (Figure II- 36 et Figure II- 37), la
fraction massique expérimentale du PMMA (Fppp4) dans les glycopolymeres et le nombre moyen
de greffons présents par chaine de dextrane (Ngyeffons) Ont €t€ calculés grace aux €quations II- 6 et
II- 7, respectivement. Ces grandeurs sont reportées dans le Tableau II- 11 (colonnes 7 et 8). Pour le
calcul du Ngrerfons NOus avons supposé€ que le nombre d’unités glucopyranose des chaines des
transurfs DexN3.20CTAy, correspondait a celui des chaines du dextrane natif T4 conformément a la

non-dégradation des chaines observée dans le Chapitre I, paragraphe 2.1.
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N,

Avec :
Mpymag
MpexN;_,oCTAY

Xn PMMA

Xn DEX

AAIBI

AUG

Mn(SEC)DEX

MMMA
MUG

II- 6
Mpmmag Appi/5 9 Mn(SEC)DEX IL 7
__ Xnpuma  _ Ayc/4 162
reffons T MpexN,_,,CTAY X prma
Xn DEX

Masse totale du PMMA attachée a la dorsale du dextrane (g)
Masse du transurf située a I’interface eau/monomere (g).

Degré de polymérisation moyen en nombre des greffons PMMA,
déterminé par SEC-MALLS dans le THF.

Degré de polymérisation moyen des chaines de dextrane natif déterminé
par SEC-MALLS (DMSO/NaNOs (0,1M)).

Aire des protons A’ et B’ des greffons polymeres entre 0,4 et 2,1 ppm
(Figure II- 31, b).

Aire des OH résiduels et du H anomere des unités glucopyranose du
dextrane entre 4,1 et 5,4 ppm (OH?, OH?, OH4 et H®, Figure II- 31, p.
171).

Masse molaire du dextrane natif T4, déterminée par SEC-MALLS
(DMSO/NaNOs (0,1M)) (g/mol).

Masse molaire d’une unité monomere du PMMA (g/mol).

Masse molaire d’une unité glucopyranose du DexN3.20CTAy (g/mol).

Ainsi, pour chaque expérience de polymérisation, nous avons également estimé 1’efficacité

moyenne réelle de groupements CTA (Ef fcra). Pour cela, le Nyyefrons €st comparé au nombre de

sites réactifs CTA présents sur une chaine de DexN320CTAy, grace a 1’équation II- 8. Enfin, la

proportion d’homopolymeres PMMA non-accrochés a la dorsale du dextrane par rapport au PMMA

total synthétis€ (% PMMApomo), a €t€ estimée a partir du Ngrerrons €t de la conversion grace a

I’équation II- 9.
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N N 1I- 8
Effopy = 21 100 = — /IO 100
NCTA/DEX N (SEC)DEX 5 Y
162 100
% PMMA,,, = —FMMAure 100
MpMMA total II- 9
1— NDexN3_20CTAy X Ngreffons X Mn(SEC)greffons % 100

% PMMApymo =

Avec :

Ngreffons

Ncraspex
NpexN,_,oCTAY

MppmMA libre

MpyMA totale

Mn (SEC)DEX

Mn (SEC)Greffons

14

MpmA (t=0)

X

Nyma (t=0)X

Nombre de greffons par copolymere calculée par 1’équation II- 7.

Nombre de groupements CTA initialement présent par chaine de DexNs.
20CTAY.

Nombre des chaines DexN3.20CTAylocalisées a I’interface
eau/monomere.

Quantité des homopolymeres PMMA non-attachés au dextrane (g)
Quantité totale de PMMA synthétisé a une conversion donnée (g)

Masse molaire du dextrane natif T, déterminée par SEC-MALLS
(DMSO/NaNO; (0,1M)) (g/mol).

Masse molaire des greffons PMMA, déterminée par SEC-MALLS (THF)
(g/mol).

Taux de substitution du DexN320CTAy exprimé en nombre de
groupements CTA par 100 unités glucopyranose.

Masse de MMA dans la phase organique du départ.

Conversion en monomere

183



PARTIE 1II : Résultats et discussion

Tableau II- 11 : Caractéristiques des glycopolymeres DexNs.2o-g-nPMMAy;  synthétisés par polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion a
80 °C avec [CTA]/[AIBN], = 3, [DexN3.20CTAy] = 10 g/L. (phase aqueuse 15 mL) et 1,1 mL. de MMA.

Greffons PMMA Eff ©
Transurf Conversion v, (a) M (b) CTA
Exp utilisé en MMA (%) Moo Mn o e Frama® Ngreﬁons (%) % PMMAnomo”
(g/mol) (g/mol) ’

51 20 300 35 100 1,04 0,76

CTA1 DexN320CTA37 3,6+0,3 48 20
72 39 600 46 100 1,09 0,79
11 4 300 6 700 1,08 0,38

CTA2 DeXN3_20CTA3,7 3,4i 0,3 45 25
72 39 600 50 100 1,09 0,78
12 7 800 7 800 1,12 0,43

CTA3 DexN3.20CTA37 29 11 600 22 100 1,20 0,70 3,6+0,3 48 25
82 33 000 48 600 1,12 0,80
39 7900 15 000 1,13 0,71

DexN3.20CTA7 5 55 11 200 17 000 1,16 0,76 7,1+0,3 47 17
80 16 300 28 600 1,11 0,82

(a) Estimées grdce a I’équation Il- 4, (p. 151)

(b) Obtenues par SEC-MALLS dans le THF avec dn/dc = 0,087 mL/qg.

(c) Fraction massique expérimentale du PMMA dans le copolymére calculée par RMN *H grdce a I’équation II- 6 (p. 182).

(d) Nombre moyen des greffons PMMA par chaine de dextrane, calculé grdce a I’équation Il- 7 (p. 182).

(e) Efficacité moyenne des groupements CTA obtenue par I’équation II- 8 (p. 183).

(f) Proportion d’homopolymeéres (PMMA non-accroché) par rapport au polymére total synthétisé calculé grdce a I'équation II- 9 (p. 183)
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Il faut noter que les valeurs d’efficacité réelle des groupements CTA (Effqra) calculées par
I’équation II- 8 (p. 183) et reportés dans le Tableau II- 11 sont inférieures a 1’efficacité apparente

(fapp) de 60% estimée par la pente des droites M, exp VETSUS M,, .. (Figure II- 39). Cette différence

nth
provient de la formation d’une proportion d’homopolyméres PMMA (% PMMA;,mo,) nON-
négligeable. Cette derniere, évaluée a hauteur de 20 % (CTAL1), 25 % (CTA 2 et 3) et 17 % m. (CTA
4), reste cependant assez faible. Nous pouvons ainsi espérer qu’elle n’aura pas une influence

significative sur le contrdle de la morphologie ceeur-écorce désirée.

Environ la moitié des groupements CTA attachés au dextrane participent alors réellement a la
croissance des chaines polymeres. Cette faible efficacité a générer des greffons a partir d’une
dorsale polysaccharide contenant des groupements réactifs a déja été observée dans le cas des
polymérisations ATRP [42], [43] ou RAFT en milieu homogene [44]. Elle pourrait a priori étre
expliquée par une diminution de ’accessibilité des sites réactifs (ici agent de transfert RAFT), situés
sur la chaine polysaccharide. Deux cas peuvent étre envisagés : 1) un effet d’encombrement stérique
a proximité des groupements CTA a faible conversion en monomere, ce qui limite 1’accés des
(macro)radicaux en croissance a la fonction C=S, et ii) la présence de réactions de terminaison
intramoléculaire en tout début de polymérisation conduisant a la disparition des radicaux R*® (issus
du pré-équilibre de la RAFT) incapables de réamorcer la croissance des greffons PMMA [45]-[48].
Dans notre cas, la réaction ayant lieu a I'interface phase organique/eau d’autres facteurs peuvent
aussi intervenir. De fait, il est possible que tous les groupements CTA du transurf ne soient pas
localisés a l’interface ou dirigés vers la phase organique. En effet, certains groupements CTA
pourraient étre dirigés vers la phase aqueuse. Ceci réduirait alors la quantité effective de fonctions
réactives disponibles pour la polymérisation. Enfin, comme vu précédemment (Partie I, paragraphe
4.3.2), les dithiobenzoates sont sensibles a I’hydrolyse. La perte des groupements agent de transfert
RAFT par ce biais serait favorisée dans le cas des transurfs (dissous dans la phase aqueuse) par
rapport au CPDB (dissous dans la phase organique), puisque les groupements CTA attachés au

dextrane se trouvent directement en contact avec I’eau lors de la préparation de la miniémulsion.

Finalement, on observe que I’efficacité des groupements CTA n’est pas trés influencée par la
quantité de M810 et reste tres similaire pour les deux transurfs employées (DexN320CTA3z7 et
DexN3.20CTA75). Ces résultats sont conformes a ceux observés lors de ’ATRP du MMA en

miniémulsion a partir des macroamorceurs dérivés du dextrane, pour lesquels 1’efficacité des
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groupements amorceurs €tait d’environ 54% pour tous les ratios volumiques M810/MMA employés

(5,10 et 50 % vol.) [7].

4. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Nous avons montré dans ce chapitre qu’il est possible de localiser et contrdler la polymérisation
RAFT du MMA en miniémulsion a I'interface O/W grace a ['utilisation d’un transurf dérivé du
dextrane. Cette stratégie, permettant la fabrication des NCs recouvertes de dextrane, formées d’une
¢corce PMMA d’épaisseur variable et contenant différents teneurs en M810, fait ’objet d’une

publication en cours de rédaction.

Dans la premiere partie de ce chapitre nous avons validé le choix du M810 comme agent

hydrophobe et coeur huileux des NCs :

= Des études de stabilité des émulsions (MMA+M810)/eau dans les conditions opératoires
de préparation des NCs nous ont permis de vérifier la capacité du M810 a limiter le
vieillissement de la miniémulsion par Mirissement d’Ostwald et des dérivés DexNs.t a

éviter le phénomene de coalescence.

= La possibilité d’obtenir une morphologie cceur-écorce a été aussi vérifiée par MDSC. 11
est envisageable de préparer des systemes cceur-écorce avec le couple M810/PMMA
pour des teneurs supérieures a 11% m. de M810 par rapport au PMMA, puisque ces

derniers ne sont alors pas miscibles.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nous avons cherché a établir les conditions réactionnelles
permettant le controle de la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion. Ceci a été réalisé
grace a un agent de transfert RAFT modele, le CPDB, de structure similaire a celle des groupements
CTA présents sur les dérivés DexN3.TtCTAy et en utilisant les dérivés DexN3.t comme stabilisant de
la miniémulsion. A partir des travaux relatés dans la littérature, nous avons choisi un premier
ensemble des conditions de polymérisation puis nous avons varié certains parametres. Pour ce

systéme un certain nombre d’observations ont été réalisées :
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La polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en présence de CPDB comme CTA
peut étre controlée dans une large gamme de conditions. Ainsi, des ratios
[MMA]./[CPDB], compris entre 89 et 398, [CPDB]./[AIBN], variant entre 2 et 8 et des
températures de 70 °C et 80° C nous ont permis d’obtenir des PMMA bien définis (P < 1,2),

et ce jusqu’a de forte conversion.

La polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion peut étre réalisée a 70 ou 80°C sans
problémes de stabilité colloidale. La température de polymérisation influence uniquement la
vitesse de polymérisation (plus élevée a 80 °C) alors que les polymeres PMMA synthétisés

présentent les mémes parametres macromoléculaires aux deux températures.

Un élargissement de la distribution de masses molaires est observé en fin de polymérisation
(conversions supérieures a 80%) pour des ratios [MMA]o/[CPDB]o> 195. Ceci a été attribué
a un effet de gel limitant la mise en place du mécanisme de contrdle de la polymérisation

RAFT en raison du fort degré de polymérisation des chaines impliquées.

Le CPDB induit un effet de retard a la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion et

ce retard est d’autant plus marqué que la concentration en CPDB augmente.

La teneur en M810 dans la phase organique n’a pas une influence sur le contréle de la

polymérisation RAFT.

Dans la troisieme partie de ce chapitre, des glycopolymeres greffés dextrane-g-PMMA aux

parametres macromoléculaires controlés ont ét€ synthétisés par polymérisation RAFT du MMA en

miniémulsion a partir de deux macroagents RAFT, DexN320CTAs; et DexN320CTA7s5. Les

conditions réactionnelles déterminées lors de 1’homopolymérisation du MMA en présence du

systtme modele DexN3.7/CPDB ont été appliquées et se sont également avérées adaptées pour

contrdler cette polymérisation en miniémulsion. Différentes observations expérimentales ont pu étre

réalisées:

Les cinétiques de polymérisation montrent une concentration constante de centres actifs tout

au long de la polymérisation, et ce jusqu’a une conversion d’environ 70%.

Les deux macroagents RAFT utilisés, induisent un effet de retard a la polymérisation par

rapport a un systeéme de polymérisation radicalaire conventionnelle.
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= Aucun probléme de stabilité colloidale n’a été observé. Les conditions choisies permettent de
garder constante la distribution de taille des nanogouttelettes/nano-objets lors de la
polymérisation, si bien que des objets de taille relativement homogene et de diametre

d’environ 110 nm ont été obtenus.

= La croissance effective de greffons a partir du dextrane a pu étre vérifiée grace a des études
RMN 'H et RMN 2D DOSY 'H dans le DMSO-ds ainsi que par SEC-MALLS (DMF/LiCl (2
g/L) des glycopolymeres DexN3.t-g-nPMM Ay, .

= Aprés une ¢tape d’hydrolyse basique des fonctions ester reliant le tronc dextrane aux
greffons PMMA, nous avons pu étudier la distribution massique de ces derniers. Une
évolution linéaire des masses molaires de ces greffons avec la conversion et des dispersités

inférieures a 1,2 ont été observées.

= La formation d’une proportion d’homopolyméres PMMA a été mise en évidence par des
analyses SEC-MALLS (DMF/LiCl (2g/L)) des copolymeres non-purifiés. Les chalnes
PMMA non-accrochées au dextrane représentent entre 17 et 25 % m. du PMMA total

synthétisé.

= Pour les deux transurfs utilisés, nous avons pu calculer une efficacit¢ moyenne des

groupements CTA d’environ 50%.

= Les études cinétiques réalisées en changeant le ratio volumique M810/MMA dans la phase
organique suggerent que cette huile peut étre utilisée en forte proportion dans la formulation
des nano-objets sans aucun effet ni sur la croissance contrdlée des chaines polymeres ni sur
I’efficacité des groupements réactifs (de type agent RAFT) introduits sur le dextrane. Ceci a
permis la fabrication de nano-objets a forte teneur en M810 (10-37% m.) qui devrait
permettre d’encapsuler des quantités de principe actif importantes et trouver des applications

dans le domaine de la délivrance de médicaments.

Grace a 'utilisation combinée de la polymérisation en miniémulsion et d’'un macroagent RAFT
dérivé du dextrane (DexN3.tCTAYy), des objets a cceur huileux, écorce polymere (aux parametres
macromoléculaires bien définis) et recouvrement hydrophile, ont été élaborés. Dans le chapitre
suivant, la caractérisation physico-chimique de ces objets sera présentée. Il s’agira notamment de

vérifier leur stabilité colloidale pendant leur stockage et dans un milieu simulant le milieu
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physiologique. Le recouvrement hydrophile en dextrane sera caractérisé en termes d’épaisseur, de

taux de recouvrement et de stabilit¢ en présence d’un tensioactif compétitif. Des études

préliminaires de la morphologie des objets seront également présentées.
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CHAPITRE III

Dans le chapitre précédent nous avons validé la stratégie de synthese des NCs. Des nano-objets a
cceur huileux en M810, écorce PMMA et recouverts de dextrane ont ainsi été obtenus par
polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion. Cependant, avant de pouvoir tester ces NCs in
vivo, ces vecteurs doivent €tre caractérisés sur le plan de leurs propriétés physico-chimiques, de
leur morphologie et de leur potentiel a étre utilisés pour la délivrance de principes actifs par voie
intraveineuse. Les caractérisations physico-chimiques et morphologiques feront 1’objet de ce
chapitre. Elles incluront d’une part, la mesure de la taille des objets et de leur distribution, leur
stabilité dans les conditions de stockage et lors du conditionnement final, 1’évaluation de leur
charge électrostatique et la caractérisation de la couche superficielle de dextrane en termes
d’épaisseur et de taux de recouvrement. D’autre part, nous étudierons également la stabilité
colloidale de ces objets en fonction de la force ionique ainsi que la stabilité de la couronne de
dextrane en présence d’un tensioactif compétitif. Ce chapitre sera cloturé par une étude
préliminaire de la morphologie de NCs formulées par Cryo-Microscopie Electronique a

Transmission a basse température (cryo-TEM).

1. RAPPEL DES OBJETS ETUDIES

Deux types d’objets ont été synthétisés lors des expériences de polymérisation RAFT en
miniémulsion discutées dans le chapitre précédent. Premierement, les NCs issues des
polymérisations modeles réalisées en présence du couple tensioactif/CTA (DexN3..0/CPDB) qui
seront appelées par la suite NCs-MOD (a, Figure II- 40) ; deuxiemement celles produites a 1’aide
des transurfs qui seront nommées NCs-CTA (b, Figure II- 40). Pour rappel, dans le cas des NCs-
MOD, le tensioactif DexN3.2 est simplement adsorbé a la surface des objets, alors que dans le

cas des NCs-CTA, le transurf DexN3.20CTA37 initialement introduit dans le milieu réactionnel se
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retrouve in fine 1i¢ de facon covalente aux chaines PMMA qui constituent 1’écorce de la NC. Les
conditions de synthese et les caractéristiques des NCs étudiées sont rassemblées dans le Tableau
II- 12. Des expériences conduisant a des PMMA de masses molaires voisines ont été

volontairement sélectionnées pour faciliter la comparaison.

a) NCs-MOD b) NCs-CTA

DGXN3_2()— g—PMMA

Figure I1- 40 : NCs fabriquées par polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en
présence du systeme modeéle DexN3.20/CPDB (a, NCS-MOD) et du transurf (b, NCs-CTA).

Tableau II- 12: Conditions de synthése et caractéristiques des NCs utilisées pour les
caractérisations physico-chimiques.

Dérivé du
dextrane M810 M, © Taille

adsorbé a [MMA] [CPDBly  ——— x® C)
NGs Pinterface® [CPDB], [AIBN], ((1;:)1 It,/l(fll_) (%) (g/mol) D (nm)
(% m.)
MOD 65 700 2 25 97 55300 1,11 Il
’ (1,28)
CTA* 94 393 3 25 93 58 700 1,20 102
’ (1,45)

(a) % massique du dérivé dextrane initialement introduit (DexNs.;o ou DexNs.20CTA3 ;) localisé a la
surface des objets finaux. Déterminé apres centrifugation des nano-objets, par dosage a
I’anthrone du dextrane modifié restant dans le surnageant (voir Chapitre Il, Paragraphe 3.1)

(b) Conversion estimée par gravimétrie.

(c) Masses molaires moyennes en nombre des chaines PMMA obtenues pas SEC-MALLS dans le THF
avec dn/dc = 0,087 mL/g. Dans le cas des NCs-CTA, ces chaines PMMA ont été volontairement
clivées du dextrane avant analyse.

(d) Diamétre moyen en surface (d[3:2]) des NCs, mesuré par granulométrie laser en fin de
polymérisation. Valeurs de Span données entre parenthéses et obtenues par granulométrie laser

grdce a I’équation I11-3 (Chapitre I, Paragraphe 2.2).
* Les ratios [MMA],/[CPDB], et [CPDB],/[AIBN], correspondent aux ratios théoriques calculés en

supposant que tous les groupements CTA du transurf a la surface des nanogouttelettes participent a la
croissance des chaines PMMA.
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2. STABILITE COLLOIDALE DES OBJETS LORS DE LEUR
STOCKAGE

La stabilité du diametre des objets au cours du procédé d’¢laboration (de la nanogouttelette a la
NC) a été vérifiée dans le chapitre précédent. Cependant, il convient aussi d’examiner la capacité
de ces NCs a maintenir leur taille a long terme, sous différentes conditions de stockage :

suspension colloidale ou sous forme seche.

2.1. EN SUSPENSION COLLOIDALE

Apres élaboration, les NCs (suspension colloidale a 8% m.) sont lavées par centrifugation afin
d’enlever le tensioactif (DexNsz.2o ou DexN3z.20CTAsz7) non adsorbé a leur surface puis
redispersées dans 1’eau MilliQ. Les suspensions ainsi obtenues présentent un taux de solide
d’environ 6% m.. Elles sont classiquement stockées a 4 °C avant d’étre utilisées pour d’autres
analyses, notamment pour leur évaluation biologique. Nous avons donc étudié la stabilité
colloidale des NCs-MOD et NCs-CTA (Tableau II- 12) dans ces conditions de stockage afin de
garantir des délais d’utilisation. Pour cela, la taille de ces objets a été suivie pendant 5 semaines.
Les distributions de taille obtenues en fin de polymérisation et a I’issue de 5 semaines de
stockage a 4 °C sont comparées dans la Figure II- 41. Elles confirment qu’il est possible de
conserver les particules NCS-MOD et NCs-CTA sous forme dispersée pendant au moins cette

durée de temps.

a) NCs-MOD b) NCs-CTA
18 14
16 5
—_ 14 Apres —_ 12 a Apres .
N 12 polymérisation S polymérisation
5 10 3 8 o
§ 8 === 5 semaines 2 4°C § 6 === 5 semaines 2 4°C
p— 6 —
(=]
> 4 S 4
2 2
0 0 _—
0,0 0, 1 1 ,O 10,0 1 O0,0 0’0 0’ 1 130 10’0 100’0
Taille des nanogouttelettes (um) Taille des nanogouttelettes (um)

Figure II- 41 : Distribution de tailles en volume en fin de polymérisation et a I’issu de 5 semaines de
stockage a 4 °C de NCs-MOD et NCs-CTA.
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2.2. AL’ETAT SOLIDE

Malgré la bonne stabilité des NCs sous forme de suspension colloidale, la conservation a long
terme des suspensions aqueuses de nano-objets contenant un principe actif est difficilement
envisageable. En effet, un des risques principaux est la diffusion du principe actif a partir des
nano-objets dans le surnageant. La prolifération bactérienne dans I’eau est également un risque a
éviter. C’est pourquoi, la conservation des nanoparticules (NCs-MOD) apres leur lyophilisation a
également été étudiée. Cependant, comme montré lors des travaux précédents au LCPM [1], il
est nécessaire d’ajouter un cryoprotecteur tel que le tréhalose (260 mg/mL de suspension, Figure
II- 42) pour éviter 1’agrégation des nanoparticules recouvertes d’ une couronne de dextrane lors
de leur congélation. Ce cryoprotecteur permet d’obtenir une bonne redispersion des NCs apres
leur lyophilisation (Figure II- 43) et ne représente pas d’inconvénient pour 1’utilisation finale des
objets. En effet, des solutions de glucose (Figure II- 42) sont souvent utilisées comme
transporteur et diluant lors de 1’administration de différents médicaments par voie intraveineuse
[2], [3]. Le tréhalose utilisé dans cette étude peut également €tre remplacé par du glucose ou un
autre type de cryoprotecteur comme cela a été démontré dans la littérature [4]. Dans ce cas, il
suffirait de trouver les proportions optimales de glucose a ajouter pour assurer la stabilité des

objets.

Tréhalose Glucose
OH
HO OH
OH
HO —
HO HO
L l o o HO—
0O OH

OH

/
0

H

Figure II- 42 : Structure chimique du tréhalose et du glucose.
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Figure II- 43 : Distribution de tailles en volume en fin de polymérisation et apres lyophilisation en
présence et en absence de tréhalose.

3. CARACTERISATION DE LA COURONNE DE DEXTRANE
EN SURFACE DES NCS

3.1. POTENTIEL ZETA ET MISE EN EVIDENCE DU
RECOUVREMENT HYDROPHILE EN DEXTRANE

Les valeurs de potentiel Zéta ({) permettent d’estimer la charge de surface d’objets en
suspension et sont un bon indicateur de leur stabilité colloidale (pour plus de détails voir Partie
III, Paragraphe 6.4). Dans le cadre de ce travail, le potentiel Zéta nous a également permis de
montrer de fagon indirecte la présence d’une couche hydrophile de dextrane a la surface des NPs
(NCs-MOD et NCs-CTA). Dans ce but, I’évolution du potentiel { des NCs dispersées dans des

solutions de NaCl a différentes forces ioniques (10%—1 M) a été étudiée.

La Figure II- 44 présente les résultats obtenus pour les NCs-MOD et NCs-CTA. Dans un premier
temps nous avons comparé ces objets a des nanospheres de PMMA non-recouvertes ou nues
(NSs nues) préparées par la méthode d’émulsion-évaporation de solvant (voir Partie III,
Paragraphe 3.3) en utilisant du cholate de sodium comme tensioactif et un PMMA préformé
(obtenu par polymérisation RAFT en masse du MMA en présence de CPDB puis purifié par
précipitation par de I’éther de pétrole). Apres préparation, ces NSs ont été lavées plusieurs fois
afin de retirer le tensioactif en surface et 1’absence de ce dernier a été confirmée par analyse

RMN 'H dans le DMSO-ds d’ou le terme de NSs nues. Si I’on compare les valeurs de potentiel {
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Figure II- 44 : Evolution de potentiel Zéta de nano-objets dispersés dans une phase
aqueuse de NaCl de 10 a2 1 mol/l. Cas des NPs préparées par polymérisation RAFT en
miniémulsion : (A) NCs-MOD et (¢) NCs-CTA ; par polymérisation radicalaire classique
en utilisant un stabilisant non-réactif : (¢) NCs-RC et (0) NCs-DexCs et par émulsion-
évaporation de solvant : (m) NSs nues, (A) NSs-DexN3.» et (0) NCs-DexN3.2,
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de tous ces objets, on observe que les charges de surface de NCs-MOD et NCs-CTA sont
positives alors que celles de NSs-nues sont négatives. Ce résultat a pu étre vérifié a de
nombreuses reprises. Ces valeurs de potentiel { positives sont a priori surprenantes car la
littérature rapporte des charges de surface négatives pour des nanospheres de PMMA élaborées
par nanoprécipitation a partir des polymeres préformés synthétisés par RAFT [5], [6]. Afin
d’expliquer cette différence dans la charge a la surface, un certain nombre de nano-objets ont été
fabriqués et leur potentiel { mesuré. Pour le confort du lecteur, la Figure II- 44 est accompagnée
d’une représentation schématique des différents objets analysés classés selon leur charge

(positive ou négative) et leur procédé d’élaboration.
Plusieurs constatations peuvent étre faites a partir de la Figure 1I- 44 :

= Lorsque des NSs ou des NCs (a coeeur en M810) sont fabriquées par émulsion évaporation
de solvant en utilisant le DexN32o comme stabilisant et un PMMA préformé (NSs-
DexN3.o0 et NCs-DexN3.20), des objets chargés négativement sont obtenus. Néanmoins,
les potentiels  (en valeurs absolues) sont plus faibles que ceux des NSs nues. Ceci met
en évidence de fagon indirecte, la présence d’une couche de dextrane neutre en surface
des NSs-DexN3.o0 et NCs-DexN3.oo, permettant d’atténuer la charge négative du PMMA

en surface.

= La fabrication de particules de PMMA par polymérisation radicalaire classique en
miniémulsion réalisée en présence d’AIBN comme amorceur, de M812 comme agent
hydrophobe et de la 1écithine comme stabilisant a été relatée dans la littérature [7]. Les
objets alors synthétisés par ces auteurs présentent une charge de surface négative, ce qui
suggere que ni le procédé de préparation utilisé (polymérisation en milieu hétérogene), ni
I’amorceur ni 1’huile employés ne sont a I’origine du potentiel { positif que nous
observons pour les NCs-MOD et NCs-CTA. Nous avons alors supposé que ce potentiel
ne pouvait provenir que de I'utilisation d’un agent RAFT. C’est pourquoi des NCs
supplémentaires ont été préparées par polymérisation radicalaire classique en
miniémulsion en présence de DexNs.o, d’AIBN et de M810 (NCs-RC). Cependant,
celles-ci sont également avérées chargées positivement. La présence d’un agent RAFT

n’est donc pas une explication valable.

= Dans un second temps, nous avons supposé que le potentiel { positif pouvait trouver son
origine dans [’utilisation des stabilisants DexNs-t et DexN3-tCTAy lors d’une

polymérisation en miniémulsion. Comme nous avons montré précédemment que la
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polymérisation RAFT (groupes CTA) n’était pas a I’origine du potentiel { positif, nous
avons pensé que les fonctions azoture étaient responsables de ce surprenant résultat. Pour
démontrer cela, nous avons mesuré le potentiel { de nouvelles NCs de PMMA
synthétisées cette fois-ci par polymérisation radicalaire classique en miniémulsion en
présence d’un autre dérivé amphiphile non-réactif du dextrane, appelé DexCs, au lieu du
DexNs.t (NCs-DexCg). Le DexCs est un dextrane modifié par des chaines alkyle
hydrophobes a 6 carbones qui, contrairement a celles des DexN3.t ou DexN3.tCTAy, ne

comportent pas une fonction azoture au bout de chaine (Figure II- 45).

R=H

o OH
Ha§;;,\l } R=zo,}\)\v/\/

or ©

Figure II- 45 : Structure des dérivés DexCq. Dextranes modifiés avec des chaines alkyles a 6
carbones.

On constate sur la Figure II- 44, que les NCs-DexCs sont chargées négativement. Le
potentiel { positif des NCs-MOD et NCs-CTA semble donc bien étre 1ié a la présence de
fonctions azoture situé a I’extrémité des groupements hydrophobes en Cg fixés sur les
chaines de dextrane. D’ailleurs, certains travaux indiquent que les groupements N3
peuvent réagir au cours d’une polymérisation radicalaire et conduire a des dérivés qui
soient a I’origine du potentiel { positif. Huisgen a démontré que les fonctions azoture
peuvent réagir avec des alcenes selon la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire aussi
connue sous le nom de cycloaddition de Huisgen, (analogue a la réaction entre les
fonctions azoture et alcyne dont nous avons parlé dans la Partie I, Paragraphe 2.3.1,

Schéma II- 8).

(F RN
\\) .)‘\\"
R~ R R R

Schéma II- 8 : Mécanisme de la réaction de cycloaddition de Huisgen entre N3 et C=C

Cette réaction a €t€ mise en évidence par Ladmiral et al. [8] lors de la polymérisation

RAFT du NIPAAM a 60 °C en présence d’un agent RAFT comportant un groupement
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Ns. La réaction Huisgen entre la fonction azoture et la double liaison C=C du monomere
se produit effectivement, mais d’autres réactions secondaires s’en suivent aboutissant a

des produits secondaires (Schéma II- 9).
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Schéma II- 9: Mécanisme réactionnel proposé par Ladmiral et al. [8] pour la
décomposition du NIPAAM en présence de fonctions Na.

Bien qu’il soit rapporté que la réaction de Huisgen est tres lente, Ladmiral et ses
collegues constatent la perte de 13% des fonctions N3 apres seulement 2 h de réaction.
Dans nos expériences, la polymérisation RAFT est réalisée a 80 °C pendant 3 h. Ainsi, il
est possible que des réactions secondaires de ce type aient lieu entre les fonctions N3 et le
MMA. Afin de mieux explorer cette piste, nous avons fait réagir le DexN3.20 avec le
MMA en reproduisant les conditions opératoires du procédé de polymérisation RAFT en
miniémulsion (3 heures de chauffage a 80 °C sous agitation mais sans amorceur et sans
agent RAFT). La réaction est alors réalisée dans le DMSO, solvant commun aux deux
réactifs puis le milieu réactionnel a été précipité par de 1’éthanol afin de récupérer un
composé qu’on dénommera dans la suite DexN3(MMA) qui est purifié du MMA et des
oligomeres de PMMA éventuellement produits. Ensuite, le DexNspo initial et le
DexN3(MMA) ont été analysés par spectroscopie infra-rouge par réflexion totale atténuée

communément appelée  ATR-FTIR  (« Attenuated Total Reflection-Fourier
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Transformation Infra red ») (voir Partie III, Paragraphe 5.2). Cette technique de mesure
permet I’étude de la surface d’un échantillon avec une profondeur de pénétration de
I’ordre de 1 a 2 um. Les spectres du DexN3.2o et du DexN3(MMA) (Figure II- 46)
montrent des bandes d’absorption caractéristiques des groupements fonctionnels
composant les unités glucopyranose du dextrane et les groupements hydrophobes alkyle
N; greffés sur sa dorsale. Bien que I’ATR-FTIR soit une technique qualitative et
difficilement quantitative, nous avons comparé en premiere approximation 1’aire des pics
correspondants aux groupements C-N3. Pour cela, nous avons sélectionné le pic de la
fonction carbonyle (C=0) qui est peu susceptible de réagir selon le Schéma II- 9 pour

normaliser les chromatographes.

OH
OH DexN3.20 OH—

DexN3(MMA)

Transmittance

CH»

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700
Longueur d'onde (cm™)

Figure II- 46 : Spectres ATR-FTIR du DexNi.z et du DexN3(MMA) (produit purifié obtenu
apres réaction du DexN; avec le MMA).

On constate que toutes les principales bandes du DexN3(MMA) présentant une
transmittance assez €levée se superposent quasiment avec celles du DexNs.p, sauf celle
caractérisant le groupement azoture. En effet, 1’aire de cette bande pour le DexN3(MMA)
est clairement réduite par rapport a celle du DexN3.20. Ceci semble bien montrer qu’il y a
une perte partielle des fonctions azoture par réaction avec le MMA. Cette réaction
produit, comme illustré dans le Schéma II- 9, des fonctions amine qui pourraient étre a
I’origine des charges positives. Cependant, d’autres techniques d’analyse seraient

nécessaires afin de déterminer et quantifier les produits secondaires issues de la réaction
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entre la fonction N3 et le MMA. Malgré cette possible perte des fonctions azoture, des
fonctions N3 semblent cependant étre toujours présentes a la surface des NCs-MOD et
NCs-CTA comme le témoignent les analyses par ATR-FTIR de ces objets (Figure II- 47).
La disponibilité des fonctions N3 a la surface des NCs sera vérifiée plus loin lors des

expériences de fonctionnalisation de la surface des NCs par Chimie « Click ».

DexN; PMMA
oH 0 CHs =0 C-0
R OE &CHQJF
O>\/\/\/N 3 00
&
CH:

NCs-MOD NCs-CTA

Transmittance

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700
Longueur d'onde (cm™)
Figure I1- 47 : Spectre ATR-FTIR des NCs-MOD et NCs-CTA déposées a I’état solide.

Bien que le potentiel { des NCs-MOD et NCs-CTA soit positif a faible concentration en NaCl
(Figure II- 44), il devient presque neutre lorsque la force ionique du milieu atteint la valeur
correspondante a celle du sang (0,148 M). Une valeur de 2,4 mV a ainsi été mesurée pour les
deux nano-objets a une concentration en NaCl de 0,1 M. On peut donc penser qu’aucune force
électrostatique attractive ni répulsive ne sera présente lorsque ces NCs seront administrées par

voie intraveineuse.

3.2. DETERMINATION DE L’EPAISSEUR DE LA COURONNE DE
DEXTRANE ET DU TAUX DE RECOUVREMENT

Grace a la détermination préalable du potentiel  a différentes forces ioniques, il a été possible de

caractériser 1’épaisseur €lectrocinétique (Ap,) de la couche hydrophile de dextrane localisée a la
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surface des NCs qui permet d’écranter les charges. L’équation d’Eversole et de Boardman [9]
propose une relation exprimant 1’évolution du potentiel { en fonction du parametre de Debye-
Hiickel (ky) et de I’épaisseur de la couche polymeére en surface (Ap;) (pour plus de détails voir
partie III, Paragraphe 6.4). Pour des faibles forces ioniques, cette évolution est linéaire et la
valeur absolue de la pente peut étre assimilée a 1’épaisseur Ap; (Tableau II- 13). L’épaisseur de
la couronne de dextrane des NCs-DexN3.po (fabriquées par émulsion-évaporation de solvant en
utilisant un PMMA préformé) a été comparée a celle des NCs obtenues par polymérisation
RAFT en miniémulsion a partir du systeme modele (NCs-MOD) et a partir des transurfs (NCs-
CTA). On remarque que la valeur de Ap; est la méme pour les NCs-MOD et NCs-CTA, alors

que celle de NCs-DexN3.20 est environ 5 fois plus importante.

Tableau II- 13 : Caractéristiques de la couronne de dextrane en surface des objets. Cas de
NCs fabriquées par polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion en présence du
systeme modele DexN3.2o/CPDB (NCs-MOD) et du transurf (NCs-CTA) (conditions voir
Tableau II- 12). Les NCs-DexN3 ont été préparées par émulsion-évaporation du solvant
(voir page 111, Paragraphe 3.3) a I’aide d’un PMMA préformé.

NCs d[3:2]1®  Ap; ® T4, (Dosage indirect)® TIy,, (Dosage direct)®
(nm) (nm) (mg/m?) (mg/m?)
NCs-MOD 111
(1.28) 51 1,240,1 1,31+0,2
NCs-CTA 102 5+1 1,8+0,1 1,84+0,1
(1,45) - T T
NCs-DexNs-20 140 23+1,5 - 2.710.,2
(1,25) a

(a) Diamétre moyen en surface (d[3 :2]) des particules, mesuré par granulométrie laser .Valeurs de
Span données entre parenthéses et obtenues par granulométrie laser gréce a I'équation II-3
(Chapitre Il, Paragraphe 2.2).

(b) Epaisseur de la couche hydrophile en dextrane a la surface de NCs obtenue a partir des mesures
de potentiel Zéta grdce a I’équation d’Eversole et Boardman (partie Ill, Paragraphe. 6.4).

(c) Taux de recouvrement des NCs en dextrane estimé par dosage a l'anthrone du dérivé du
dextrane restant dans le surnageant apreés centrifugation des objets. Calculé grdce a I’'équation
I1I-6 (Partie Ill, Paragraphe 6.2).

(d) Taux de recouvrement des NCs en dextrane évalué par analyse RMN H réalisée directement sur
les objets apreés séchage dans le DMSO-ds. Calculé grdce aux équations IlI-6 et IlI-10 (Partie Il
Paragraphe 6.2).
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Nous avons également estimé le taux de recouvrement (I;.,) pour ces trois types d’objets
(Tableau II- 13), correspondant a la masse de dextrane présent par unité de surface des NCs.
Pour le calculer, la masse de dextrane a la surface des objets a d’abord été évaluée par deux
méthodes : 1) soit comme précédemment (voir Chapitre II, Paragraphe 3.1) par dosage a
I’anthrone du dérivé du dextrane restant dans le surnageant apres centrifugation des nano-objets
obtenus (méthode indirecte), ii) soit par analyse RMN 'H des NCs aprés séchage (méthode
directe), puis [z, a été calculé grace a 1’équation III-6 (voir Partie III, Paragraphe 6.2). Les deux
techniques employées donnent des [;., similaires. En revanche, le taux de recouvrement des
NCs-MOD est 1égerement inférieur a celui des NCs-CTA. Cet écart provient de la perte de
stabilisant DexN3.t lors de la préparation de NCs-MOD. En effet, comme nous en avons discuté
dans le Chapitre II de cette partie (paragraphe 3.1), environ 95% de dérivé du dextrane DexNs.
TCTAY introduit initialement reste accroché aux NCs préparées a partir du transurf (NCs-CTA),
tandis que seulement 60% du DexNs.t initial reste a la surface des NCs préparées avec le
systtme modele (NCs-MOD) apres polymérisation et purification. Dans le cas de la
polymérisation avec le transurf, I’ancrage chimique du dérivé dextrane a la surface des NCs-
CTA empéche certainement sa désorption lors de la polymérisation et du lavage de ces objets,

d’ou un taux de recouvrement plus important pour une méme épaisseur de couche.

D’ailleurs, on observe que les NCs-DexN3.o9 préparées par émulsion-évaporation de solvant
présentent une couche de dextrane 1,8 et 1,5 fois plus dense que celle des NCs-MOD et NCs-
CTA, respectivement. Cette différence est associée aux conditions expérimentales utilisées et
plus particulierement a la quantité relative de stabilisant par rapport au PMMA lors de la
préparation de ces NCs. Pour les NCs-DexN3.2, le ratio massique DexN320/PMMA est égal a
2,4, tandis que le ratio DexN320/PMMA ou DexN320CTA37/PMMA est de ’ordre de 0,16 pour
les NCs-MOD et NCs-CTA. Ainsi, pour augmenter le [';,, de NCs-MOD et NCs-CTA, il serait
sans doute nécessaire d’augmenter la quantit¢ de stabilisant DexN3.t ou DexN3.tCTAy de la
formulation des miniémulsions. Cependant, augmenter la quantité des stabilisants pourrait
favoriser dans ces conditions la nucléation homogene comme indiqué dans le Chapitre II
(Paragraphe. 1.3.2.2), car le ratio massique stabilisant/phase organique serait alors supérieur a la

valeur limite de 13 %m.

Finalement, si on compare les deux parametres précédents (Iz., etApz), deux remarques

peuvent Etre faites :
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= Bien que le taux de recouvrement des NCs-CTA soit légerement plus important que celui
de NCs-MOD, I’épaisseur du recouvrement de dextrane est le méme pour les deux types
des NCs. Notons qu’un Ap, similaire de la couche polysaccharide avait déja été observée
au LCPM dans le cas de nanoparticules de polystyrene préparées par polymérisation
radicalaire classique en miniémulsion, en présence de dérivés dextrane comportant des
chaines latérales hydrophobes de type phénoxy [10]. Alors que le taux de modification en
groupements phénoxy, le ratio massique stabilisant/phase organique et le taux de
recouvrement des objets finaux variaient de 15 a 28%, 0,015 a 0,15 %m. et 2 a 4,5
mg/m?, respectivement, un Ap, d’environ 5 nm avait toujours été obtenue pour ces
nanoparticules de polystyrene. Il avait alors été proposé que ces dérivés amphiphiles du
dextrane subissaient des réactions de transfert, via leurs fonctions OH résiduelles,
lorsqu’ils étaient employés comme stabilisant d’une polymérisation en miniémulsion. Ces
réactions de transfert conduiraient a la création de nouveaux points d’ancrage entre le

dextrane et la surface des particules, ce qui expliquerait pourquoi Apj reste constant.

= Dans les cas de NCs-DexN3.2, les valeurs Ap; et [z, reportées dans le Tableau II- 13
sont cohérentes avec celles obtenues précédemment au LCPM pour des NSs et NCs de
PLA formulées par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant en présence de dérivés
amphiphiles DexN3.7 [11]. Dans ce cas, la valeur plus importante de Ap; (par rapport a
celles de NCs-MOD et NCs-CTA) est probablement liée a la quantité plus élevée de
dextrane en surface et au plus petit nombre de points d’ancrage (car absence d’ancrage
covalent). Un effet d’encombrement stérique des chaines de dextrane peut expliquer leur
arrangement sous la forme de boucles plus longues et donc I’augmentation de 1’épaisseur

du recouvrement.

4. STABILITE COLLOIDALE DE NANO-OBJETS

Le recouvrement hydrophile et neutre de dextrane a la surface des NCs devrait d’une part assurer
la stabilisation stérique de ces objets en dispersion colloidale et d’autre part limiter 1’adsorption
en surface de certaines protéines circulantes dans le sang. D’ailleurs, aprés injection
intraveineuse, 1’équilibre d’adsorption des chaines de dextrane a la surface des nano-objets peut
étre déplacé en milieu physiologique par adsorption compétitive d’autres molécules

tensioactives. Ceci peut conduire a la perte de ce revétement hydrophile par désorption, ce qui a
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pour effet de favoriser la reconnaissance des objets par le systtme immunitaire voire de conduire

a leur agrégation.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la stabilité colloidale des NCs-MOD et
NCs-CTA a différentes forces ioniques (dont celle du sang) mais aussi a la stabilité de leur

recouvrement hydrophile en présence de SDS, employé ici comme tensioactif compétitif.

4.1. STABILITE COLLOIDALE EN FONCTION DE LA FORCE
IONIQUE.

Parmi les méthodes permettant d’évaluer la stabilité colloidale des nano-objets, nous avons
choisi la turbidimétrie. Grace a cette technique, la variation de la taille des NCs étudiées et
éventuellement leur floculation peut étre évaluée en mesurant la densité optique des dispersions
colloidales par spectroscopie UV-Visible (entre 450 nm et 600 nm) [12]. La densité optique
(DO) peut étre ensuite reliée a la turbidité de la dispersion (voir partie III, paragraphe 6.5 pour
plus de détails). Celle-ci a donc été suivie dans des solutions de NaCl a différentes forces

ioniques (10— 2 M) apres 1 heure de mise en suspension 2 température ambiante.

La Figure II- 48 montre 1’évolution du parametre | n | en fonction de la concentration saline des
suspensions pour les NCs-MOD, NCs-CTA, NSs nues et NCs-DexN3.20. | n | est représentatif de
la DO des suspensions et est inversement proportionnel a I’évolution de la taille de NCs : plus la
taille des objets est grande, plus la valeur de | n | diminue (voir Partie III, Paragraphe 6.5). | n |
constitue donc un indicateur de la stabilité colloidale des objets. On constate que dans le cas de
NCs-DexN3.20, NCs-CTA et NCs-MOD, les suspensions sont stables ( | n | demeure constant) et
aucune floculation n’est observée jusqu’a 2 M en NaCl apres 1 heure en contact avec la solution
saline. En revanche, une chute de | n | est observée pour les NSs nues (non-recouvertes) a partir
d’une concentration en NaCl de 10* M, ce qui correspond 2 une augmentation de la turbidité et
donc a une floculation de ces objets. Cette perte de stabilité est associée a 1’écrantage des charges
négatives de la surface de PMMA et donc de la force de répulsion électrostatique par les charges
du milieu lorsque la force ionique augmente. Dans le cas des NCs-DexN3.20, NCs-MOD et NCs-
CTA, une force de répulsion stérique supplémentaire vient s’additionner a la force de répulsion
électrostatique grace a la présence de dextrane neutre a la surface des objets ce qui permet
d’assurer une stabilité a la dispersion. Ce comportement a déja été observé pour des NSs et NCs

de PLA recouvertes de dextrane [11], [13] et permet de confirmer la présence du polysaccharide
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en surface des objets. D’apres ces résultats, les NCs-MOD et NCs-CTA devraient pouvoir étre

injectées dans le sang, dont la force ionique avoisine 0,15.
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Figure II- 48 : Stabilité colloidale de NCs en présence de NaCl. Cas des NPs préparées par
polymérisation RAFT en miniémulsion : (A) NCs-MOD et (¢) NCs-CTA, et par émulsion-
évaporation de solvant : (m) NSs nues et (0) NCs-DexN3.2.

Les tests biologiques ayant été réalisés en milieu tampon PBS (0,148 M, pH = 7,4) et pouvant
durer jusqu’a 24 heures (voir Chapitre IV), il était également important de vérifier la stabilité des
NCs dans ce milieu salin sur une telle durée. La Figure 1I- 49 montre a la fois I’évolution du
parametre |n| et 1’évaluation visuelle de la stabilité colloidale des NCs-MOD et NCs-CTA dans
des tampons PBS (pH = 7,4) a différentes concentrations en sel (1,48x1072, 0,148 et 1,48 M).
Comme on peut clairement le voir, quelle que soit la concentration du milieu salin aucune

floculation n’a eu lieu apres 24 heures. Cette stabilité est également visible a 1’ceil nu.
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Figure II- 49 : Stabilité colloidale de (A) NCs-MOD et (¢) NCs-CTA en milieu tampon PBS a
différentes concentrations en sel apres 24 heures.

4.2. STABILITE DE LA COURONNE DE DEXTRANE EN PRESENCE
DU SDS.

La stabilité des particules en présence d’un tensioactif compétitif a également été étudice. Le
SDS, tensioactif ionique, a déja été utilisé dans la littérature pour la désorption des couches de
polymere en surface [14], [15]. C’est pourquoi nous 1’avons choisi. Apres élaboration et lavage
des objets, 1 %m. de SDS a été ajouté aux suspensions aqueuses des NPs. Les suspensions ont
été ensuite laissées 24 heures sous agitation, puis lavées et lyophilisées. La quantité de dérivé
amphiphile du dextrane (DexNs.t ou DexN3.tCTAy) désorbée est déterminée indirectement par
RMN 'H a partir des particules solubilisées dans le DMSO-ds grace a 1’équation III-10 (voir
Partie III, Paragraphe 6.2.1), qui compare 1’aire de pics des protons « -OH et H anomere » de
I’unité glucopyranose du dextrane (entre 4,3 et 5,0 ppm) avant et apres traitement avec du SDS.

Les spectres des NCs-MOD et NCs-CTA sont présentés dans la Figure II- 50.

Dans le cas de NCs-MOD (a, Figure II- 50), on constate que la couche de DexN3.20 a la surface
de ces NCs est instable en présence de SDS puisque 50% de ce stabilisant se désorbe apres 24
heures de contact avec le SDS. Le SDS en raison de son affinité par la surface hydrophobe du

PMMA déplace les chaines de DexNs.o par adsorption compétitive. Néanmoins, d’autres
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travaux menées au LCPM sur des particules cceur PLA/couronne DexCs [16], coeur PLA/
couronne DexNs3.T [13] ou encore des NCs coeur M810/écorce PLA/couronne DexNs.T [11]
avaient montré que la totalité de la couronne de dextrane se désorbait totalement en présence de
SDS, dans les mémes conditions expérimentales. Il est possible que dans le cas de NCs-MOD,
une partie des groupements hydrophobes N3 soit enchevétrée plus profondément et de fagon plus
stable dans 1’écorce de PMMA (que dans une écorce PLA) ce qui expliquerait qu'une partie du
DexN3.o reste ancrée sur les NCs-MOD aprés contact avec du SDS. D’ailleurs, il est aussi
probable qu’une partie du DexN3.o soit attachée de facon covalente au PMMA a cause des
réactions secondaires entre les fonctions azoture du DexNso et le MMA ou des réactions de
transfert impliquant les fonctions OH des unités glucopyranose du DexNspo lors de la

polymérisation, comme discuté plus haut (Paragraphe 3).

Enfin, on observe que dans le cas de NCs préparées en utilisant le transurf DexN3.20CTA37
(NCs-CTA) (b, Figure II- 50), le recouvrement de dextrane est beaucoup plus stable. Seulement
6% du dérivé dextrane initialement présent a la surface des objets se désorbe en présence de
SDS. Dans ce cas, une grande proportion de dextrane est fixé de fagon covalente par les greffons
PMMA produits par la polymérisation RAFT et constituant 1’écorce des NCs et ne peut se
désorber. Cependant, il est probable que ce soient les rares chaines de transurf adsorbées de
facon physique a la surface des NCs-CTA qui soient éliminées. Ceci montre que la quasi-totalité
de dextrane est immobilisé de facon covalente et irréversible a la surface des NCs-CTA alors
produites. Pour rappel, ce recouvrement correspond a environ 90% du dextrane mise dans la
phase aqueuse du départ. Ces résultats valident la méthode de préparation choisie
(polymérisation RAFT en miniémulsion a partir d’un tensioactif réactif) pour la fabrication de
NCs ayant une couronne hydrophile en polysaccharide fixée de facon permanente a leur surface.
En effet, la fixation covalente de la couronne de dextrane permet d’assurer sa stabilité et aussi la
stabilisation de tels nano-objets apres leur injection par voie intraveineuse. De plus, la couronne
de dextrane devrait constituer une barriere stérique stable en milieu physiologique, capable
d’empécher I’adsorption de protéines. Ceci sera vérifié dans le chapitre suivant en étudiant

I’interaction des différentes NPs produites avec certaines protéines plasmatiques.
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Figure II- 50 : Comparaison des spectres RMN 'H dans le DMSO-ds des NCs étudiées avant et
apres traitement avec le SDS. Cas des NCs fabriquées par polymérisation RAFT du MMA en
miniémulsion en présence du systéeme modele DexN3./CPDB a) NCs-MOD et du transurf b) NCs-

CTA.
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5. MORPHOLOGIE DES NANO-OBJETS

5.1. ANALYSE THERMIQUE (MDSC)

Dans le Chapitre I de cette partie (Paragraphe 1.3.3), nous avons évalué la miscibilité du
systtme PMMA/MS810 par MDSC. Nous avons observé que lorsque le M810 est mélangé au
PMMA a une teneur massique supérieure a 11 % m. deux phases coexistent, I’'une contenant du
MS810 pur (Tt = -4 °C) et ’autre contenant du PMMA plastifié par le M810 (T, = 77 °C). La T,
du PMMA pur avait également été évaluée a 108 °C.

Les NCs-MOD et NCs-CTA ayant été formulées avec une teneur massique en M810 de 21 % m.
dans la phase organique (M810+MMA), la formation des deux phases précédentes est attendue.
Pour le vérifier, les NCs-MOD et NCs-CTA ont été lyophilisées puis analysées par MDSC. Les

résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau II- 14.

Tableau II- 14 : Comparaison des résultats des analyses MDSC de NCs-MOD et NCs-CTA avec
ceux du PMMA (8 300 g/mol), du M810 et de leurs mélanges.

Echantillon Frvma@ Fms10@® Te (°C) Tt (°C)
M810 0 100 - -4
PMMA (8 300 g/mol) 100 0 108 -
PMMA (8 300 g/mol)/M810 <89 >11 77 -4
MOD 79 21 92 -4
CTA 78 22 98 -5

(a) Fractions massiques

Les thermogrammes des NCs lyophilisées confirment bien la miscibilité partielle du systeéme
PMMA/MS810. Cependant, les valeurs de T, obtenues sont supérieures a celle du mélange
PMMA (8 300 g/mol)/M810 a la méme composition. Cette différence peut provenir de la masse
molaire moyenne en nombre des chaines PMMA constituant I’écorce de NCs-MOD et NCs-CTA
(environ 55 000 g/mol). En effet, la Ty d’un polymeére augmente avec sa masse molaire moyenne
en nombre car la concentration en bouts de chaines diminue. Dans le cas de NCs-CTA, le fait
d’accrocher le PMMA au dextrane entraine davantage une augmentation de la T par rapport au
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NCs-MOD du fait de la moindre mobilité des chaines PMMA dans les copolymeres DexNs3-g-
PMMA obtenus.

Pour conclure, les résultats MDSC confirment qu’il y a bien une ségrégation de phases entre les
différents constituants de nos objets. Cette ségrégation devrait conduire, a priori, a I’obtention de
la morphologie cceur-écorce désirée. Cependant, ces résultats étant que des preuves indirectes,
nous avons également caractérisé les NCs par Microscopie Electronique a Transmission a basse

température (Cryo-MET).

5.2. Cryo-MET

Pour obtenir une information supplémentaire sur la structure de NCs-MOD et NCs-CTA, nous
avons effectué quelques observations de ces objets par Cryo-MET. Ces analyses ont été réalisées
en collaboration avec Marc Schmutz et Dr. Meriem Er-Rafik de I’Institut Charles Sadron (ICS) a

Strasbourg. La Figure II- 51 donne quelques exemples typiques des micrographies obtenues.

200nm-d

Figure II- 51 : Micrographies cryo-MET des NCs en suspension dans I’eau: a) NCs-MOD, b) NCs-
CTA, ¢) NCs-CTA endommaggées par irradiation.

Ces images montrent bien 1’obtention de nano-objets sphériques et confirment les valeurs de
diametre moyen mesurées par granulométrie (110 nm et 102 nm pour NCs-MOD et NCs-CTA,
respectivement, voir paragraphe 1). Néanmoins, le faible contraste entre 1’huile (M810) et le
polymere (PMMA) rend difficile la différentiation du cceur et de I’écorce de ces objets (Figure
II- 51, a et b). Dans le cas de NCs-CTA, le cceur huileux n’a pu étre observé que pour certains
objets suite a la dégradation de I’écorce polymere par irradiation (Figure II- 51, ¢). La fragilité
plus importante de 1’écorce polymere des NCs-CTA par rapport aux NCs-MOD est
probablement due a la présence d’une couche plus fine de PMMA dans le cas des NCs-CTA.

213



PARTIE II: Résultats et discussion

Par manque de temps et des résultats satisfaisants, nous n’avons pas poursuivi ces études. En
revanche, des analyses de diffusion de neutrons aux petits angles (SANS) ont été effectuées sur
différents lots de NCs-MOD et NCs-CTA. Dans ce cas, le contraste entre le cceur huileux et
I’écorce polymere de NCs a été modulé en dispersant les objets dans des mélanges H,O/D-O et
en utilisant du monomere deutéré (MMA-ds) pour fabriquer les NCs. Ces expériences ont eu lieu
a I’institut Laue-Langevin (ILL) a Grenoble dans le cadre d’une collaboration avec Cécile Dreiss
et Daniela Ridolfi (Institute of Paharmaceutical Science, King’s College London) et Isabelle
Grillo (ILL) dans le cadre d’un projet (ILL 9-10-1447). La modélisation des données obtenues,
qui est en cours, devrait nous donner acces aux parametres géométriques de nos NCs, notamment

a I’épaisseur de 1’écorce polymere.

6. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord caractérisé les NCs préparées par polymérisation
RAFT en miniémulsion a partir du systtme modele DexN3.20/CPDB (NCs-MOD) et du transurf
DexN3.20CTA3z7 (NCs-CTA) d’un point de vu physicochimique.

* Dans un premier temps, la stabilit¢ de ces NCs dans les différentes conditions de
stockage (dispersion colloidale ou a 1’état solide) a été étudiée. Les deux types d’objets
restent stables sous forme dispersée pendant 5 semaines a 4 °C. Ces NCs peuvent étre
également lyophilisées en présence d’un cryoprotecteur et stockées sous forme de poudre.
La redispersion s’effectue alors par sonication sans aucun changement de leur

distribution de taille.

* Contrairement a des NSs de PMMA nues ou recouvertes de DexN3.o, préparées par
émulsion-évaporation de solvant, qui présentent une charge de surface négative, les NCs-
MOD et NCs-CTA présentent un potentiel  positif a des faibles concentrations en NaCl.
L’analyse de différents types d’objets a permis d’établir que cette charge positive
provient tres probablement des réactions secondaires entre les fonctions azoture des
dérivés amphiphiles du dextrane (DexNs.t et DexN3.tCTAy) et le MMA lors de la
polymérisation. Malgré tout, la surface de deux types de nanocapsules (NCs-MOD et
NCs-CTA) redevient pratiquement neutre a la force ionique du sang et une partie des
fonctions azoture semble étre toujours disponible pour la post-fonctionnalisation des NCs

(voir chapitre suivant).
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A partir des résultats de potentiel (, il a été possible de calculer 1’épaisseur du
recouvrement en dextrane des NCs-MOD et NCs-CTA. Cette derniere est de 5 nm pour
les deux types d’objets. La couronne de dextrane a été également caractérisée en termes
de taux de recouvrement grace a deux analyses complémentaires RMN 'H et dosage des
dérivés dextrane a 1’anthrone. Les deux méthodes ont donné des valeurs de 1,2 et 1,8
mg/m? pour les NCs-MOD et NCs-CTA, respectivement. Ces taux de recouvrements,
inférieurs a celui de NCs fabriquées par émulsion-évaporation de solvant, sont limités par

le ratio stabilisant/PMMA utilisé dans la méthode de préparation des NCs.

La présence d’une couronne de dextrane a la surface des NCs-MOD et NCs-CTA a été
indirectement mise en évidence par 1’amélioration de la stabilité colloidale de ces objets
en milieu salin (concentrations en NaCl variant entre 10° — 2 M) par rapport a des NCs
non-recouvertes. De plus, aucune floculation de ces objets n’a été observée apres 24
heures de mise en suspension dans des tampons PBS de différentes forces ioniques

(1,48x1072- 1,48 M).

La stabilité du recouvrement de dextrane en surface de NCs-MOD et NCs-CTA a été
étudiée en présence de SDS comme tensioactif compétitif. Par comparaison des spectres
RMN 'H des objets avant et aprés traitement avec du SDS, la quantité de polysaccharide
désorbée a pu étre estimée. Dans le cas de NCs-MOD une désorption de 50% de dextrane
a été observée tandis que dans le cas de NCs-CTA seulement 6% du dextrane a été
éliminée par le SDS. Ces résultats montrent I’avantage d’'une immobilisation covalente de
la couronne de dextrane a la surface des NCs (par rapport a une simple adsorption
physique). Cette liaison covalente entre le dextrane et I’écorce est rendue possible grace a

I’utilisation des macroagents RAFT DexN3;.7CTAy lors de la polymérisation.

Des analyses MDSC des NCs-MOD et NCs-CTA confirment 1’existence d’une
ségrégation de phases entre les différents constituants de nos objets. Cette ségrégation

devrait conduire, a priori, a I’obtention de la morphologie coeur-écorce désirée.

Nous avons également caractérisé les NCs-MOD et NCs-CTA par Microscopie
Electronique a Transmission a basse température (Cryo-MET). Néanmoins, en raison
d’un manque de contraste suffisant entre le M810 et le PMMA cette technique n’a pas
permis de bien caractériser la structure interne de ces objets. Des études complémentaires

de diffusion de neutrons aux petits angles (SANS), en cours d’analyse, devraient nous
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permettre d’élucider les paramétres géométriques de nos objets et de confirmer leur

morphologie cceur/écorce.

Ainsi, les NCs préparées en utilisant les transurfs DexN3.tCTAy (NCs-CTA) remplissent un
grand nombre des conditions nécessaires a leur administration par voie intraveineuse. En effet,
elles sont stables en milieu salin dans un grand domaine de concentrations. Leur surface est peu
chargée a la force ionique du sang et leur taille de ’ordre d’une centaine de nanomeétres est
suffisamment faible. La couronne de dextrane, ancrée de fagon covalente a leur surface, est
stable en présence d’autres molécules tensioactives et possede des fonctions azoture encore
disponibles pour le greffage des différentes molécules en surface des objets. Dans le chapitre
suivant, nous allons étudier le potentiel biomédical de ces NCs. L’extrapolation de la plateforme
de ces nano-objets vers des NCs pH-sensibles, I’encapsulation et le suivi de la cinétique de
libération d’un principe actif modeéle, la post-fonctionnalisation des NCs par une molécule

fluorescente et les premiers tests biologiques seront présentés.
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CHAPITRE 1V

Parmi les objectifs décrits au début de cette partie, nous avions proposé de faire évoluer la
plateforme des NCs vers la fabrication de nano-objets stimulables permettant d’exploiter les
particularités physiopathologiques des tumeurs. En effet, les NCs a écorce PMMA
précédemment €laborées devraient permettre une vectorisation passive des anticancéreux, en
passant entre les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux grace a leur faible diametre.
Ainsi, ces NCs devraient s'accumuler dans la tumeur pour y libérer le médicament. Afin de
rendre cette libération plus contr6lée et d’atteindre une vectorisation ciblée et plus spécifique,

deux stratégies ont été testées :

= Le DEAEMA, un monomere cationique, a été incorporé avec le MMA dans I’écorce
polymere des NCs. Ainsi, des objets potentiellement pH-sensibles peuvent étre formulés.
L’objectif est de tirer profit des variations locales de pH dans les tumeurs et de faciliter, a
I’aide de ce caractére pH-sensible, la désintégration de 1’objet, ou tout au moins la

libération de la SA au voisinage des tumeurs.

= La possibilité¢ d’une post-fonctionnalisation des NCs via les fonctions azoture présentes a
leur surface a €t€ mise en évidence en utilisant des molécules fluorescentes modeles a la

place des ligands ou marqueurs de reconnaissance spécifiques aux cellules cancéreuses.

Ces deux stratégies ont été étudiées en fin de contrat doctoral. Aussi, nous ne montrerons ici que
des travaux exploratoires démontrant la faisabilité de ces deux concepts sur la plateforme

développée.

En plus de ces deux aspects, le potentiel biomédical des objets élaborés a également été évalué.
Nous nous sommes particulierement concentrés sur les objets fabriqués en présence du transurf
et a base d’écorces PMMA ou pH-sensible. D’ une part, des tests d’encapsulation et des essais de

libération in vitro d’un principe actif modele en fonction du pH seront présentés. D’autre part,
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une collaboration avec 1’équipe d’accueil CITHEFOR (Cibles thérapeutiques, formulation et
expertise préclinique du médicament - EA 3452) de la Faculté de Pharmacie a Nancy, nous a
permis de réaliser les premieres études d’interactions de ces NCs avec les milieux biologiques.
Ces expériences préliminaires ont consisté a étudier D’interaction des NCs avec certaines
protéines plasmatiques, utilisées comme un premier indicateur de leur furtivité. Puis nous avons

évalué la cytotoxicité des NCs en présence des monocytes sanguins humains (THP-1).

L’ensemble des résultats obtenus font I'objet d'une publication dont la premiere version est
présentée dans les pages suivantes. Cet article sera publié a la suite d’une premicre publication
(réf. 19). Cette dernicre se focalisera sur I’homopolymérisation RAFT du MMA en
miniémulsion menée en présence de I’agent RAFT modele CPDB et des transurfs DexN3;.tCTAy

(résultats présentés dans les chapitres I et II de cette partie).
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1. PUBLICATION

DEXTRAN-COVERED/pH-SENSITIVE NANOCAPSULES PRODUCED BY
INTERFACIAL RAFT MINIEMULSION POLYMERIZATION

L. M. Forero, A. Boudier, C. Gaucher, J. Babin, A. Durand, J-L Six, C. Nouvel

1.1. INTRODUCTION

The design of nanoparticle-based platforms for anti-cancer drugs delivery has proven to be
challenging as involving several physiological constraints [1], [2]. In particular, for parenteral
administration, nanoparticles (NPs) are expected to: 1) be stable in circulation, i1) have neutral
and hydrophilic surface to minimize interaction with blood components iii) not accumulate in
normal tissue, iv) not be cleared by the kidneys, v) have reduced toxicity and vi) provide
controlled, sustained and specific drug release. In addition, for most NP platforms, the
circulation time should be maximized to increase particles accumulation in the tumor through the
Enhanced Permeability and Retention effect (EPR effect), commonly called passive targeting
[3], [4]. Moreover, possible incorporation of ligands at NPs surface enables a specific targeting
of pathological cells, usually called active targeting. In this respect, NPs having polysaccharide
coverage are particularly interesting. In fact, polysaccharides possess many hydroxyl groups
along their backbones, which can easily be functionalized by grafting ligands [5]. Furthermore,
some polysaccharides such as dextran are nontoxic, hydrophilic, biocompatible and

biodegradable, which make them suitable for biomedical applications [6].

Over the past decades, our team has been developing hydrophobized dextran derivatives with
attractive surfactant properties [7], [8]. These derivatives which could be used as stabilizers for
the production of polymer nanospheres (NSs) by various process: emulsion/evaporation [9], [10],
nanoprecipitation [10], [11], and miniemulsion polymerization [12], [13]. In all cases, we
succeeded in obtaining polymeric NSs with dextran coverage. Such a coverage ensured NSs
colloidal stability in the presence of salts and was potentially preventing non-specific interaction

with Bovine Serum Albumin (BSA) [14].

Compared to NSs, nanocapsules (NCs) core-shell morphology offers numerous advantages [15],
[16], one of them being the possibility to modulate drug release by adjusting nature and

thickness of polymeric shell. To control the morphology of such NCs we recently developed for
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the first time various approaches using multifunctional reactive dextran surfactants associated
either with an emulsion/solvent evaporation process [17] or a miniemulsion polymerization [18],

[19].

Miniemulsion polymerization is a common and suitable one-step technique to produce NCs
loaded with active substances. It has the advantage to produce a final dispersion of nano-objects,
whose size-distribution is roughly a copy of the initial monomer emulsion [20]. This approach
was recently studied for the first time with Activator Generated by Electron Transfer (AGET)
Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) of butyl acrylate [21] and then of methyl
methacrylate (MMA) [18], using a dextran-based inisurf both as stabilizer and as macroinitiator.
Then, Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer (RAFT) polymerization of MMA was
carried out using a multifunctional dextran-based transurf both as stabilizer and as macroRAFT
agent, which led to dextran-covered PMMA NCs [19]. RAFT polymerization prevented the use
of copper catalyst necessary for ATRP, thus leading to more suitable pharmaceutically
acceptable carriers. Because of their amphiphilic character, both dextran-based surfactants
(inisurf and transurf) were able to migrate at oil/water interface and to mediate there the
polymerization from their reactive groups, so producing graft copolymers. Polymeric grafts
constituting NCs internal shell were found to have well-defined macromolecular parameters.
Altogether, these works showed the feasibility to produce dextran-covered NCs and the
advantages of combining miniemulsion polymerization, reactive dextran surfactants and
Reversible-Deactivation Radical Polymerizations (like AGET-ATRP or RAFT polymerization)
to obtain well-defined NCs having irreversibly anchored dextran coverage. However an
extrapolation of such objects for biomedical applications has not been already assessed. That’s
why we firstly focused the present work on pH-sensitive polymeric shell/ oily core NCs prepared
by RAFT polymerization using a dextran-based transurf. Then the use of these NCs as drug

delivery systems for parenteral administration was evaluated.

In recent years, the design of stimuli-responsive nanocarriers has attracted increasing attention
because of their ability to control drug release in response to specific internal (temperature, pH,
enzymes or redox gradients) or external stimuli (temperature, magnetic field, ultrasound
intensity, light or electric pulses) [22]. PDEAEMA is a biocompatible weak polybase with a pKa
of about 7.3 [23] already tested in pH-responsive systems. Thus the incorporation of DEAEMA
in NCs formulation was expected to confer pH-responsiveness to the polymeric shell in
physiological pH range (4.5-7.4). Accordingly, this would in turn allow a pH-triggered release of

drug content in the acidic tumor microenvironment or in the acidic intracellular compartments of
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cancer cells [24]. In this regard, our previous studies on RAFT miniemulsion polymerization of
MMA using a dextran-based transurf were extended here to the miniemulsion copolymerization
of MMA with N,N-(diethylamino)ethyl methacrylate (DEAEMA) to produce dextran-covered
NCs having a poly(MMA-co-DEAEMA) shell. To the best of our knowledge, most of the studies
devoted to RAFT (co)polymerization of DEAEMA were carried out in homogeneous media
using molecular RAFT agents [25]-[37]. There is only one work dealing with the styrene
emulsion polymerization using a preformed DEAEMA-based macroRAFT agent [38]. Some
studies reported the use of DEAEMA as monomer or comonomer in a free radical emulsion
polymerization process [39]—[44], to mostly produce pH-sensitive nanogels. Herein and in an
original way, we reported poly(MMA-co-DEAEMA)-based NCs preparation by RAFT
polymerization carried out with a dextran-based transurf in heterogeneous conditions

(miniemulsion polymerization).

Such poly(MMA-co-DEAEMA) NCs were compared to the previous PMMA NCs reported by
some of us. Both objects were examined in terms of surface-charge, dextran coverage, colloidal
stability, and physicochemical behavior under pH variations. The potential of such NCs to
encapsulate and release hydrophobic substances was evidenced with a model fluorescent dye. In
addition, investigation of NCs interactions with blood proteins and NCs cytotoxicity evaluation
towards THP-1 cells was performed in vitro. Finally, fluorescent labeling of NCs was
experienced to confirm the possible NC surface modification to selectively target of cancer

cells.

1.2. EXPERIMENTAL SECTION

1.2.1. Materials and methods

Dextran T40 (M_n = 33 000 g/mol, B = 1.37; values determined by size exclusion
chromatography coupled to a multi-angle laser light scattering detector in water (0.1M NaNO3))
was purchased from Aldrich. Dextran was dried under reduced pressure at 100°C overnight for
anthrone titration. Methyl methacrylate (MMA, 99% Aldrich) and N,N’-(diethylamino)ethyl
methacrylate (DEAEMA, 99% Aldrich) were vacuum distilled on CaH.. 2,2-
azobis(isobutyronitrile) (AIBN, 99%, Aldrich) was purified by recrystallization from methanol.
Miglyol®810 (M810, d = 0.94 g/cm?, viscosity = 28 mPa.s, water content: 0.02 wt%) was a gift
from CREMER Oleo GmbH & Co. KG. 4-Carbethoxy-7-propargyloxy-coumarin (Cou-click)

was prepared using literature procedures with slight modifications [45]. 7-Diethylamino-4-
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methylcoumarin (Coul, 99%-Aldrich- see Figure 4) and dibenzocyclooctyne-PEG4-Fluor545
(DBCO-PEG4-TAMRA, 90%-Aldrich) were used without further purification. Bovine Serum
Albumin (BSA), fibrinogen from human plasma, RPMI 1640, fetal bovine serum, penicillin,
streptomycin and amphotericin B, were all of analytic grade and purchased from Aldrich. Cell
Proliferation = Reagent  4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate (WST-1) was supplied by Roche.

Phosphate-buffered saline solution (PBS) was prepared as follows: [NaHPO4] = 6.48 x 1073 M,
[KH2PO4] = 1.47 x 1073 M, [NaCl] = 138 x 103 M, and [KCI] = 2.68 x 103 M, final pH
adjusted to 7.4. Ultrapure deionized water (>18.2 MQ.cm) was used for the preparation of all

solutions.

Dextran-based transurfs called DexN3;.tCTAy were synthesized in two steps as previously
described [10], [19] and used both as stabilizer and transurf agent. T and y were the number of
Ns-end alkyl chains (N3) and of dithiobenzoate RAFT agent groups (CTA) introduced per 100

glucopyranose units, respectively.
1.2.2. RAFT miniemulsion (co)polymerization
Voir Partie III, Paragraphe 3.2.
1.2.3. Particle size
Voir Partie III, Paragraphe 6.3.
1.2.4. Zeta potential measurements
Voir Partie III, Paragraphe 6.4.
1.2.5. Swelling measurements
Voir Partie II1, Paragraphe 6.7
1.2.6. Drug loading and in vitro release studies

Voir Partie III, Paragraphe 7.1
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1.2.7. Reactivity with albumin

To evaluate the adsorption of proteins, NCs were dispersed in PBS (final concentrations ranging
from 3.3 108 to 3.3 10~ mg of polymer /mL), then incubated for 24 h with the albumin solution
in PBS (at a final concentration of 0.53 uM) at 37°C. Quenching of albumin fluorescence by
NCs was monitored using a spectrofluorimeter (Hitachi F-2000, France) set at Aex 280 + 10 nm,
Aem 350 = 10 nm. Fluorescence intensities of the protein were recorded with (F) or without the
NCs (Fo) as a function of the NCs concentrations. Three different batches of NCs, prepared

under same polymerization conditions, were used in this study.
1.2.8. Reactivity with fibrinogen

NCs were diluted in PBS (final concentrations ranging from 3.3 10 to 3.310 mg of polymer
per mL) and mixed with a fibrinogen solution (2 g/L in PBS), which was pre-warmed at 37°C for
10 min. After 2 h incubation at 37°C, the samples were centrifuged at 21,000 g for 1 h. Then,
100 uL of supernatant was collected, diluted in PBS and protein quantification was performed
using a microbicinchoninic acid test according to the manufacturer’s specifications using a
microplate reader (BioTeK EL 800). Three different batches of NCs, prepared under same

polymerization conditions, were used in this study.
1.2.9. Human monocytes culture

Human non-adherent monocyte cell line, THP-1 (ATCC®, TIB-202™, Manassas, VA, USA)
was grown in complete medium composed of RPMI 1640 medium supplemented with 10 %
(V/V) of heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL of penicillin, 100 pg/mL of
streptomycin, and 0.25 pg/mL of amphotericin B. Cells were grown at 37 °C under 5 % CO2

atmosphere and split every 3 days.
1.2.10. Cytocompatibility of nanocapsules

Cells were seeded in 96-well plates at 125 103 cells per cm? and allowed to grown during 24 h at
37°C. Then, 22 uL of NCs for final concentrations ranging from 3.3 10 to 3.3 10 mg of
polymer/mL of suspension (or phosphate buffered saline (pH 7.4) for control) were added. After
24 h incubation at 37°C, the metabolic activity of cells was determined with WST-1 assays
performed according to manufacturer’s protocol (Roche). This assay is based on the cleavage of
a tetrazolium salt by cell mitochondrial deshydrogenase. The absorbance of the produced

formazan salt was measured at 450 nm with reference wavelength of 620 nm. Numbers of dead
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and alive cells were also counted using the Trypan blue assay. Total cells count and percentage
of viable and dead cells were determined with the automated cell counter (TC20, Biorad). Three
different batches of NCs, prepared under same polymerization conditions, were used in this

study.
1.2.11. NCs surface post-functionalization

Voir Partie III, Paragraphe 7.3.

Number of DBCO-PEG4-TAMRA molecules per NC was calculated as shown in S6 b.
1.2.12. Characterizations

'"H NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 300 apparatus (300.13 MHz, 25°C) in
DMSO-db.

SEC-MALLS analyses of PMMA and poly(MMA-co-DEAEMA) chains were performed in THF
at 40°C using a Waters 515 HPLC pump equipped with a degazer, a temperature controller and
three PLgel 5um columns (100 A, 1000 A and 10000 A, columns (300 x 7.5 mm, P/N 1100-
6350, Polymer laboratories)) at elution rate 1 mL/min. Two detectors were used online: a
MALLS detector (Mini Dawn Treos Wyatt -Wyatt Technology Corporation) and differential
refractometer (OPTI Lab rex Wyatt). Solutions (10 mg/mL) were prepared by dissolution in the
eluent and were left under vigorous stirring for 24 h. Filtration of these solutions was carried out
right before injection. Refractive index increments (dn/dc) of 0.087 mL.g™! and 0.10 mL.g™! were
used for PMMA and PDEAEMA in THF, respectively. dn/dc of poly(MMA-co-DEAEMA) was
estimated by calculation using dn/dc of each homopolymer weighted by the weight fractions of

each comonomer in the copolymers.

Exact DexN3.tCTAy concentrations in aqueous solution were determined by the anthrone
titration method [46]. Briefly, a known amount of polymer solution was added to 5 mL of
anthrone aqueous solution (2 g/L of anthrone in a sulfuric acid solution, 8.4 N). The mixture was
vigorously stirred during 40 min in a water bath at 80 °C. Then, the mixture was left coming
back to room temperature for 1 h. The optical density of the solution was measured at 625 nm. A

standard curve was previously established with the native dextran.
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1.3. RESULTS AND DISCUSSION

Based on our previous researches [13], [18], [19], we selected Miglyol®810 (M810) as both co-
stabilizer during the miniemulsion process and oily core of final NCs. M810 is a biocompatible
triacylglycerol containing saturated fatty acids (mainly caprilic acid -69 wt%- and capric acid -30
wt%) and widely used in pharmaceutical formulations [47]. Furthermore, our objectives were to
use DexN3.7CTAy derivatives both as steric stabilizers and as macroRAFT agents during
polymerization. As previously, we choose to introduce Nsz-end alkyl chains (N3) and
dithiobenzoate groups (CTA) all long the dextran chains for several reasons. First of all, the
surface activity of such DexN3.tCTAy has already been shown to be sufficient enough to
stabilize water/(MMA+MS810) interfaces under polymerization conditions (i.e. 80 °C, 3 hours),
when t (number of alkyl chains per 100 glucopyranose units) was higher than 18% [19].
Secondly, azide functions (N3) located at the end of alkyl chains may be available at the surface
of final NCs for post-functionalization with the appropriate targeting ligands, thus extending the
range of applications of these nanocarriers (e.g. diagnostics, cancer cells specific targeting...).
Thirdly, dithiobenzoate RAFT agent groups (CTA) have also provided a good control of RAFT
miniemulsion polymerization of MMA at water/(MMA+MS810) interface [19]. By this way
PMMA-grafted dextran copolymers were produced at the interface leading to dextran
coverage/PMMA shell/oily core NCs having various M810 contents and a well-defined PMMA
(i.e. B <1.2) shell. We were expecting that these RAFT groups were also appropriate for RAFT
miniemulsion copolymerization of MMA with DEAEMA. Indeed, RAFT homogeneous
homopolymerization of DEAEMA has been successfully performed in ethanol [38], [48], or in
1,4-dioxane [26], [49] using 4-cyanopentanoic acid dithiobenzoate (CPADB) as molecular
RAFT agent. In addition, RAFT copolymerizations of DEAEMA with dimethylaminoethyl
methacrylate [36] or 2-(diisopropylamino)ethyl methacrylate [26] have also been reported in 1,4-
dioxane using 2-cyanoprop-2-yl dithiobenzoate (CPDB) and CPADB, respectively. Both CPDB
and CPADB are dithiobenzoate molecular RAFT agents having a structure similar to the CTA
groups of our dextran-based transurf. Based on our previous work [19] and to make reading this
paper easier, we focused on DexN3.20CTA37 transurf having 20 Nz-end alkyl chains and 3.7

RAFT groups per 100 glucopyranose units.
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1.3.1. RAFT miniemulsion (co)polymerization

Miniemulsions were initially obtained by mixing monomer(s) (MMA or MMA/DEAEMA
mixture) and M810 together with oil-soluble initiator AIBN, and then emulsifying the mixture in
an aqueous solution containing 10 g/l of DexN3.20CTA37. DexN320CTA37 as stabilizer was
initially adsorbed at the (monomer(s)+M810)/water interface. As macroRAFT agent, its CTA
sites mediated RAFT polymerization, producing polymeric grafts anchored to dextran chains via
the R-group approach. At the end, NCs having covalently linked dextran outer surface to the
polymeric shell were formulated. In the initial miniemulsion monomer(s) were miscible with
MS810 but phase separation occurred during polymerization because of the immiscibility of
(co)polymer grafts with M810 (Figure 1). Herein, a large amount of M810 (about 25-30% v/v to
monomers) was used to favor core-shell structure. Indeed, M810 segregation was evidenced by
the presence of M810 fusion pic at about -4 °C on Modulated Differential Scanning Calorimetry
(MDSC) thermograms of final nano-objects. Depending on miniemulsion recipe, the M810 oily
core was surrounded by either a PMMA (Run 1, Table 1) or a poly(MMA-co-DEAEMA) (Run
2, Table 1) shell after polymerization. These objects were named PMMA-NCs and COPO-NCs,

correspondingly.

NCs production by RAFT polymerization

Nanodroplet Nanocapsule
| —Dextran coverage

Dextran-based Transurf "
DexN3CTA

O ) | i _——Polymeric shell
Q . a) PMMA-NCs +\C“
\ 1
# Hydrophobic : Monomer(s) Polymer grafts growing M810liquid core i ?
chain (Ce) Azide +AIBN from oil-in-water interface i

Q>\/ Ny SR JE mg1o CHy | CHs
Polysaccharide b) COPO-NCs /f\/@ﬁ “Q
Q
Q

0 RAFT agent group backbone
éHg <\
g Polymer N
grafts Poly(MMA-co-DEAEMA) f W

Figure 1. Preparation of dextran-covered PMMA-NCs and COPO-NCs by RAFT miniemulsion
polymerization using a dextran-based (DexN3CTA) transurf.

The amount of DexN320CTAs7 adsorbed/linked at NCs surface was indirectly deduced by
titration of the surfactant remaining in the aqueous phase after particle removal, following the
anthrone method, and expressed as a percentage of the initially introduced amount. We assumed

here that this amount corresponded to the DexN3.20CTAs37 initially adsorbed at the monomer
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Table 1. RAFT homopolymerization (MMA) and copolymerization (MMA/DEAEMA) carried out from DexN3;0CTA37 in miniemulsion: grafts
characterization, loading efficiency and NCs size.

Run NCs Conv Coul Coul load Final NPs FpEaEmA M,r,® dn/dde M, .,™ DD
(%)®  EE(%)»  (Wt%)© diameter In In (g/mol) ® (g/mol)
(nm) @ feed polymer©
1 PMMA 86 - - 109 (1.30) 0 0 33 400 0.087 54700 1,16
2 COPO 75 - - 125 (3.46) 0.66 0.75 25400 0.097 41 400 1.09
3 PMMA 85 99 1.4 112 (1.60) 0 0 33 800 0.087 52700 1.35
4 PMMA 90 99 1.4 105 (1.50) 0 0 35 400 0.087 54 500 1.18
5 COPO 78 99 1.7 125 (3.50) 0.66 0.79 26 700 0.097 43 100 1.08

All experiments were carried out at 80 °C, 3 h, [DexN3.,0CTAs 7] = 10 g/L. [MMA]./[DEAEMA]./[CTA]./[AIBN], molar ratios in initial nanodroplets were equal to
393/0/1/0.3 and 115/120/1/0.3 for PMMA-NCs and COPO-NCs, respectively. M810/monomers ratio was equal to 25 vol% and 30 vol% for PMMA-NCs and
COPO-NCs, respectively. For runs 3-5, Coul was added into the organic phase at 76 mg per mL of M810.

(a) Monomer(s) conversion estimated by gravimetry.

(b) Coul loading efficiency determined by fluorescence quantification of Coul lost in the aqueous phase during encapsulation process. Verified by NMR
IH spectrum of NCs in case of PMIMA.
(c) Weight content of Coul inside NCs.

(d) Final nanoparticles diameter. Values under brackets correspond to Span (see experimental part).

(e) DEAEMA weight fraction in polymer grafts calculated from 'H NMR spectrum of extracted free poly(MMA-co-DEAEMA).

(f) Theoretical molecular weight of grafts based on conversion and estimated by the following equation: M, 1y =%MMMAXMMA+
0

[DEAEMA],
[cTA],
(g) dn/dc value of Poly (MMA-co-DEAEMA) in THF was estimated by the following equation (dn/dc)copoymer = Froeaema (dn/dc)epeacma + (1- Fpoeaema)
(dn/dc)ermma, where (dn/dc) ppeaema = 0.10 and (dn/dc) ppma= 0.087.

(h) Evaluated by SEC-MALLS in THF of free PMMA or poly(MMA-co-DEAEMA) chains extracted with THF from the final particles, with dn/dc calculated in
(9).

MpeaemaXpEasma, Where Xy and Xpgagma are monomer conversions.
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droplet interface as it became quickly irreversibly anchored at the interface thanks to the polymer
grafts propagation. 94% and 90% of the transurf was found to be located at the interface of
MMA and MMA/DEAEMA miniemulsions respectively, which is perfectly coherent with our
previous results [18], [19]. These high values helped to prevent homogenous nucleation during
the process which is convenient to control NCs morphology. Knowing the amount of transurf at
nanodroplets interface as well as the total amount of monomer(s) in the system, it was possible to
calculate the initial [DEAEMA]/[CTA], and/or [MMA]./[CTA], molar ratios at droplet
interface. In the case of MMA homopolymerization, [MMA]./[CTA]o/[AIBN], was chosen equal
to 393/1/0.3 as polymerization control was already optimized with such conditions [19].
Compared to MMA, DEAEMA has lower water solubility in basic medium because of its
protonable amine groups (pKa = 8.6) [50]. However, ester linkages between both hydrophobic or
RAFT agent groups and dextran are prone to undergo hydrolysis in such basic conditions.
Consequently, we imagined the polymerization could not be carried out in basic media ensuring
the hydrophobicity of DEAEMA. To confirm this hypothesis, a preliminary assay was performed
with a DexN3.o0 (dextran derivative bearing 20 N3-end alkyl chains per 100 glucopyranose units
and no reactive groups). After 3 hours of stirring at 80 °C in aqueous basic media (pH 10), only
25% of hydrophobic groups remained attached to dextran. As a result, in this last case, surfactant
properties of dextran derivatives were diminished and miniemulsion stability was lost during
polymerization. Miniemulsion copolymerization was therefore carried out in pure water and an
excess of DEAEMA was added to compensate the amount of monomer remaining in the aqueous
phase (DEAEMA water solubility was estimated at 67 g/L).
[MMA]./[DEAEMA]./[CTA]o/[AIBN], molar ratios in initial nanodroplets were equal to
115/120/1/0.3.

According to RAFT mechanism [51], grafts growing from CTA groups of DexN320CTA37 at
nanodroplets/nanoparticles interface are in a dynamic equilibrium with the non-grafted chains
(also called free chains) issued from AIBN-derived radicals and propagating inside the droplets,
as we previously reported in the case of MMA RAFT polymerization using DexN3;.tCTAy
transurfs [19]. These free chains have similar composition and length than the grafts linked to
dextran. Therefore, the low amount of free chains formed in the organic phase could be used to
approximate molecular weight, molecular weight distribution and composition of grafted
polymers. Figure 2 shows SEC traces of free PMMA and poly(MMA-co-DEAEMA) chains

extracted with THF from the polymerization mixtures at high conversion.
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The monomodal and very narrow molecular weight distributions observed are further evidences
for control of the RAFT polymerization (Figure 2, Table 1). In the case of COPO-NCs, both
monomers MMA and DEAEMA were expected to be statistically distributed along the
polymeric chains as indicated by reactivity ratios obtained for free radical bulk
copolymerizations performed at 60°C (rpeaema=1.27 and rmma=0.89) [52]. DEAEMA content of
our poly(MMA-co-DEAEMA) was estimated from free copolymers using 'H NMR spectroscopy
(see S1 p. 243). DEAEMA weight fraction (Fpeaema) could be evaluated at 0.75 at a global
conversion of 75%. Thanks to this value, the dn/dc of the copolymer could be calculated and
subsequently its average molar mass was evaluated by SEC-MALLS (see Table 1). For both
PMMA and poly(MMA-co-DEAEMA) experimental molar masses (M,, exp) Were much higher

compared to theoretical ones (M,, 7). As previously reported in case of MMA [19], the poor
accessibility of some CTA groups towards organic phase reduces their efficiency, thus increasing
the degree of polymerization of grafts at the same conversion. For MMA RAFT polymerization
using DexN3.20CTA3 7 as transurf, the efficiency of reactive groups was formerly estimated at
50% [19]. This efficiency seemed to be comparable in the case of MMA/DEAEMA

copolymerization.

PMMA
(86% Conv)

Poly (MMA-co-DEAEMA)

—7 (75% Conv)

RI signal

15 16 17 18 19 20 21 22 23
Elution volume (ml)

Figure 2. Preparation of dextran-covered PMMA-NCs and COPO-NCs by RAFT miniemulsion
polymerization using a dextran-based (DexN3CTA) transurf.

The MDSC analysis of COPO-NCs purified from both free chains and M810 (see S2, p. 244)
was another proof of effective polymeric grafting from dextran as only one Tg is observed at
25 °C. Homopolymers free chains formation would have given a Tg of 108 °C for PMMA and
19 °C for PDEAEMA [43]. In conclusion, these first assays confirmed the possibility to mediate
RAFT miniemulsion copolymerization of MMA with DEAEMA from a multifunctional
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polysaccharide transurf in order to prepare dextran-covered NCs with a poly(MMA-co-

DEAEMA) internal shell, which is potentially pH-responsive.

1.3.2. NCs characterization

1.3.2.1. Particle size

Whatever the run (Table 1), final nanoparticles diameters were quite similar to those of
corresponding initial nanodroplets as expected in miniemulsion polymerization. COPO-NCs
final size (about 125 nm) was slightly higher than PMMA-NCs one (about 109 nm) in agreement
with the less hydrophobic poly(MMA-co-DEAEMA) than PMMA shell. In addition, size
distribution was narrow for PMMA-NCs whereas a small aggregate was visible for COPO-NCs
(see S3, p. 244) in agreement with Span values reported in Table 1. DEAEMA/MMA
miniemulsions seem to be slightly less stable than MMA ones. All these differences can be
ascribed to the unlike composition of initial organic phase as DEAEMA is more polar and highly

soluble in aqueous continuous phase.

1.3.2.2. Dextran coverage characterization

Evaluation of NCs zeta potential as a function of ionic strength allowed us to evidence the
presence of a dextran outer shell onto NCs surface and to estimate its thickness (Apz). Apz has
been evaluated at 5 nm for both PMMA-NCs and COPO-NCs using Eversole and Boardman
equation [53] as already reported by some of us [10], [17]. Moreover, a very low zeta potential
value (i.e. an almost neutral surface) was observed for both kinds of particles at the ionic
concentration of human blood plasma (0.148 M). One can estimate the quantity of dextran per
particle surface unit (I'ye,) from the amount of adsorbed dextran (see section 1.3.1) and the
particles diameter. [;,, was evaluated equal to 1.8 mg/m? and 2.5 mg/m? for PMMA-NCs and
COPO-NCs, respectively. These values are in good agreement with our previous results on
adsorption of hydrophobized dextran derivatives on polylactide NPs surface, when used as

stabilizers during emulsion- solvent evaporation process [10].

Surfactant-mediated desorption of polymeric layers adsorbed onto a solid surface has already
been reported in the literature [10], [17], [54]. Therefore dextran shell anchorage was also
investigated in the case of PMMA-NCs using a drastic anionic surfactant, sodium dodecyl

sulfate (SDS). After 1 day contact with 1 wt% SDS solution, nanoparticles were washed several
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times, freeze-dried and dissolved in DMSO-ds for '"H NMR characterization. As expected, no
significant desorption of dextran layer was observed for PMMA-NCs (see S4, p. 245), which
proved the covalent linkage between dextran chains and PMMA shell (via their CTA groups)
and thus their irreversibly anchorage to NCs surface due to the RAFT polymerization using such
DexN3.tCTAy transurfs in miniemulsion process. Consequently, this should favor the stability

of dextran coverage upon intravenous injection as circulating proteins like opsonins could act as

SDS.

1.3.2.3. NCs colloidal stability

The colloidal stability of NCs in the presence of salt is really a concern when the transport of
nano-objects through biological fluids is aimed [2]. This stability has been examined by
turbidimetry in water solutions at various ionic strengths (ranging from 10 to 2 mol/L). NCs
concentration was fixed to 0.5 g/L to get measurable optical densities. Good colloidal stability
was observed over the whole NaCl concentration range for both PMMA-NCs and COPO-NCs.
For comparison, uncoated PMMA NSs were no longer stable above 102 M and aggregation was
evidenced by a decrease in the straight line slope of log(optical density) versus log(wavelength)
(d(logOD/d))-see S5, p. 246). Lack of both steric stabilization and screening of residual surface
charges by increasing of electrolyte concentration caused destabilization of this system.
Conversely, good results obtained in PMMA-NCs and COPO-NCs were a further evidence of
the presence of a dextran shell at the surface of these nano-objects. Besides, in such cases, this
hydrophilic outer shell was dense enough to prevent NCs aggregation by means of steric
stabilization, even at high salt concentration. Thus both PMMA-NCs and COPO-NCs should
display a convenient stability in physiological media as the ionic strength of human blood is

about 0.148 M.

1.3.2.4. pH-sensitivity of COPO-NCs

Because of their high glycolytic rates, cancer cells exhibit an acidic environment whereas normal
blood pH remains constant at 7.4 [24]. Measured pH values of solid tumors are about 6.5 in the
extracellular environment, or even lower in the intracellular organelles such as endosomes (pH
between 5 and 6) and lysosomes (pH around 4.5) [24], [55], [56]. Therefore an ideal drug pH-
sensitive nanocarrier is expected to protect and keep the drug at normal pH and release it under

weakly acidic conditions [57].
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With the aim of studying the response of PMMA-NCs and COPO-NCs to pH variations, the
hydrodynamic diameters of these particles at different pH values were measured at 25 °C by
dynamic light scattering (DLS). In order to be as close as possible to real physiological
conditions, PMMA-NCs and COPO-NCs were dispersed in phosphate buffered saline (PBS) at
the ionic strength of human blood (0.148 M). In both cases, pH was first set in the basic range
(9-10) adding NaOH and progressively decreased down with HCI. Results are summarized in
Figure 3. Since DLS measurements are based on scattering intensity and intensity distribution
emphasize aggregates, a bigger size was obtained for COPO-NCs (180 nm) compared to those

previously measured by granulometry (125 nm).
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Figure 3. pH-responsive swelling of NCs. Average hydrodynamic particle diameter (determined by
DLS) as a function of pH at 25 °C: (o) PMMA-NCs (PBS-0.148M) and COPO-NCs (A) in water
and PBS-0.148M.

|
e e}
\O

10 11

As expected, PMMA-NCs exhibited no swelling in aqueous PBS buffers having pH from 3 to 9.
To the contrary, COPO-NCs exhibited a 2-fold change in diameter in PBS buffer by changing
the pH from the blood stream (pH = 7.4) to the internal tumor cells (pH from 4 to 6). Based on
this diameter variation, a volume increase of about 10 times could be estimated. This transition
resulted from protonation (in acidic media) or deprotonation (in basic media) of the amine
groups of DEAEMA units in the grafts constituting the polymeric shell [44]. Electrostatic
repulsions between protonated groups resulted in swelling of NCs shell. Swelling transition was

detected at pH ~ 7.4 in PBS (0.148 M). This pH value corresponding to the volume phase
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transition pH (commonly known as VPTpH). According to these results, pH-sensitive COPO-
NCs are potentially interesting drug delivery systems for in vivo cancer therapy and after
optimization of poly(MMA-co-DEAEMA) shell composition to reach VPTpH around 6.5 are
expected to give a low premature drug release during blood circulation and a rapid drug

discharge after reaching tumor tissues.

1.3.3. Biomedical potential

1.3.3.1. Loading and release study of a model active substance

In order to study pH-responsive drug release properties of PMMA-NCs and COPO-NCs, a
fluorescent dye 7-diethylamino-4-methylcoumarin (Coul) was chosen as model of active
substance. In a typical loading experiment, Coul was added into the organic phase at a constant
concentration (76 mg per mL of M810), which was below the maximum solubility of Coul in
this oil (estimated at 92 mg/mL). Coul encapsulation and NCs preparation were achieved in one-
pot during the miniemulsion polymerization process described earlier. As shown in Table 1,
Coul could be efficiently loaded into both PMMA-NCs (Runs 3 and 4, Table 1) and COPO-NCs
(Run 5, Table 1) with high encapsulation efficiency (99%). Coul loading was found to be 14
mg/g of PMMA-NCs (1.4 wt%) and 17 mg/g of COPO-NCs (1.7 wt%) as shown in Table 1. The
efficient Coul encapsulation was most likely due to its very low solubility in water (estimated at
0.026 mg/ml by fluorescence spectroscopy) that limited its diffusion into the aqueous phase
during polymerization or washing steps. Nanoparticles final sizes as well as polymer shell
macromolecular parameters were similar with those observed for non-loaded PMMA-NCs (Runs
3 and 4 vs Run 1, Table 1) and COPO-NCs (Run 5 vs Run 2, Table 1). This suggested that Coul

has no influence on RAFT polymerization nor on miniemulsion stability.

The pH-dependent release profile of Coul from PMMA-NCs has been firstly investigated in
vitro by monitoring Coul release in PBS (0.148 M) under physiological (pH = 7.4) and acidic
conditions (pH = 4.0) (Figure 4). Coul solubility in PBS was evaluated by fluorescence
spectroscopy to be about 0.023 mg/mL and 0.031 mg/mL at pH 7.4 and 4, respectively. Coul-
loaded NCs concentration in release media was in consequence fixed to about 100 mg NPs/L in
order to assure perfect sink conditions (i.e. Coul was present for less than 10 % of its maximum
solubility in the release media). Release studies were performed in a batch sealed system

maintained at 37 °C and samples were taken at different times without refreshing of dissolution

235



PARTIE 1II : Résultats et discussion

medium. The relative amount of released Coul was estimated by fluorescence spectroscopy of

the dissolution media after particle removal.
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Figure 4. pH-triggered release of Coul at 37°C from PMMA-NCs in (e) PBS (Run 3, Table 1) or
(A) PBS/SDS (Run 4, Table 1) and from COPO-NCs in (¢) PBS (Run 5, Table 1). Full symbols (pH
=4.0) and open symbols (pH= 7.4).

Whatever the pH value (4 or 7.4), only 50% of Coul was released from PMMA-NCs (Run 3,
Table 1) in PBS buffer within the first half hour and no further release was observed after next
22 hours. This supported the fact that PMMA-NCs are stable under acidic conditions with no
influence of pH. Furthermore, since Coul solubility was not highly sensitive to pH, similar
release profiles were expected at both pH conditions. Two more release tests were then
performed with Coul-loaded PMMA-NCs (Run 4, Table 1) in PBS buffer containing 1 wt% of
SDS (PBS/SDS) as release medium. SDS was added above its critical micelle concentration
(CMC~0.23wt% in water and ~0.06wt% in PBS (0,05M pH = 7,0)) [59] to ensure the formation
of surfactant micelles able to further solubilize Coul. When compared to the PBS solution and
whatever the pH value, PBS/SDS micellar solution resulted in an 80-fold increase of Coul
solubility (estimated by fluorescence spectroscopy at about 2.0 mg/mL and 2.3 mg/mL at pH 7.4
and 4, respectively). Coul release was therefore favored in these last conditions and completely
achieved within 1 hour independently of the pH of the dissolution media (Figure 4). This proved

that the previous partial release of Coul in PBS (Run 3, Table 1) was not due to secondary
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reactions that would happen during polymerization and would have link Coul and polymer shell
together thus preventing the effective and total Coul delivery. Indeed, when comparing these last
results (in PBS/SDS) with former ones (PBS), Coul release seemed to be mainly driven by its
partition coefficient between the oily core and the aqueous external media rather than by its

diffusion through the polymeric membrane shell as it should be expected for sink conditions.

Regarding COPO-NCs (Run 35, table 1), similar Coul delivery profiles were obtained at both pH
in PBS buffer but Coul release was increased (12% net difference) in acidic media (Figure 4).
These results were consistent with the previous pH-response studies (see section 1.3.2.4) wherein
the maximal swelling ratio of COPO-NCs was found for pH values below 6, while collapsed
state was observed at pH 7.4 (value near the VPTpH). Consequently, Coul dissolution into the
aqueous media was thus enhanced in acidic conditions by the hydration of poly(MMA-co-

DEAEMA) shell and its increased permeability.

When comparing PMMA-NCs (Run 3, Table 1) and COPO-NCs (Run 5, Table 1) release studies
in PBS buffer at physiological pH (7.4), the release rate of Coul was faster through poly(MMA -
co-DEAEMA) shell with 70% of Coul being delivered within half an hour whereas 50% was
only released from PMMA-NCs in the same time. This difference probably arised from the
unlike chemical nature of NCs internal shell but certainly more from morphological differences
between both NCs types: at physiological normal pH, COPO-NCs were slightly swollen
compared to PMMA-NCs as shown in Figure 3 thereby further enhancing Coul diffusivity.

In summary, these studies have demonstrated the potential of PMMA-NCs and COPO-NCs to be
use as reservoirs of hydrophobic drugs. Despite, some optimization may be required to get a
well-controlled and sustained drug release under physiological ionic strength and pH variations
(i.e. drug retention in blood circulation and release in tumor cells). Varying DEAEMA content
and/or crosslinking of poly(MMA-co-DEAEMA) shell in COPO-NCs could be suitable
approaches for fine-tuning of their pH-sensitive properties (i.e. swelling ratio and VPTpH) and

for decreasing premature load release.

1.3.3.2. Interaction with blood proteins

It’s well known that interaction of nanoparticles with blood components (i.e blood cells,
proteins, lipoproteins...) may modify nanoparticles surface properties and determine their in vivo
outcome [60]. As first assessment, PMMA-NCs and COPO-NCs interactions with blood proteins

were studied to check whether albumin (the most important plasmatic protein in quantity) and
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fibrinogen (a key protein for coagulation) were adsorbed on NCs surface. Albumin fluorescence
quenching is a classical approach to study drug or nanoparticle adsorption [61], [62]. Whatever
the tested NCs (Coul unloaded), no difference in term of fluorescence intensities was measured
in presence or in absence of NCs (Figure 5, a). Moreover, a total recovery of the initial
fibrinogen concentration was observed after NCs incubation, whatever the NCs concentrations
(Figure 5, b). Even if the debate about the best way to fix dextran-shell on the NPs surface (end-
on versus side-on coverage) is still open [63]—[65], these results showed an absence of protein
adsorption on NCs surface due to hydrophilic dextran chains organized as a corona (side-on
configuration) around the hydrophobic PMMA or poly(MMA-co-DEAEMA) internal shell.
Dextran outer layer is expected to provide a stealth surface coating allowing an improved NCs
circulation lifetime, at least enough to ensure their recognition by pathological cells in the case

of an active targeting strategy.
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Figure 5. BSA fluorescence intensities in presence (F) or in absence (Fo) of NCs (a) and percentage
of fibrinogen recovered after PMMA-NCs and COPO-NCs incubation (b), n=3.

1.3.3.3. NCs cytotoxicity

Whatever the studied drug delivery systems, an additional concern is their own potential toxicity
[55]. Particularly, if residual monomers potentially toxics for biological systems remain in the
nano-objects. PMMA-NCs and COPO-NCs (Coul unloaded) were thus incubated with
monocytes (THP-1) and showed no toxicity regarding to the Trypan blue assay showing more
than 96 % of viable cells whatever the conditions (Table 2). Then, metabolic activity of THP-1
cells through the cleavage of tetrazolium salt by mitochondrial deshydrogenase was evaluated.
As components are considered as cytotoxic when cell metabolic activity decreases until 80%,

both PMMA-NCs and COPO-NCs were cytocompatible (Figure 6A). As metabolic activity is
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also a function of the cell number, the ratio between absorbance of formazan salt produced and
the number of cell was calculated. As shown in Figure 6B, none of the conditions were different
from the control (Figure 6B) proving that PMMA-NCs and COPO-NCs did not influence cell

viability nor proliferation of THP-1 and could be considered as cytocompatible.

Table 2. Average percentage of living THP-1 after 24 h of incubation at 37°C with 3.3.10" to 3.3.10
mg/mL (based on polymer internal shell content) of PMMA-NCs or COPO-NCs determined by the
Trypan blue assay. n =3

Time (h) Control PMMA-NCs COPO-NCs
24 99.3+£0.3% 96.8 £0.7% 97.2+1.3%

b)
€3 PMMA

&3 COPO E3 PMMA

100- E3 COPO

% of metabolic activity
[31]
<

Absorbance at 450 nm/10° cells

NC concentration mg/mL NC concentration mg/mL

Figure 6. Cytocompatibility of 3.3.103 to 3.3.10* mg/mL (based on polymer internal shell content)
of PMMA-NCs or COPO-NCs incubated during 24 h at 37°C with human monocytes (THP-1). (A)
Metabolic activity (WST-1 assay) 100% represents control cells incubated with PBS, n = 3. (B)
Ratio of the metabolic activity (WST-1 absorbance at 450 nm) to the number of living cells
determined by the Trypan blue assay, n = 3.

1.3.3.4. NCs surface labeling

One strategy for cell specific targeting involves the grafting of active targeting ligands on NPs
surface that are able to bind to tumor tissues [3]. As mentioned before, dextrane coverage of NCs
was deliberately decorated with azide functions located at the end of alkyl chains with the aim to
allow facile post-functionalization chemistry (Figure 1). Surface modification feasibility was
tested by grafting of fluorescent molecules onto PMMA-NCs via two approaches (Figure 7): 1) a
Cu (I)-catalyzed chemistry reaction with the end-alkyne groups of Cou-click and ii) a Cu-free

reaction with cyclooctyne groups of DBCO-PEG4-TAMRA.
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Figure 7. NCs post-functionalization strategies by click chemistry.

In the former case, a classical click reaction was performed. Cou-click (alkyne functions) was
added in a 4-fold excess over azide groups and the reaction was carried out during 24 hours at
ambient temperature after addition of copper catalyst. In parallel, a blank sample containing NCs
and Cou-click without any catalyst was also prepared and maintained 24 hours under magnetic
stirring. The presence of grafted dye at NCs surface (when adding copper catalyst) was checked
by fluorescence spectroscopy. Slight difference in emission was observed between initial NCs
(before click reaction) and washed blank NCs (no catalyst). This could be ascribed to Cou-click
traces still present after NCs washing or to click reaction proceeding to a small extent even in the
absence of catalyst. Nevertheless, modified washed PMMA-NCs exhibited a clear and much
bigger peak at 432 nm in the fluorescence spectrum when excited at 325 nm in water (see S6 a,
p. 247). This peak was assignable to grafted Cou-click as corresponding to emission range of
pure dye. These observations confirmed both the feasibility of such NCs surface modification,
the need of a copper catalyst to carry out the reaction to a greater extent and that Cou-click was
covalently bound to dextrane coverage and not just adsorbed on NCs surface. The presence of
outer azide functions available for reaction was as well evidenced. However, in this case, only a
qualitative assessment of click-reaction was possible. Indeed the comparison of fluorescence
emission measurements of modified NCs with a standard curve of pure Cou-click mixed with
non-modified NCs in aqueous phase lead to an overestimation of the grafted dye. We first
ascribed this result to residual copper catalyst probably distorting the measured emission values.
Nevertheless, after reaction, such functionalized PMMA-NCs were purified by adding

ethylenediaminetetraacetic acid as copper complexing agent followed by several washings with
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water. Such a treatment was expected to take off more than 99% of copper and then to reduce the
copper amount to a very low concentration (less than 150 ppm) as already observed in our
previous works [13], [17]. A more likely explanation is that fluorescence properties of cou-click
covalently linked to NCs are quite different of those of molecular fluorescent dye maybe due to

triazole ring formation.

For the second coupling assay, Cu(I)-free or strain promoted click reaction was performed with
cyclooctyne groups of DBCO-PEG4-TAMRA. DBCO-PEG4-TAMRA is an azide-reactive
fluorescent dye that is well suited for labeling and visualizing chemically azide-modified
biomolecules in vivo (e.g. peptides) without observable cytotoxicity [66]. Cyclooctyne in DBCO
group reacts with an azide at room temperature and without the need of a copper catalyst to
produce a stable triazole [67]. Compared to the previous classical click-chemistry, reactions
using cyclooctynes are more suitable in biomedical field as overcoming the intrinsic toxicity of
copper catalyst [68]. Herein, reaction was performed during 30 minutes with a 2-fold excess of
cyclooctyne groups over azide functions of dextran. PMMA-NCs functionalization was
confirmed in both qualitatively and quantitatively fashions. After reaction and several washings,
the initially white PMMA-NCs turned into a dark pink color (see S6 b, p. 247) attesting DBCO-
PEG4-TAMRA grafting. The amount of grafted dye was indirectly determined by fluorescence
titration of DBCO-PEG4-TAMRA remaining in the aqueous phase after particles centrifugation
and removal. Emission fluorescence was converted to DBCO-PEGs-TAMRA concentration from
a standard curve of pure DBCO-PEG4-TAMRA in water. Yield of click-chemistry was estimated
to be 25%, which meant that 25 on 100 azide functions of dextran coverage (5 azide functions
per 100 glucopyranose units) were effectively available for reaction or were simply reacted
during this reaction time. This corresponded to about 12 000 DBCO-PEG4-TAMRA molecules
per NC. In the future, NCs surface azide functionality could be used to covalently attach

targeting ligands showing specificity for cancer cells.

1.4. CONCLUSIONS

A multifunctional transurf based on dextran was used for the first time as both a stabilizer and
macroRAFT agent in RAFT miniemulsion polymerization to produce pH-sensitive dextran-
covered NCs. Our previous works on MMA homopolymerization were successfully extended to
MMA/DEAEMA copolymerization allowing the incorporation of DEAEMA in NCs internal
shell. Both PMMA and poly(MMA-co-DEAEMA) nano-objects were further characterized
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regarding on their potential for biomedical applications, particularly in view of cancer treatment.
The in vitro assays we performed depicted promising properties of these objects for intravenous
administration: i) size about 100 nm, ii) almost neutral surface and good colloidal stability at
physiological ionic strength, iii) very stable hydrophilic dextran coverage providing protection
against non-specific interactions with plasmatic proteins (BSA and fibrinogen) v) potential oily
reservoirs for hydrophobic drugs and iv) no cytotoxicity to human monocytic THP-1 cells. In
addition, both PMMA-NCs and COPO-NCs were evaluated for the encapsulation of a model
hydrophobic active substance and a high loading efficiency (99%) was obtained. During Coul
delivery experiences, we demonstrated that poly(MMA-co-DEAEMA) shell of COPO-NCs
presented pH sensitivity in the physiologically relevant pH range of 4.5-7.4 thus allowing a pH-
tunable Coul release behavior. Preliminary assays to bind fluorescent dyes on NCs surface
showed promising results: a large amount of the azide functions incorporated in the dextran-
based transurf was effectively available for click post-functionalization. This gave the possibility
to attach targeting moieties to enhance nanoparticles uptake by tumor cells. Overall, this work
highlighted the value of this NCs platform with potential for in vivo cancer drug delivery.
Commonly used in vitro blood compatibility tests like complement activation will be applied in
the next future in order to get further information on NCs suitability to be injected as drug
delivery system. NCs loaded with different anticancer agents will be as well prepared. After
functionalization with the appropriate(s) ligands, such NCs will be used to target a particular

cancer pathology.
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2. SUPPORTING INFORMATION

S1. 1H NMR spectrum of free poly(MMA -co-DEAEMA) chains extracted with THF
from polymerization mixture.
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The DEAEMA content in copolymer chains was calculated as follows:

NPDEAEMA Mpeaema

_ __ Dpvma Mmma ... DNppeaema _ Agnu/6
Foarma = NppeaEMA ., MDEAEMA with n A /3
+ X PMMA C
NpMMA Mmma
Fpeapma =  DEAEMA monomer units weight fraction in copolymer
Npppagma = DEAEMA monomer units in copolymer (mol)
npyma = MMA monomer units in copolymer (mol)
Mpgapma =  Molar masse of one DEAEMA unit (185.3 g/mol)
Myma =  Molar masse of one MMA unit (100 g/mol)
Agy =  Areaof G and H protons (DEAEMA units)
Ac =  Areaof C protons (MMA units)
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S2. MDSC thermogram of COPO-NC:s after purification.
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Thermal analyses were performed using differential scanning calorimetry at modulated mode
(MDSC) (Q2000, TA Instruments). The operating method consisted of three cycles of heating
and cooling from -70 to 150 °C with the constant rate of 5 °C/min modulating + 1 °C every 40s.
The experimental curves were treated with TA Universal Analysis 2000 software provided with
the instrument. First heat cycle allows removing all solvent and thermal history of the sample, so

second heat cycle results are showed here.

S3. NCs size distribution determined by laser granulometry.

14
12 __> PMMA-NCs
§ 10
> 8
E
= /7COPO-NCs
> 4
2
0
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0  1000,0

Particle size (um)

244
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S4. PMMA-NCs 1H NMR spectrum before and after treatment with SDS.
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To assess colloidal stability of dextran coverage toward SDS, PMMA-NCs were firstly washed,
then 1 wt% of SDS was added to final NCs suspension. The sample was allowed to stand for
24 h at room temperature under magnetic stirring. Then, NCs were recovered by centrifugation,
washed again and freeze-dried. 'H NMR analysis in DMSO-ds was performed after dissolution
of these freeze-dried NCs. The percentage of desorbed dextran was calculated using the equation
below, where (Dextran/PMMA); and (Dextran /PMMA)f corresponded to molar ratios before
and after treatment by SDS, respectively.

(Dextran)
D bed dext —1 PMMA /¢ h Dextran  Ayg
esorbed dextran = ( Deox tran) wi PMMA ~ A + Ay
PMMA J;
A,y = Area of PMMA methylene (A’) protons located between 1.5 and 2.2 ppm.
Agr = Area of PMMA and methyl (B’) protons located between 0.5 and 1.2 ppm.
Ayg = Area of anomeric H and residual OH from glucopyranose dextran units between 4.1

et 5.4 ppm (OH?, OH?, OH* et HY).
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For a better estimation of A, + Ag/, we took into account the presence of M810 methylene (11,
III) and methyl (I) protons located between 0,5 and 1,6 ppm by estimating peaks (I, II, III) area
equal to Ay (around 5,2 ppm) multiplied by 40.5. The presence of methylene protons (c, e, d)

coming from alkyl side chains of dextran were as well considered. In this case, this

corresponding area was equal to Ayg multiplied by 0.3 (ﬁ X g)

S5. NCs colloidal stability in presence of NaCl: (¢) PMMA-NCs (A) COPO-NCs
and () uncoated PMMA NSs.
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The colloidal stability of PMMA-NCs, COPO-NCs and uncoated PMMA-NSs toward added
electrolyte has been assessed by turbidimetry using UVikon XL Spectrophotometer (Bio-Tek
Instruments). Typically, 20 uL of dispersions has been added to 4 mL of NaCl (from 1 x 107 to
2 M). The samples have been allowed to stand for 1 h and their absorbance has been measured
over the range 450-650 nm, at 50 nm intervals. For each NaCl concentration, the curve log (OD)
as a function of log (1) (4 =wavelength) was plotted. The slope d(log OD)/dA was then
calculated. Finally, the fluctuation of this slope as a function of NaCl concentration was taken as

an indication of the particle size variations and eventually particles aggregation.
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Sé.

a) Qualitative assessment of click-reaction between Cou-click and azide functions of
NCs dextran coverage. Fluorescence spectrum of PMMA -NCs.
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1) Fluorescence spectrum of washed PMMA NCs before adding cou-click and copper
catalyst (1.e. before reaction)

2) Fluorescence spectrum of blank PMMA-NCs after several washings. This blank
corresponds to PMMA-NCs mixed with cou-click during 24 hours without the addition of
copper catalyst.

3) Fluorescence spectrum of modified PMMA-NCs after purification (copper complexation
with EDTA followed by several washings with water). These NCs were obtained after

click reaction (24 hours, room temperature) in presence of copper catalyst.

b) Copper-free click chemistry between DBCO-PEG4-TAMRA and azide functions of
dextrane coverage. PMMA-NCs dispersions prior and after click reaction.

Before After

reaction reaction
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The number of DBCO-PEG4-TAMRA molecules per NC (DBCO/NC) was calculated as
follows:

DBCO nDBCO X NA 3 3
= with N, =——7—
NC Mpyma-ncs X Np ddyeot (%)
Npeco = Total grafted DBCO-PEGs+-TAMRA deduced by fluorescence
spectrophotometry (mol).
Ny = Avogadro’s number.
Mpyma-ncs =  Masse of PMMA-NC:s in click-reaction medium (g).
Ny, =  Number of NCs /g of NCs
dncs =  NCs density (g/ml)
D =  NCs diameter (cm).

NCs density (dycs) is evaluated using the following equation, where m; corresponds to the
masse of component i in final NCs. dppa = 0.94 g/ml, dyg10 = 0.94 g/ml and dpppa = 1.2 g/ml

were densities of MMA, M810 and PMMA, respectively.

Mypma + Mygro + Mpuma
Myma + Mpyg10 + Mpyma
dyma = dmsio  dpmma

dNCs -
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3.

CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Dans ce dernier chapitre, nous avons montré qu’il est possible de fabriquer des NCs a cceur

MS810, écorce poly(MMA-co-DEAEMA) (aux parametres macromoléculaires bien définis) et

recouvrement hydrophile en dextrane en employant une polymérisation RAFT en miniémulsion

menée en présence des transurfs DexN3.TtCTAy. Ces NCs sont appelées COPO-NCs par rapport
aux NCs précédentes a écorce PMMA appelées PMMA-NCs. Ces COPO-NCs, de diametre

moyen de 125 nm, présentent les caractéristiques suivantes :

La fraction massique des unités DEAEMA dans 1’écorce polymere a été évaluée a 75-79%

grice a des analyses RMN 'H.

La présence d’une couronne de dextrane a la surface des COPO-NCs a été indirectement
mise en évidence par ’amélioration de la stabilité colloidale de ces objets par rapport a de
NSs non-recouvertes, en milieu salin a différentes forces ioniques (entre 107 et 2 M).
L’épaisseur et le taux de recouvrement de cette couronne hydrophile ont été estimés a
environ 5 nm et 2.5 mg/m? respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles

précédemment observées pour les PMMA-NCs (voir Chapitre III, p. x).

Le caractere pH-sensible des COPO-NCs a été étudié en suivant 1’évolution de la taille de
ces objets en fonction du pH. Contrairement aux PMMA-NCs qui ne présentent aucune
réponse aux changements de pH, ces NCs peuvent gonfler en milieu acide grace a la
protonation des unités DEAEMA présentes dans 1’écorce polymere. Le volume des COPO-
NCs augmente alors d’environ dix fois lorsque le pH diminue de 6,6 a 4,5 dans I’eau ou de
7,6 a 6,9 dans le PBS (0,148 M). Ce comportement pH-sensible a lieu dans des domaines de
pH similaires aux variations du pH en milieu physiologique. Aussi, les COPO-NCs
semblent attractives pour controler la libération des anticancéreux dans le
microenvironnement acide des tumeurs ou bien a I’intérieur des compartiments cellulaires

tels que les endosomes et les lysosomes.

Nous avons finalement étudié le potentiel biomédical de ces NCs par plusieurs tests

préliminaires:

* Dans un premier temps, des essais d’encapsulation de la 7-diéthylamino-4-
méthylcoumarine (Coul) ont été réalisés. En premiere approche, il semble que

I’incorporation de la Coul dans la phase organique lors de la formulation des objets n’a
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aucune influence ni sur la polymérisation RAFT ni sur la stabilité de la miniémulsion.
Pour les deux types des NCs étudiées, une efficacité d’encapsulation de I’ordre de 99% a

été obtenue avec environ 14-17 mg de Coul/g NCs encapsulée.

= Dans un deuxieme temps, la libération de la Coul a partir de ces NCs a été suivie a 37
°C. Dans le cas de PMMA-NCs, nous avons observé une libération partielle de la Coul
(environ 50%) dans le PBS (0,148 M), indépendamment du pH du milieu de relargage (4
ou 7,4). Une libération totale de la Coul a cependant été observée lorsque 1% massique
de SDS a été ajouté au PBS. Le fait que la solubilité de la Coul soit augmentée d’environ
80 fois dans ce milieu par rapport au PBS, explique probablement ce résultat. Ceci
semble également confirmer qu’il n’y a pas de réactions secondaires conduisant a un
greffage de la Coul sur I’écorce polymere de NCs lors de la polymérisation. En outre, la
libération de la Coul a partir des COPO-NCs s’est avérée plus rapide et pH-dépendante.
70% et 82% de la Coul encapsulée a été libérée au bout d’une demi-heure dans le PBS a
pH=7.4 et 4, respectivement. Lors du gonflement des COPO-NCs en milieu acide,
I’hydratation de I’écorce polymeére favorise ainsi la diffusion de la SA en dehors des

objets.

= Nous avons également étudié I’interaction des PMMA-NCs et COPO-NCs avec certaines
protéines plasmatiques : 1’albumine (protéine la plus abondante dans le plasma sanguin)
et le fibrinogene (facteur de la coagulation). Aucune absorption de ces protéines a la
surface des NCs n’a été observée pour des concentrations en NCs variant entre 3,3x10®
et 3,3x10° mg de polymere/mL. Ces résultats laissent supposer que le recouvrement
hydrophile en dextrane en surface des NCs limite leur reconnaissance par les protéines
plasmatiques. Ceci devrait leur permettre d’avoir un temps de circulation plasmatique
prolongé apres administration intraveineuse, ce qui pourrait favoriser I’accumulation

passive du médicament encapsulé au niveau de la tumeur.

= Afin d’évaluer la cytotoxicit¢ des PMMA-NCs et COPO-NCs, nous avons exposé des
macrophages pulmonaires (THP-1) 4 des concentrations croissantes de NCs (3,3x10® to
3,3x10° mg de polymere/mL). Aucun effet des NCs sur la viabilité ou la prolifération
cellulaire des macrophages THP-1 n’a été observé apres 24 heures d’incubation a 37 °C.
Au regard de ces premiers résultats, les PMMA-NCs et COPO-NCs semblent pouvoir

étre considérées comme cytocompatibles.
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Finalement, des sondes fluorescentes modeles ont été utilisées pour valider le concept de
post-fonctionnalisation de la surface de NCs via les fonctions azoture présentes sur le
transurf et in fine a la surface des NCs. Deux types de réactions « click » ont été testées :
i) la cycloaddition Azoture/Alcyne catalysée par le Cu(l) et ii) la cycloaddition
Azoture/Alcyne non-catalysée faisant intervenir un cyclooctyne. Ces réactions ont
respectivement permis de greffer un dérivé de la coumarine et la dibenzocyclooctyne-
PEG4-Fluor 545 (DBCO-PEG4-TAMRA) a la surface d¢ PMMA-NCs. La spectrométrie
de fluorescence a permis d’évaluer le taux de fixation de la DBCO-PEG4-TAMRA. Dans
ce dernier cas, la fraction des groupements azoture modifiés en surface, par rapport a
ceux initialement présents sur le transurf, a ainsi pu étre estimée a 25%. Ceci démontre
qu’une partie des N3 restent disponibles pour une post-fonctionnalisation des NCs avec

des ligands ou marqueurs de reconnaissance des cellules cancéreuses.

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre démontrent le potentiel des nano-objets

élaborés au cours de cette thése a étre utilisés comme nanovecteurs pour I’administration

intraveineuse d’anticancéreux. Initialement congue pour un ciblage passif des cellules

cancéreuses (cas des PMMA-NCs), la plateforme de NCs ici développée semble pouvoir étre

potentiellement exploitable pour une libération contrdlée de la SA en fonction du pH du

milieu environnant (cas des COPO-NCs), mais aussi pour un ciblage actif des cellules

cancéreuses. Afin de confirmer le caractere cytocompatible et furtif de nos NCs, d'autres

études biologiques sont déja programmées et devraient faire 1’objet d’une troisieme

publication :

Tendance des NCs a activer le systéeme du complément (voir glossaire). Dans ce cas,
il s’agit de vérifier dans quelle mesure les protéines du complément s’adsorbent ou non a
la surface des NCs. Ces études sont réalisées en collaboration avec l'unité Micro et
Nanomédecines Biomimétiques (MINT) de I’Université d’Angers et avec CITHEFOR a
Nancy.

Tendance de NCs a activer les macrophages. Etude réalisée en collaboration avec

CITHEFOR.

Cytotoxicité des NCs sur une autre lignée cellulaire. Cette fois-ci, I’influence des NCs
sur la viabilité et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires de rat (lignée,

A-10) sera étudiée en collaboration avec CITHEFOR.
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CONCLUSION GENERALE

La conception de nanovecteurs (NVs) capables de protéger une substance active (SA) de la
dégradation in vivo, de I’adresser sélectivement vers le tissu ou la cellule cible et d’en contrdler
la libération demeure un challenge pour les biologistes et les chimistes. La cancérologie est de
loin le domaine médical dans lequel le plus d’efforts sont investis pour répondre a ce challenge

et pour lequel de nombreux types de NVs ont été développés.

Les nanocapsules (NCs) polymeéres, bien qu’elles ne soient pas encore commercialisées, sont des
candidats potentiels en raison de leurs nombreux avantages. Les NCs sont des systemes
particulaires & morphologie cceur/écorce constituées d’un cceur vide (NCs creuses), solide ou
liquide, entouré par une écorce de polymere. Dans le cas de NCs a cceur liquide, il est possible
d’encapsuler des composés lipophiles ou hydrophiles selon la nature du cceur liquide (phase
aqueuse ou huile hydrophobe). Les NCs offrent également la possibilité de moduler la cinétique

de libération de la SA en variant I’épaisseur et la nature chimique de 1’écorce polymere.

De nombreuses méthodes sont utilisées pour la fabrication de NCs a cceur liquide et peuvent étre
classifiées en trois grands groupes : i) ségrégation de phases entre le coeur liquide et le polymere
(préformé ou produit in situ) qui constituera 1’écorce de la NC 1ii) 1) déposition des polymeres
préformés en surface d’un coeur sacrificiel et ii1) réactions confinées a I’interface liquide/liquide

des nanogouttelettes d’une émulsion.

Parmi ces différentes techniques, la polymérisation en miniémulsion présente 1’avantage de
permettre I’incorporation de la SA, la synthése du polymére qui constituera I’écorce et la
fabrication de la NC dans une seule étape. De plus, ’utilisation combinée de la polymérisation

en miniémulsion et d’un tensioactif réactif peut favoriser ou permettre exclusivement la
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formation du polymére a I’interface liquide/liquide, et ainsi éviter les problemes de controle de la
morphologie des nano-objets formés par simple ségrégation de phases entre le polymere et le
ceeur liquide. En outre, si les groupements réactifs de ce tensioactif réactif sont des amorceurs
d’une polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP) (cas des inisurfs) ou des agents de
transfert d’une polymérisation par Addition-Fragmentation-Transfert Réversible RAFT (cas des
transurfs), les paramétres macromoléculaires du polymére qui constituera 1’écorce de la NC

peuvent également étre controlés.

L’objectif de cette theése était d’utiliser un transurf multifonctionnel dérivé du dextrane comme
stabilisant et agent de controle d’une polymérisation RAFT en miniémulsion afin de préparer des
NCs a morphologie et propriétés de surface contrdlées. A notre connaissance, un tel macroagent
RAFT tensioactif réactif et multifonctionnel n’a jamais encore été reporté dans la littérature.
Dans ces travaux, les NCs sont composées d’une écorce polymere interne (poly(méthacrylate de
méthyle), PMMA), d’un cceur huileux hydrophobe et biocompatible (Miglyol®810, M810) et
d’une couronne externe hydrophile a base de polysaccharide (dextrane). Ces NCs sont destinées

a la délivrance de SAs, idéalement des anticancéreux, apres injection par voie intraveineuse.

Pour préparer de telles NCs, nous avons tout d’abord synthétisé les macroagents RAFT
multifonctionnels dérivés du dextrane (DexN3.tCTAy). Dans un premier temps, des chaines
alkyle hydrophobes ont été greffées sur le dextrane par réaction avec un acide activé (obtenu a
partir de 1’acide 6-azidohéxanoique) dans le DMSO. Ceci a permis ’obtention de dérivés
nommés DexNs.t. Ensuite, des groupements agents de transfert RAFT du type dithiobenzoate,
appelés CTA, ont été introduits directement sur les DexN3.7, par réaction avec ’acide 4-cyano-4-
(phénylcarbonothioylthio)pentanoique (CPADB) en présence du systeme catalytique
EDC/DMAP. Les dérivés DexNst et DexN3;tCTAy obtenus possedent des propriétés

tensioactives ce qui leur permet de stabiliser des émulsions huile-dans-eau.

Dans un deuxiéme temps, nous avons validé le choix du M810 comme co-stabilisant et cceur
liquide de NCs. Des études de stabilité¢ des émulsions (MMA+M810)/eau dans les conditions
opératoires de préparation des NCs nous ont permis de vérifier la capacité du M810 a limiter le
vieillissement de la miniémulsion par mirissement d’Ostwald et le potentiel des dérivés DexNs.t
a éviter le phénoméne de coalescence. La possibilité d’obtenir une morphologie cceur-écorce a
aussi été vérifiée par calorimetrie differentielle a balayage modulee (MDSC). 1l semble ainsi

envisageable de préparer des systémes cceur-écorce avec le couple M810/PMMA pour des
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teneurs supérieures a 11% massique de M810 par rapport au PMMA, puisque ces derniers ne

sont alors pas miscibles.

Dans un troisieme temps, nous avons cherché a établir les conditions réactionnelles permettant le
contrdle de la polymérisation RAFT du MMA en miniémulsion. Ceci a été réalisé grice a un
agent de transfert RAFT modele, le dithiobenzoate de 2-cyano-2-propyle (CPDB, de structure
similaire a celle des groupements CTA présents sur les dérivés DexN3.tCTAy) et en utilisant les
dérivés DexN3.7 comme stabilisant de la miniémulsion. La polymérisation RAFT du MMA en
miniémulsion en présence de CPDB comme CTA peut étre contrdlée dans une large gamme de
conditions.  Ainsi, des ratios [MMA]J/[CPDB],compris entre 89 et 398,
[CPDB]o/[AIBN], variant entre 2 et 8 et des températures de 70 °C et 80° C nous ont permis

d’obtenir des PMMA bien définis (P < 1,2) a forte conversion en monomeére.

Apres avoir déterminé les conditions optimales nécessaires au contrOle de la polymérisation
RAFT du MMA en miniémulsion, nous avons mis au profit les sites agent de transfert RAFT
présents sur les DexN3.tCTAy pour générer les greffons PMMA. Les conditions réactionnelles
déterminées lors de 1’homopolymérisation du MMA en présence du systéme modéle DexNs.
7/CPDB ont été appliquées et se sont €galement avérées adaptées pour contrdler cette
polymérisation en miniémulsion. De plus, aucun probléme de stabilité colloidale n’a été observé.
Les conditions choisies ont permis de synthétiser des objets avec une distribution de taille
relativement étroite et un diametre moyen d’environ 110 nm. La croissance effective de greffons
PMMA 4 partir du dextrane a pu étre vérifiée grice a différentes techniques (RMN 'H, RMN 2D
DOSY 'H et SEC-MALLS). Aprés une étape d’hydrolyse basique des fonctions ester reliant le
tronc dextrane aux greffons PMMA, nous avons pu étudier la distribution massique de ces
derniers. Une évolution linéaire des masses molaires de ces greffons avec la conversion et des
dispersités inférieures a 1,2 ont été observées. Nous avons également montré la possibilité de
fabriquer des objets a forte teneur en M810 (ce qui laisse espérer une plus forte capacité
d’encapsulation), tout en gardant le caractére controlé de la polymérisation. Finalement, une

efficacité moyenne des groupements CTA d’environ 50% a pu étre estimée.

Nous nous sommes, par la suite, intéressés aux caractérisations physicochimiques des NCs
préparées avec le systtme modele CPDB/DexN3.7 (nommées NCs-MOD) ou en présence des
transurfs DexN3.7CTAy (nommées NCs-CTA). Elles ont été tout d’abord caractérisées en termes
de distribution de taille, de stabilité colloidale et de couche superficielle de dextrane (stabilité,

épaisseur, et taux de recouvrement). Nous avons pu montrer la stabilité des deux types de NCs
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dans deux conditions de stockage (dispersion colloidale ou a 1’état solide apres lyophilisation).
La présence d’une couronne de dextrane a la surface des NCs-MOD et NCs-CTA a été
indirectement mise en évidence par I’amélioration de la stabilité colloidale de ces objets en
milieu salin, par rapport a des NCs non-recouvertes, et par 1’écrantage de la charge de surface
des objets mesurée par potentiel Zéta. Les deux types de NCs se sont également avérées stables a
la force ionique du sang (0,148 M) et sont alors potentiellement utilisables pour une
administration par voie intraveineuse. De plus, la stabilité du recouvrement en dextrane des NCs-
CTA en présence d’un tensioactif compétitif montre I’avantage de I’immobilisation covalente de
la couronne de dextrane a la surface des NCs (par rapport a une simple adsorption physique)
grace a l’utilisation des macroagents RAFT DexN3-tCTAy lors de la polymérisation. Des
analyses par MDSC des NCs-MOD et NCs-CTA confirment qu’il y a bien une ségrégation de
phases entre les différents constituants de nos objets. Cette ségrégation devrait conduire, a priori,
a D’obtention de la morphologie cceur-écorce désirée. Enfin, des analyses par Microscopie
Electronique a Transmission a basse température (Cryo-MET) ont permis de confirmer la
sphéricité des objets fabriqués. Néanmoins, en raison d’un manque de contraste suffisant entre le
MS10 et le PMMA cette technique n’a pas permis de bien caractériser la structure interne de ces

objets.

Tous les résultats précédents nous ont permis de valider la stratégie de synthese de NCs a écorce
PMMA par polymérisation RAFT en miniémulsion en présence des transurfs DexN3.tCTAy.
Cette méme stratégie nous a ensuite permis d’aboutir a des NCs a écorce poly(MMA-co-
DEAEMA) présentant un comportement pH-sensible dans des domaines de pH similaires aux
variations du pH en milieu physiologique. Ces nouvelles NCs ont été appelées COPO-NCs, en

opposition aux NCs précédentes a écorce PMMA appelées PMMA-NCs.

Finalement, nous avons étudi€¢ le potentiel biomédical des PMMA-NCs et COPO-NCs par
plusieurs tests préliminaires. D’une part, des tests d’encapsulation et des essais de libération in
vitro d’une SA modéele, la 7-diéthylamino-4-méthylcoumarine, en fonction du pH ont été
réalisés. Pour les deux types des NCs étudiées, une efficacité d’encapsulation de 1’ordre de 99%
a été obtenue avec environ 14-17 mg de SA encapsulée par gramme de NCs. La cinétique de
libération de cette SA a partir des COPO-NCs s’est avérée plus rapide (que dans le cas de
PMMA-NCs) et pH-dépendante, ce qui montre I’influence de la nature chimique de ’écorce
polymere sur la vitesse de libération. De plus, la SA ne semble pas avoir réagi lors de la
polymérisation puisqu’elle peut étre completement libérée dans un milieu contenant du SDS.

D’autre part, des premieres études d’interactions de ces NCs avec les milieux biologiques ont été
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réalisées. Ces expériences préliminaires ont consist¢ a étudier I’interaction des NCs avec
certaines protéines plasmatiques (I’albumine et le fibrinogene) et a évaluer la cytotoxicité des
NCs en présence des monocytes sanguins humains (THP-1). Aucune absorption des protéines
étudiées a la surface des NCs n’a été¢ observée pour des concentrations en NCs variant entre
3,3x10® et 3,3x10” mg de polymere/mL. Ces résultats laissent supposer que le recouvrement
hydrophile en dextrane en surface des NCs limite leur reconnaissance par les protéines
plasmatiques. De méme, aucun effet des NCs sur la viabilité ou la prolifération cellulaire des
macrophages THP-1 n’a été observé aprés 24 heures d’incubation a 37 °C. Au regard de ces
premiers résultats, les PMMA-NCs et COPO-NCs semblent pouvoir étre considérées comme
cytocompatibles. Enfin, la possibilit¢ d’une post-fonctionnalisation des NCs via les fonctions
azoture présentes a leur surface a ét€ mise en évidence en utilisant des molécules fluorescentes
modeles a la place des ligands ou de marqueurs de reconnaissance des cellules cancéreuses. Au
moins 25% des groupements azoture initialement présents sur le transurf sont disponibles pour

une post-modification des objets.
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PERSPECTIVES

Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent qu’il est possible d’obtenir des NCs a écorce

polyméthacrylate (hydrophobe ou pH-sensible), a ceeur huileux et a couronne hydrophile via un

procéd¢é de polymérisation en miniémulsion confiné a I’interface liquide/liquide. De plus, les

caractérisations physico-chimiques et les études biologiques réalisées sur ces objets témoignent

de leur potentiel a étre utilisés comme nanovecteurs pour 1’administration intraveineuse

d’anticancéreux. Néanmoins, en raison d’un manque de temps, plusieurs points intéressants

restent a approfondir :

Optimisation des conditions opératoires de fabrication des NCs a écorce poly(MMA-co-
DEAEMA). Les propriétés pH-sensibles de ces NCs pourraient €tre ajustées en jouant sur
la fraction massique du MMA dans le copolymere ou en réticulant 1’écorce polymere.
L’idée serait de limiter le gonflage de ces NCs et donc de retarder la sortie de la SA. De
méme, il serait intéressant de réaliser le suivi cinétique de la copolymérisation afin de
vérifier le contrdle de la polymérisation RAFT. L’utilisation de transurfs avec différents
taux de substitution en groupements réactifs pourrait aussi permettre de varier la longueur
de greffons polymeres et éventuellement de préparer de NCs a écorce pH-sensible

d’épaisseur variable, tout en gardant un taux de conversion le plus élevée possible.

Caractérisation plus poussée de la morphologie de NCs. Les analyses par diffusion de
neutrons aux petits angles (SANS) réalisés dans le cas de NCs a écorce PMMA, devraient
nous permettre d’¢élucider la structure interne de ces objets et éventuellement d’évaluer
I’épaisseur de 1’écorce polymere. Nous avons envisagé d’étudier I'influence de trois
parametres sur la morphologie : la teneur en M810, le type de transurf et la longueur de
greffons PMMA. A 1’avenir, une étude similaire devrait idéalement étre menée dans le

cas de NCs pH-sensibles. En outre, 1’utilisation d’autres techniques de caractérisation

262



Perspectives

morphologique telles que la cryofracture pourraient aussi permettre de confirmer la

morphologie cceur-écorce de nos objets.

= Augmentation du taux d’encapsulation de la SA mode¢le dans les NCs. Pour cela, il serait
intéressant d’utiliser des concentrations en SA supérieures a la limite de solubilité de
cette SA modele dans le M810 et/ou de tester des NCs préparées avec une teneur en

MS10 plus importante.

= Evaluation de I’influence de 1’épaisseur de 1’écorce polymere sur la cinétique de
libération de la SA modele. Ces essais nécessiteraient de produire des NCs avec des
écorces d’épaisseur variable. Ceci serait idéalement possible en utilisant différents

transurfs ou en stoppant la polymérisation a des conversions intermédiaires.

* Encapsulation et suivi de la libération de SAs potentiellement anticancéreuses. Le
paclitaxel et le docétaxel seraient dans un premier temps des candidats idéaux en raison

de leur affinité par le M810.

= Utlisation des groupements azoture présents a la surface de NCs pour introduire des
¢léments de reconnaissance ou ligands capables d’interagir, de manicre spécifique, avec
les récepteurs surexprimés par les cellules cancéreuses, comme par exemple 1’acide

folique.

* Etude biologique des NCs chargées en anticancéreux et décorées en surface avec des
ligands. Dans une premiere approche, il s’agirait d’évaluer I’influence de la SA et des
ligands sur les interactions des NCs avec les protéines et sur la cytotoxicité des nano-

objets.

Finalement, la plateforme de NCs ici développée pourrait éventuellement étre exploitée pour des
applications autres que le domaine biomédical. L’encapsulation des SAs telles que des
pesticides, des insecticides ou des produits cosmétiqués (aromes, parfums), pourrait étre

envisagée.
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MATERIELS ET METHODES

1. MATERIELS

Le dextrane T40, fourni par Pharmacia Biotech (1\7In =26 000 g/mol ; D =1,3), a été caractérisé par
chromatographie d’exclusion stérique couplée a une diffusion de la lumieére multi-angles (SEC-
MALLS) en utilisant DMSO/NaNOs3 (0,1 M) comme éluant aqueux. Avant chaque modification
chimique, le dextrane est séché pendant une nuit sous vide dynamique a 100°C, directement dans le

ballon de réaction.

= Modification chimique du dextrane

Les réactifs suivants ont été utilisés sans purification préalable pour la syntheése des macroagents de
transfert dérivés du dextrane: 1’azidure de sodium (NaNs, Aldrich), le 1,1’-carbonyldiimidazole
(CDI, Aldrich), I’acide 4-cyano-4-(phénylcarbonothioylthio)pentanoique (CPADB, Aldrich), la 4-
diméthylaminopyridine (DMAP, Aldrich) et I’hydrochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide (EDC, ABCR).

Le diméthylsulfoxyde (DMSO), le dichlorométhane (DCM), le tétrahydrofurane (THF), le
diméthylformamide (DMF) et le diméthylacétamide (DMAC) sont séchés sur tamis moléculaire

apres ouverture de bouteille.

* Polymérisation en miniémulsion
Les monomeres, méthacrylate de méthyle (MMA, Aldrich) et méthacrylate de N,N-

diéthylaminoéthyle (DEAEMA, Aldrich), sont séchés sur CaH puis distillés sous pression réduite
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avant de leur utilisation. Le MMA-ds (Aldrich) employé pour la préparation de NPs destinées aux
analyses SANS a été purifié sur une colonne d’oxyde d’aluminium. Le 2,2’-azobisisobutyronitrile
(AIBN, Aldrich) est recristallisé deux fois dans le méthanol avant d’étre employé. L’agent RAFT
modele, le dithiobenzoate de 2-cyano-2-propyle (CPDB, Aldrich), a été utilisé sans aucune
purification préalable. Le Miglyol 810 (M810) a été offert par CREMER Oleo GmbH & Co. KG.
C’est un triglycéride majoritairement composé d’acides caprique (Cs. 0 69,3 % m.) et caprylique

(C10:030,1 % m.) (p = 0,94 g/mL, u = 30 mPa.s, masse molaire = 488 g/moll, logP=1O,42)

= Potentiel biomédical des objets

La 7-diéthylamino-4-méthylcoumarine (Coul, Aldrich) a été utilisée comme principe actif modele
lors des expériences d’encapsulation et de libération. La dibenzocyclooctyne-PEG4-Fluor 545
(DBCO-PEG4-TAMRA, Aldrich) a ét€¢ employée telle quelle pour post-fonctionnaliser la surface de
NCs via une réaction de chimie click en absence de cuivre. L’albumine de sérum bovine (BSA,
Aldrich) et le fibrinogéne humain (Aldrich) ont été employés en 1’état pour 1’étude de I’interaction
des NPs avec les protéines. La lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1, utilisée dans les

études de cytocompatibilité, a été obtenue aupres de ATCC® (TIB-202™, Manassas, VA, USA)

2. MODIFICATION CHIMIQUE DU DEXTRANE

2.1. SYNTHESE DES DERIVES DexNs.t

Ce protocole a été repris a partir de travaux précédents menés au LCPM [2].

2.1.1. Synthése de I’acide 6-azidohéxanoique

Igf/f\\,/”\\//A\Eji) 4 PJaPJ3 DMSO DJ//N\V//\\
H Tamb, 4h 3 H

Schéma III- 1: Synthése de I’acide 6-azidohéxanoique

! Calculée en utilisant I’indice de saponification moyen donné par le fournisseur (IS=345 mg KOH/g) par I’équation :

3x1000x56,1

Musg10 (ﬁ) =——5 avec 56,1 g/mol, la masse molaire du KOH.

2 Bstimé par une méthode de contribution des groupes [1] en utilisant la composition moyenne en acides gras.
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8,18 g d’azidure de sodium (0,126 mol, soit 1,22 mol/COOH) sont solubilisés dans 250 mL de
DMSO a 40 °C pendant 3 heures. 20 g d’acide 6-bromohexanoique (0,103 mol) sont ajoutés
progressivement a cette solution et le mélange est laissé sous agitation pendant 4 heures a

température ambiante.

Le produit désiré est purifié par extraction liquide/liquide. Pour cela, 250 mL d’eau acidifiée a pH 3
par de I’HCI (12 N) sont ajoutés au milieu réactionnel. Ceci permet d’éviter de perdre du produit
sous sa forme carboxylate dans la phase aqueuse. La phase aqueuse est extraite trois fois avec 200
mL de DCM, puis la phase organique est lavée deux fois avec de I’eau acidifiée par de ’HCI 12 N
(pH = 3). La phase organique est finalement séchée avec du MgSO4 pendant 30 minutes sous
agitation. Apres filtration sur du coton, le DCM est éliminé majoritairement par évaporation sous
pression réduite. Cette étape est réalisée a 25 °C pour éviter tout risque d’explosion des azotures [3].
Le produit final est séché dans une étuve sous vide dynamique a température ambiante et analysé
par RMN 'H dans le CDCl5 (Figure III- 1). Comme on peut le remarquer, ce composé contient
encore du DMSO résiduel. La teneur massique du produit est estimée a 72% et est calculée grace a

I’équation III- 1.

Ab+c+d+e+f
10 < Mac-n, 1I- 1
% Mepen, = 7 y X 100
b+c+d+e+
TfXMAc—N3+ D6+D’XMDMSO
Acide 6-azidohéxanoique DMSO »
0 D, D’
f d b g
N /
= 5T H,C \CH3 b
a D D' f
ce
| o
5 DCM !'
V4 |
- s . M . — J ,J U
..... 1110;;376;;;2”'“

Figure III- 1: Spectre RMN 'H de I’acide 6-azidohéxanoique dans CDCls.
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2.1.2. Syntheése de I’ester activé de I’acide 6-azidohéxanoique

o

AN
N3 + N/\NJJ\'\{/\N DCM/THF NSNV\N/) + Ni NH+ COZ
- '/ \_/  2n30,40°C, Flux N, A =

Schéma III- 2: Synthése de I’ester activé de ’acide 6-azidohéxanoique

Afin d’¢liminer toute trace d’eau, la verrerie est mise a I’étuve et le montage purgé sous azote. Le
solvant choisi pour cette réaction est un mélange 1 : 1 v/v de DCM et THF anhydres. 19,4 g de 1,1°-
carbonyldiimidazole CDI (0,120 mol, soit 1,3 mol/COOH) et 200 mL du solvant sont introduits dans
le ballon réactionnel sous circulation d’azote. 14,5 g de 1’acide 6-azidohéxanoique (soit 0,079 mol
d’acide pur en tenant compte du DMSO résiduel) préalablement dissout dans 12 mL de solvant (1 :
1 v/v DCM/THF) sont ajoutés goutte-a-goutte a 1’aide d’une ampoule de coulée. La réaction est

poursuivie pendant 2 h 30 sous agitation et sous faible flux d’azote a 40 °C.

En fin de réaction, le mélange est concentré par évaporation sous pression réduite. 100 mL de DCM
sont a nouveau ajoutés et le milieu réactionnel est lavé 2 fois a 100 mL d’eau. Ainsi le CDI en exces
est hydrolysé en imidazole soluble dans la phase aqueuse. La phase aqueuse est ensuite extraite deux
fois a 100 mL du DCM. La totalité des phases organiques est lavée deux fois a I’eau, séchée sur
MgSOsq, et filtrée sur du coton. Le DCM est évaporé sous pression réduite et le produit est séché
sous vide dynamique a température ambiante pendant 1h. Le produit final est analysé par RMN 'H

dans le CDCl3 (Figure III- 2) et stocké a -20 °C.

a1 as f d b J
a2 N3/\/\/%) }

€ N

a;@lg a £ | [

\
o
e

THF

DCM

Figure III- 2: Spectre RMN 'H de I’ester activé de I’acide 6-azidohéxanoique dans CDCls.
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2.1.3. Réaction du dextrane avec I’acide 6-azidohéxanoique activé

= Exemple du DexN3.2

10 g de dextrane sec (62 mmol d’unités glucopyranose -UG) sont dissous dans 100 mL. de DMSO
(soit 10 mL/g de dextrane). Le mélange est chauffé a 50 °C et maintenu sous agitation jusqu’a
dissolution complete du polysaccharide. 3,0 g d’acide 6-azidohéxanoique activé (14,5 mmol, soit
0,23 mol/UG) sont alors introduits dans le ballon réactionnel via une seringue. La réaction se fait a
50 °C pendant 48 heures. Le mélange réactionnel est précipité 2 fois par de I’éthanol froid et le

produit obtenu est séché sous vide dynamique 4 40 °C puis analysé par RMN 'H dans le DMSO-djs

En variant la quantité¢ d’acide activé utilisé, il est possible d’obtenir des dérivés DexNs.t avec

différents taux de substitution 7 en groupements hydrophobes (Chapitre I, paragraphe 1.2.1).

2.2. SYNTHESE DES MACROAGENTS RAFT DexN;.zCTAy

= Exemple du macroagent RAFT DexN3.20CTA3 7

Dans ce cas, les rapports molaires UG/CPADB/EDC/DMAP utilisés sont : 3,3/1/3/0,1. 2 g de
DexNs.2o (10,5 mmol UG) sont dissous dans 40 mL de DMF (soit 20 mL/g DexNs.20). Cette
solution est placée dans un bain froid a 0 °C et 1,84 g d’EDC (9,6 mmol) sont ensuite ajoutés. Au
bout d’une heure sous agitation a 0 °C, 0,88 g de CPADB (3,2 mmol) ainsi que 38 mg de DMAP
(0,32 mmol, dissout dans 1 mL de DMF) sont alors additionnés au milieu réactionnel. Le mélange
est maintenu sous agitation a 20 °C pendant 48 heures puis précipité deux fois par de 1’éthanol froid.
Le produit rose obtenu est séché a I’étuve sous vide dynamique & 40 °C pendant une nuit, puis

caractérisé par RMN 'H dans le DMSO-db.
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3. ELABORATION DES NANO-OBJETS

3.1. PAR POLYMERISATION RAFT DU MMA EN MINIEMULSION

3.1.1. En présence du systeme modele DexNs.t/CPDB

Dans le cas d’une polymérisation en présence de 1’agent RAFT mode¢le, la phase aqueuse est
classiquement constituée de 150 mg du dérivé dextrane tensioactif (DexNs.7) dissout dans 15 mL
d’eau MilliQ (concentration finale de 10 g/L). La phase organique est quant a elle préparée avec des
rapports molaires [MMA]./[CPDB]./[AIBN], = X/1/0,33. Pour X = 398, 1,1 mL de MMA (10,3
mmol), 1,3 mg d’AIBN (7,9%107* mmol), 5,7 mg de CPDB (2,6 102 mmol) et 275 ul de M810 sont
mélangés. Dans ce cas, le rapport volumique M810/MMA est égal a 25 % vol. La phase aqueuse est
versée sur la phase organique puis le mélange est émulsifié en utilisant une sonde a ultrasons
(modele Vibracell 600W, Sonics&MaterialsInc, Danbury, CT) en mode pulsé et en présence d’un
bain glacé (51% d’amplitude, 5W, 1 minute). Aprés sonication, I’émulsion est dégazée pendant 45
minutes dans un bain d’eau glacée maintenue a une température de 10-15 °C, puis porté a 80 °C afin
de démarrer la polymérisation. Différentes réactions sont menées en parallele dans les mémes
conditions afin de réaliser un suivi cinétique. La conversion du monomere est estimée par
gravimétrie. Pour cela, 1 mL de I’émulsion obtenue a un temps donné, est séché sous vide
dynamique a 100 °C jusqu’a poids constant. Une partie des objets secs est utilisée pour la
détermination de la masse molaire de chaines PMMA par SEC-MALLS dans le THF (paragraphe
5.3). L’évolution de la taille des nanogouttelettes/nano-objets lors de la polymérisation est

déterminée par granulométrie (paragraphe 6.3.1).

Les nano-objets obtenus en fin de polymérisation sont lavés par centrifugation (21 000 tours par
minute-tpm, 1 heure, 15 °C). La technique consiste a centrifuger les particules, a éliminer le
surnageant et le remplacer par de I’eau MilliQ frais, puis a les redisperser a I’aide des ultrasons dans
une cuve modele Branson 2510, 40 KHz. L’opération est ainsi réalisée deux fois. La redispersion
totale des nano-objets peut prendre environ 1 heure. Ces objets lavés sont ensuite utilisés pour les

analyses biologiques et caractérisations morphologiques.
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3.1.2. En présence des transurfs DexN3:.tCTAy

Dans le cas du transurf DexN3.20CTA3,7, des rapports molaires théoriques [MMA]o/[CTA]o/[AIBN],
= 393/1/0,3 ont été classiquement employés. Dans ce cas, la phase aqueuse est composée de 150 mg
du macroagent RAFT dissout dans 15 mL d’eau MilliQ pour arriver a une concentration de 10 g/L.
1,1 mL de MMA (10,3 mmol), 1,3 mg d’AIBN (7,9%10mmol) et 275 ul de M810 (dans le cas d’un
ratio M810/MMA de 25 % vol.) constituent la phase organique. Si on désire encapsuler la Coul,

environ 21 mg de cette sonde (0,09 mmol) sont préalablement dissout dans la phase organique.

Les protocoles utilisés lors de la préparation de la nanoémulsion, du démarrage de la polymérisation,
de la détermination du taux de conversion et pour le lavage des objets finaux sont similaires a ceux

décrits dans le cas des expériences modeles.

Afin de caractériser les glycopolymeres produits, une étape de purification additionnelle est réalisée.
Les nano-objets secs sont lavés plusieurs fois au THF afin d’enlever le M810 et les chaines
polymeres non-fixées au dextrane. Le copolymere ainsi purifié est analysé, apres évaporation du
THF (par séchage sous vide dynamique a 50 °C pendant une nuit), par SEC-MALLS dans le
DMF/LICl (2 g/L). La masse molaire des chaines PMMA non-greffées et récupérées dans la
premiere solution de lavage, est déterminée par SEC-MALLS dans le THF.

3.2. PAR COPOLYMERISATION RAFT DU MMA ET DU DEAEMA.

Toutes les expériences ont été réalisées en présence du transurf DexN320CTA37 avec des rapports
molaires théoriques [MMA]o/[DEAEMA]o/[CTA]o/[AIBN], = 115/120/1/0,3. La phase aqueuse (15
mL) est toujours composée du macroagent RAFT dissout a 10 g/L dans I’eau. La phase organique
est dans ce cas préparée avec 0,3 mL de MMA (2,9 mmol), 1,3 mg d’AIBN (7,9%10*mmol) et 275
ul de M810. Le DEAEMA est rajouté en exces pour contrebalancer sa solubilité dans I’eau (67 g/L).
Ainsi 1,7 mL de DEAEMA sont introduits dont 1,1 mL se solubilisant dans la phase aqueuse et 0,6
mL (3,8 mmol) dans la phase organique. Si on désire encapsuler la Coul, environ 21 mg de cette

sonde (0,09 mmol) sont aussi introduits dans la phase organique.

La polymérisation et purification des objets sont réalisées comme expliqué ci-dessus. Afin de

déterminer la composition molaire des greffons, les chaines non-accrochées au dextrane ont été
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extraites dans du THF, séchées sous vide dynamique a 50 °C puis caractérisées par RMN 'H dans le

CDCls.

3.3. PAR EMULSION-EVAPORATION DU SOLVANT

25 mg de PMMA (8 300 g/mol, P=1,06)* sont dissous dans une phase organique composée de 1 mL
de DCM et x uLL. de M810 (x = 0 dans le cas des NSs et x = 7 pour des NCs). En parallele, 60 mg de
cholate de sodium (cas des NSs-nues) ou de DexNs.20 sont solubilisés dans 10 mL d’eau Milli-Q
saturée par du DCM. La phase aqueuse est ensuite ajoutée a la phase organique. Le mélange est
préémulsifié a I’aide d’un vortex pendant 1 minute, puis émulsifié en utilisant une sonde a ultrasons
(modele Vibracell 600W, Sonics&MaterialsInc, Danbury, CT) en mode pulsé et en présence d’un
bain glacé (51% d’amplitude, SW, 1 minute). L’émulsion est transférée dans un cristallisoir de 50
mL puis le DCM est évaporé pendant 3 h dans une étuve ventilée a 37 °C sous agitation modérée a
65 tpm. Les objets formés sont centrifugés (18 000 tpm, 30 min, 15 °C), le surnageant est enlevé et
les objets sont redispersées dans I’eau Milli-Q pendant 30 min, comme précédemment (paragraphe
3.1.1). La procédure est répétée encore deux fois. Finalement, les objets sont caractérisés par

granulométrie puis lyophilisés pour I’analyse RMN 'H dans le DMSO-db.

4. ETUDE DES GREFFONS PMMA : ETAPE DE DEGREFFAGE

Le «décrochage » des chaines PMMA d’un copolymére DexNs.t-g-nPMMAgz;, issu d’un

macroagent RAFT (DexN3.7CTAy) est réalisé en introduisant 50 mg du glycopolymere dans 6 mL
d’un mélange THF/(KOH-MeOH 1M) (2/1 v/v). Cette solution est ensuite agitée pendant 72 h a
température ambiante. Apres neutralisation du milieu réactionnel avec une solution aqueuse d’HCl
(12 N), le THF et le méthanol sont totalement évaporés. Les chaines PMMA sont solubilisées dans
du toluene et la solution est ensuite filtrée sur du papier filtre, dans le but d’éliminer le KCI. Le

PMMA est récupéré par précipitation par I’éther de pétrole froid, filtration puis séchage une nuit

| s’agit d’un polymeére synthétisé par polymérisation RAFT du MMA en masse ([MMA]./[CPDB]./[AIBN],=
300/1/0,33, 70 °C, 1 heure), purifié par deux précipitations par 1’éther de pétrole froid et séché a 1’étuve toute une nuit a
50 °C sous vide dynamique.
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sous vide a 50 °C. Le polymere est enfin dissout dans du THF, filtré et analysé par SEC-MALLS.

Une caractérisation par RMN 'H dans le DMSO-ds permet de vérifier I’absence de chaine dextrane.

5. CARACTERISATIONS DES POLYMERES

5.1. SPECTROSCOPIES PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Nous avons utilis¢é la RMN 'H et la RMN 2D DOSY 'H pour caractériser la structure des
copolymeéres synthétisés. Les spectres ont été réalisés a 25 °C a I’aide d’un spectrometre Briiker
Avance 300 avec un champ 300,13 MHz. Les polymeéres sont analysés en solution a une

concentration d’environ 10 g/L. dans des solvants deutérés : DMSO-ds ou CDCls.

Dans le cas de la RMN 2D DOSY 'H, la séquence utilisée est une LED-STE-Bipolaire Gradient
Pulse avec des gradients de purge. Une série de 32 expériences est enregistrée en faisant varier
linéairement 1’intensité du gradient de 5 a 95 % avec une intensité maximale du gradient de 46,25
G/cm!. Le délai de relaxation entre les impulsions est fixé a 3 s. Afin d’éliminer des artéfacts dus
aux courants de Foucault, un délai LED est ajouté avant 1’acquisition pendant une durée variant de
20 a 50 ms ainsi que des gradients de purge. Apres optimisation de la séquence DOSY, le délai de
diffusion D20 (Diffusion Delay) varie de 100 ms a 2000 ms et la durée du gradient P30 (Gradient
Lengths) varie de 1 ms a 2,5 ms selon les échantillons. Les données sont traitées avec le logiciel

TopSpin3.0.

5.2. INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE FOURIER (FTIR)

La FTIR est une technique de caractérisation des échantillons en poudre, rapide, non destructive,
permettant 1’analyse de surface de matériaux ayant une forte absorbance. Dans notre cas, le
spectrometre utilisé (Tensor 27, Brucker Optics) est équipé d’une source lumineuse émettant des
longueurs d’onde dans I’infrarouge-moyen et d’un détecteur de type DLaTGS. Les NPs et les
dérivés du dextrane ont été séchés une nuit sous vide dynamique a 40 °C et 100 °C respectivement,

avant I’analyse.
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5.3.  CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION STERIQUE (SEC)

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) est une chromatographie en phase liquide dans
laquelle la phase stationnaire est un gel réticulé poreux disposé dans une colonne
chromatographique et gonflé¢ par la phase mobile. Elle est basée sur la rétention sélective des
macromolécules en solution en fonction de leur volume hydrodynamique. Cette technique permet
d’estimer les masses molaires moyennes et la dispersité des polymeres (P). Le couplage de cette
technique avec la diffusion de la lumiére permet d’estimer les masses molaires des polymeéres sans

avoir recours a un étalonnage, a condition que le dn/dc du polymére analysé soit connu.

La théorie fondamentale de la diffusion de la lumicre par des solutions de polymeres émane des
travaux de Debye et Zimm [4]. L’équation générale reliant 1’intensité de la lumicre diffusée par une

solution diluée de polymére de masse molaire moyenne en masse M,, a un angle 6 est la suivante :

KC 1 16n? 0
m = M_W<1 + ZAZC +WRQ Sin E)
III1- 2
. 4m?n? dn Iog1?
ou K= N, E et ARy = EV

Avec C la concentration massique du polymere en solution, 4, le second coefficient de Viriel, 1 la
longueur d’onde du rayon incident, R, le rayon de giration moyen de la pelote macromoléculaire, 6
I’angle de mesure par rapport au rayon incident, N, le nombre d’Avogadro, n I’indice de réfraction
du solvant, ARy le rapport de Rayleigh ; Iy I'intensité de la lumicre diffusée par le volume V

mesurée a la distance r de I’échantillon et a I’angle 8 et [, I’intensité de la lumiére incidente.
Dans notre étude, et selon la nature hydrosoluble ou non des produits, différents systemes ont été

employés :

= Cas de’eau/NaNOs (0,1 M) comme éluant

L’appareillage est constitué¢ d’une pompe Waters 515 (débit = 0,7 mL/min), d’un dégazeur (Degazys
DG 1310, Uniflow), d’une boucle d’injection de 200 ul et d’une série de deux colonnes PL aquagel-
OH 40 et 50 (8 wm) avec une précolonne de méme type. Un photodiffusioméetre de modele
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miniDawn (Wyatt Technology Corporation) (A = 690 nm) est situé a la sortie des colonnes. Il est
constitué de trois photodiodes qui mesurent I’intensité diffusée a 45, 90 et 140°. Un réfractometre

différentiel de type Merk RI-71 est également installé en série.

= (Cas du THF comme éluant

L’appareillage est constitu¢ d’une pompe Waters 515 (débit = 1 mL/min), d’un dégazeur AF (waters
in-line), d’une boucle d’injection de 100 pl et d’une série de trois colonnes PLgel Sum, 300 mm 7,5
mm, (102 A, 10° A, 10* A) avec une pré-colonne de méme type. Un détecteur de diffusion de la
lumiere de modéle mini Dawn Treos (Wyatt Technology Corporation) (A = 658 nm) est situé a la
sortie des colonnes. Il est constitué de trois photodiodes qui mesurent I’intensité diffusée a 45, 90 et
140°. Un réfractometre différentiel de type OPTILAB rex (Wyatt Technology Corporation) est
¢galement installé en série. L’appareil est équipé d’un passeur d’échantillon de type Waters 2707 et

d’un régulateur de température qui permet de faire les analyses a 40 °C.

» Cas du DMSO, DMSO/NaNOs (0,1 M) et DMF/LiCl (2 g/L)) comme éluants

L’appareillage est constitué d’une pompe LC - 20AD, Shimadzu (débit = 0,7 mL/min), d’un
dégazeur DGU - 20A3R, Shimadzu, d’une boucle d’injection de 100 pl et d’une série de trois
colonnes PLgel Sum, 300 mm 7,5 mm, (105 A, 103 A, 100 A) avec une pré-colonne et un passeur
d’échantillon de Shimadzu. Un détecteur de diffusion de la lumiere de modele mini Dawn Treos
(Wyatt Technology Corporation) (A = 658 nm) est situé a la sortie des colonnes. Il est constitué de
trois photodiodes qui mesurent ’intensité diffusée a 45, 90 et 140°. Un réfractomeétre différentiel de

type RID - 10A, Shimadzu est également installé en série.

Les solutions de polymeéres (10 g/L) sont préparées la veille dans 1’¢luant sélectionné, puis filtrées

sur des filtres Millex HA de 0,2 um.

Les dn/dc utilisés sont :

- Cas de I’eau/NaNOs (0,1 M) : Dextrane (0,146 mL/g).

- Cas du THF : PMMA (0,087 mL/g), DEAEMA (0,10 mL/g) [5].

- Cas du DMSO, DMSO/ NaNOQOs (0,1 M): Dextrane, DexN3.t, DexN3.tCTAy (0,07 mL/g).
- Cas du DMF/LiCI (2 g/L)) : PMMA (0,064 mL/g), DexNs.t, DexN3.tCTAy (0,07 mL/g).
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S5.4. PROPRIETES TENSIOACTIVES DES DERIVES DU DEXTRANE

Des mesures de tension superficielle ont été réalisées sur des solutions aqueuses des différents
DexNis.t et DexN3;.7CTAYy synthétisés, afin d'évaluer leur pouvoir tensioactif et ainsi leur capacité a

stabiliser une émulsion huile dans eau.

* Principe de la mesure

L'interface liquide/air présente un caractere plus ou moins "élastique" selon les caractéristiques
propres du liquide étudié. Ce phénomene peut Etre quantifié par la mesure de la tension de surface
(o) du liquide. Cette tension représente le travail réversible a fournir au systeme pour augmenter la

surface du liquide d'une unité et peut étre calculée par :

. (9 Us) 11 3
0S /¢

Ou dU; représente la variation d'énergie interne de la région interfaciale et dS la variation de surface

a une température donnée.

Au cours de cette these, la technique de 1'anneau de Lecomte Du Noiiy a été utilisée pour mesurer la
tension superficielle. Ce systeme consiste a étirer un ménisque du liquide étudié au moyen d'un
anneau en platine. Le fil doit avoir une section uniforme aussi circulaire que possible et le plan de
I'anneau doit étre parfaitement parallele a la surface du liquide. Dans un premier temps, 1'anneau est
plongé sous la surface du liquide. La cuve contenant le liquide est ensuite lentement abaissée et 1'on
mesure simultanément la résultante verticale des forces s'exercant sur l'anneau en s'étant au
préalable affranchi du poids de I'anneau. Quand 1'anneau atteint la surface, il ne la traverse pas mais

1'étire en formant un ménisque, augmentant ainsi l'aire interfaciale.

Expérimentalement, il est possible d'observer, au fur et 2 mesure de 1'étirement du ménisque, que la
force de traction augmente pour passer par un maximum, puis décroit jusqu'a rupture du ménisque.
Il est alors possible de déterminer la tension superficielle (c) du liquide étudié en connaissant que

l'intensité de la force et son maximum par la relation :
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Fmax R ApgR3 111- 4
o= XJ]xX|—
4R r \ Fmax

Avec F™® T'intensité maximale de la force de traction, R le rayon de 1’anneau, r le rayon du fil de
platine, g la force de gravité, Ap la différence de densité entre le liquide et l'air et J le facteur

correctif de Harkins et Jordan.

= Protocole opératoire

N

Les piluliers constituant la cellule de mesure et destinés a recevoir la solution a analyser sont
préalablement nettoyés avec de I’acide sulfurique (afin d’éliminer toute trace organique) puis
abondamment rincés a l'eau et séchés. La solution en polymere amphiphile la plus concentrée (15
g/L) est préparée 24 h a l'avance avec de l'eau MilliQ. Les solutions a différentes concentrations
(3,5%107 a 7,5 g/L) sont préparées par une cascade de dilution a partir de cette solution mere. 20
mL de chaque dilution sont mis dans les pilluliers, puis laissés au repos pendant une nuit pour

permettre la stabilisation de I’interface par le tensioactif étudié.

Les mesures de tension superficielle sont effectuées a 1'aide d'un tensiometre Kriiss K20 EasyDyne,
qui donne directement la valeur de o. Chacune des solutions des dérivés du dextrane est
thermostatée a 25 °C pendant 10 minutes, puis cinq mesures sont effectuées et une valeur moyenne
est calculée. Entre chaque mesure, 1’anneau est rincé a I’eau puis a 1’acétone et séché par la flamme

d’un chalumeau.
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6. CARACTERISATIONS PHYSICO-CHIMIQUES DES NANO-
OBJETS

6.1. CALORIMETRIE DIFFERENTIELLE A BALAYAGE MODULEE
(MDSC)

La MDSC est une version évoluée de la DSC traditionnelle. Elle permet la séparation du signal du
flux thermique total dans ses composants thermodynamiques (dépendants de la température) et
cinétiques (dépendants de la vitesse de changement de la température). Ceci est possible grace a

I’application d’une rampe de température de type sinusoidale (T= sin (®t)).

d daT
Q _ ,dr

= = Ggp + fTL)

III- 5

Flux total = Composante thermodynamique + composante cinétique

Dans le cas de la composante thermodynamique, le flux de chaleur enregistré en fonction de la
température est appelé « flux inversible ». Il permet de détecter des phénomenes tels que la
transition vitreuse et la fusion de I’échantillon analysé. La composante cinétique, quant a elle, est
caractérisée par un << flux non inversible>>. Ce dernier permet de détecter des transitions relatives
a plusieurs événements thermiques tels que : relaxation enthalpique, cristallisation, évaporation,

réticulation, oxydation, décomposition,...

= Plastification du PMMA par le M810

Des solutions ont été préparées en dissolvant le PMMA (8 300 g/mol, D = 1,06) et le M810 dans le
dichlorométhane. Apres 1’évaporation totale du DCM, les mélanges ont été séchés sous vide a 90 °C
pendant 15 heures. 5-10 mg du mélange obtenu sont analysés en utilisant un calorimetre différentiel
a balayage en mode modulé (Q2000, TA Instruments). La méthode opératoire consiste en trois
cycles de chauffage et refroidissement de -70 °C a 250 °C sous flux continu de N2 avec une vitesse
constante de 5 °C/min, en modulant de +1 °C chaque 40 s. Les échantillons sont introduits dans des
creusets en aluminium (Tzero Aluminium) et placés dans le passeur automatique de I’appareil. Un

creuset vide sert de référence.
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6.2. DETERMINATION DU TAUX DE RECOUVREMENT EN DEXTRANE

Le taux de recouvrement des NPs en dextrane est déterminé selon 1’équation III- 6 :

[ — DexNs_(CTAY) I11- 6
dex =
 Snps* Myps
Avec :
MpexN;_,(CTAY) = Masse de DexN3.1(CTAYy) a la surface des NPs
Syps = Surface spécifique des NPs calculée grace aux équations III- 7, III- 8 et
III- 9
myps =  Masse totale des NPs produits.

Pour cela, la surface spécifique des NPs (Syps) est calculée selon 1I’équation III- 7 apres avoir évalué

leur masse volumique (pyps, €quation III- 9) puis le nombre de NCs/g d’objets (N, équation III- 8).

Snps = md[3: 2]*N,, III- 7

N = II- 8

Mypa T Mygro + Mpyma

PNPs = Tya | Musio 4 Mpymma II1- 9
Puma  Pmsio  PpmMA
Avec :
d[3:2] = Diametre moyen des objets déterminé par granulométrie
N, = Nombre de NPs par gramme d’objets
Pnps = Masse volumique des NPs
Mpyma Mysio Mpyma =  Masses du MMA, du M810 et du PMMA dans I’échantillon
Puma> Pmsio> Ppuma =  Masses volumiques du MMA (0,94 g/mL), du M810 (0,94 g/mL) et

du PMMA (1,2 g/mL).
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La masse de DexN3.7(CTAy) a la surface des NPs (mpexn,_,(cTAy)) €St quant a elle estimée par

deux méthodes :

6.2.1. Dosage direct (par RMN 'H)

Les nano-objets secs sont solubilisés dans du DMSO-ds et analysés par RMN 'H (Figure III- 3).

MpexN,_,(CTAy) €St calculée grace a I’équation I11- 10.

_ Ave/t My II- 10
A l
/5 MMMA PMMA tota

MpexN;_(CTAY) — Aun
12°14

Ou:
Aj g, = Aire des protons A’ et B’ du PMMA entre 0,4 et 2,1 ppm (Figure III- 3).
On soustrait alors la contribution des protons du dextrane (c, e, d) et du
MSI10 (I, 11, III). Voir équation III- 11.
Aye = Aire des OH résiduels et du H anomere des unités glucopyranose du
dextrane entre 4,1 et 5,4 ppm (OH?, OH?, OH4 et H", Figure I11I- 3).
Myya = Masse molaire d’une unité monomere du PMMA (g/mol).
My; = Masse molaire d’une unité glucopyranose du DexN3.20(CTAYy) (g/mol).
Mpyumatotar =  Masse totale de PMMA synthétisé a une conversion donnée (g)
_ Ayg T II- 11
AAIBI = A0,5_2,1 ppm — T X W X 6— AVI X 40,5
Avec :

Aos—21ppm = Airede ’ensemble des protons entre 0,4 et 2,1 ppm (Figure III- 3).
Aire du proton VI du M810 situé a 5,2 ppm (Figure I1I- 3).

xS
N
I

Taux de modification du transurf en groupements hydrophobes.

|
Il
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EAU

DMSO

\ )

B e
Protons glucosidiques H? 3 H®
I 1 1 I 1 T I I I I ] ] 1
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Figure III- 3 : Spectre RMN 'H des NCs en fin de polymérisation et apreés lavage dans DMSO-ds.

6.2.2. Dosage indirect a ’anthrone

Cette technique est basée sur la réaction de 1’anthrone avec les motifs glucopyranose des dérivés du
dextrane (DexN3.20(CTAY)) qui conduit, en milieu acide et chaud, a la formation d’un complexe vert
quantifiable par spectroscopie dans le visible. Cette technique permet de doser la quantité¢ d’unités

glucoses en solution.

= Préparation de la solution d’anthrone

1 g d’anthrone et 150 mL d’eau MilliQ sont introduits dans un bécher d’un litre placé dans un bain
d’eau froide. 350 mL d’acide sulfurique concentré (95-97%) sont lentement additionnés a cette
solution aqueuse sous agitation. L’anthrone se dissout au fur et a mesure pour conduire a un
mélange visqueux de couleur jaune. Apres homogénéisation et retour a température ambiante, la

solution est stockée a 4 °C jusqu’a utilisation (dans un délai maximum d’environ 1 mois).

» Dosage des échantillons

Les surnageants obtenus apres la premiere centrifugation des nano-objets produits sont dilués par un
facteur de 6. 200 uL de ces surnageants dilués sont ensuite additionnés a 5 mL de solution

d’anthrone dans des tubes en verre. Apres fermeture, ces tubes sont agités a I’aide d’un vortex, puis
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placés pendant 30 minutes dans un bain maintenu a 80 °C. Apres retour a température ambiante et
homogénéisation au vortex, les densités optiques des solutions sont mesurées par
spectrophotométrie visible a 625 nm grace a un spectrophotometre UVikon-XL Bio-Tek
Instruments.

Chaque dosage nécessite un étalonnage effectué en simultané avec des solutions aqueuses de
dextrane de concentration connues, contre un blanc préparé avec 200 uL d’eau MilliQ. Etant donné
que la réaction avec I’anthrone ne dépend que de la quantité d’unités glucose en solution, le dextrane
a été utilisé pour 1’étalonnage. La concentration en dérivé du dextrane ne doit pas excéder 0,7 g/L

(soit DO < 1). Des concentrations de 0,1, 0,3, 0,5 et 0,7 g/L. ont été employées.

6.3. DISTRIBUTION DE TAILLE DES OBJETS
6.3.1. Granulometre

* Principe de la mesure

Le granulometre Mastersizer2000© Malvern a été utilisé pour caractériser la taille des
nanogouttelettes/nano-objets fabriqués par polymérisation RAFT en miniémulsion au cours de ce
travail. Cet appareil permet d’avoir la distribution de tailles des dispersions en se basant sur le
volume des particules dans 1’échantillon. Le principe de base est la diffraction de la lumiere par les
particules en suspension. En effet, des particules passant a travers un faisceau laser diffractent la
lumiere selon un angle différent en fonction de leur taille : les particules de petites tailles diffractent

aux grands angles, alors que les particules de tailles plus importantes diffractent aux petits angles.

En faisant une hypotheése de particules sphériques, les données relatives a l'intensité diffusée en
fonction de l'angle sont analysées pour calculer la taille des particules qui ont créé l'image de
diffraction grace a la théorie de Mie. La taille des particules est alors représentée par le diametre de
la sphere équivalente, ayant le méme volume que la particule. Dans le cas du granulometre, la

gamme de mesure est assez large, de 20 nm a 1000 pm.

= Protocole opératoire

Apres avoir rempli la cellule de mesure avec de ’eau MilliQ, I’agitation et la pompe sont mises en

marche. Le blanc est effectué et ’appareil détecte I’image de diffraction de 1’eau qui sera ensuite
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Le HPPS permet d’accéder a une valeur appelée « Z-Average Size » qui correspond au diametre
moyen de la sphére équivalente correspondant a la taille moyenne de 1’objet, en intensité de lumicre
diffusée. Afin de renseigner sur 1’adéquation de la mesure a la taille réelle des nanoparticules,
I’appareil donne aussi un Indice de Polydispersité (PDI). Cet indice traduit la concordance entre les
courbes de corrélation mesurée et modélisée que 1’appareil utilise pour calculer le «Z-Average

Size ».

* Protocole opératoire

2 mL de suspension des NCs sont introduites dans une cuve plastique, placée ensuite dans I’enceinte
permettant la mesure. Apres la stabilisation de 1’échantillon en température (25 °C) et vibrations
extérieures, la mesure est réalisée trois fois et une valeur moyenne est calculée. On considere que les

valeurs sont relativement fiables lorsque I’indice de polydispersité (PDI) est inférieur a 0,2.

6.4. MESURES DE LA MOBILITE ELECTROPHORETIQUE
(DETERMINATION DE L’EPAISSEUR DU RECOUVREMENT EN
DEXTRANE)

* Principe de la mesure

La mesure du potentiel Zéta ({) permet de détecter la présence de groupements chargés a la surface
d’une particule. En milieu salin, ces groupes chargés affectent la distribution ionique dans la région
interfaciale, entre les nano-objets et le liquide environnant, ce qui induit I’apparition d’une double
couche de contre-ions a la surface des nano-objets. Une premiere couche, appelée « couche de
Stern », correspond a la région directement au contact de la surface des nano-objets et comporte des
contre-ions solidement liés a la surface. Une seconde couche appelée « couche de Gouy-Chapman »
est plus diffuse et son épaisseur dépend de la force ionique du milieu. Au fur et 2 mesure que 1’on

s’¢loigne de la surface de la particule, le potentiel chimique de la couche diffuse décroit [6].
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soustraite a I’image de diffraction de 1’échantillon. Environ 200 uL de la suspension a analyser sont
alors ajoutés dans la cellule pour obtenir une obscuration comprise entre 4 et 8%. Chaque mesure est

effectuée trois fois.

6.3.2. HPPS

* Principe de la mesure

Le HPPS (High Performance Particle Sizer) est une méthode de mesure de la taille des particules
submicroniques basée sur la rétrodiffusion de la lumiere. Un faisceau laser passe dans une cuve
contenant la dispersion et est diffusé par les particules en suspension. Celles-ci sont constamment
soumises au mouvement brownien et 1’intensité de ce mouvement dépend de la viscosité¢ du milieu
dispersant et de la taille des particules. Plus le milieu est visqueux ou plus les particules sont
grandes, plus elles bougent lentement. La diffusion de lumiere varie avec le temps et peut étre reliée
au coefficient de diffusion des particules dans un milieu donné et donc, par la suite, a un diametre de

particule (dy) selon la loi de Stokes-Einstein :

kgT III- 12
dy =
3nmD,

Ou kg est la constante de Boltzman; T la température absolue du milieu dispersant; 1 la

viscosité du milieu dispersant et D, le coefficient de diffusion.

= Appareillage

N

L’appareil utilis¢ pour mesurer la taille des nano-objets a écorce pH-sensible (Poly (MMA-co-
DEAEMA)) est un HPPS-ET de Malvern Instruments. Par rapport au granulometre, cet appareil
permet de varier facilement le pH dans la cellule de mesure. Il possede un laser de type (He-Ne, 3,0
mW, 633 nm), un atténuateur automatique ou a transmission (100% a 0,0003%), un détecteur de
type Avalanche Photodiode, Q,E > 50% a 633 nm, et permet un contrdle en régulation température
entre 10 °C et 55 °C. Les mesures se font en rétro-diffusion a un angle d'observation de 173°, ce qui

permet d'étudier des dispersions relativement concentrées.

283



PARTIE III : Matériels et méthodes
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Figure III- 4 : Modélisation de la double-couche électrostatique autour d'une particule chargée.

Lorsqu’un champ électrique est appliqué aux bornes des deux électrodes immergées dans une
dispersion de particules chargées, celles-ci sont attirées vers 1’électrode de charge opposée. Une
force de frottement liée a la viscosit¢ du milieu tend a s’opposer a leur mouvement. Lorsque
I’équilibre entre ces deux forces est établi, les particules se déplacent a vitesse constante. Leur
vitesse dépend donc du champ électrique, du milieu et de la charge de la particule. Sous 1’effet des
forces de frottement, la couche d’ions diffuse est arrachée jusqu’a un certain plan appelé « plan de

cisaillement ». Le potentiel mesuré au niveau de ce plan de cisaillement est appelé potentiel z&ta ().

N

En pratique, la valeur du potentiel { est calculée a partir de la mobilité électrophorétique pug

(exprimée en cm?. V™! s"") mesurée par un Zétamétre et selon I’équation modifiée de Booth [7] :

oy 257 E|_CE) o)
| [fl fi +3C (5)2+sc (5
' v “\f1

|-

ou E = 7520uy et f; est le facteur de correction de Henry qui tient compte de la déformation du

champ électrique autour des particules. Les effets de relaxation sont pris en compte par les
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coefficients C; et C,. Cette équation permet le calcul du potentiel {, quelles que soient les valeurs du

parametre de Debye-Hiickel (ku 1i€ a la force ionique) et du rayon des particules.

Par ailleurs, lorsqu’une particule chargée est recouverte d’ un polymeére neutre et que cette couche de
polymere (en surface de la particule) est supérieure a I’épaisseur du plan de cisaillement notée x, il y
a déplacement de ce plan de cisaillement, de la distance x a une distance de la surface notée Apy.
Apy peut alors étre assimilée a I’épaisseur de la couronne de polymere en surface des particules.
Eversole et Boardman ont proposé¢ une relation exprimant 1’évolution du potentiel { en fonction du

parametre de Debye-Hiickel ky et de 1’épaisseur Apy de la couche polymere en surface [8]:

Ze(C Z ey, I11- 14
In [tanh (4 i T)] =In [tanh (4 i T)] —ky X Apy
Avec :
Z = Valence de I’ion considéré dans le milieu.
e = Charge élémentaire de I’électron (1,6022x10"° C)
ky = Constante de Boltzmann (1,381x10% J.K™)
T = Température absolue du milieu (298 K)

Potentiel de la surface de la particule

5
Il

En mesurant le potentiel { a différentes forces ioniques (différents ku) et en reportant

In [tanh (iz—w;)] en fonction de ky, on obtient une courbe dont la pente a faible ky est égale a Apz

B

(voir Figure III- 5, exemple de NCs-CTA), comme le LCPM I’a déja utilis¢ dans des travaux

précédemment réalisés [9], [10].
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Ze(
Z 7> kH [m*
o (Z)] | | |
0E+00 1E+09 2E+09 3E+HD9 4E+09
1
2
Z ey,
In [tanh (4 Ky T)] 3]

-7 1Pente= - Apy
R*=0,96

Figure I1I- 5 : Détermination de Apz, d’apres les valeurs de potentiel { des NCs-CTA. Les calculs sont
réalisés en utilisant I’équation d’Eversole et Boardman (Equation III- 14) en fonction du parametre de
Debye-Hiickel (kg).

* Protocole opératoire

Les mesures de mobilité électrophorétique ont été réalisées dans des solutions de NaCl de
concentrations variables (10° — 1 M) et a 1’aide du Zetasizer Nano-Z (Malvern instruments). Pour
cela, 20 pL de suspension des nano-objets sont ajoutés a 5 mL de chaque solution de NaCl pour
arriver a une concentration en nano-objets de 0,5 g/L. La cuvette d’analyse est ensuite remplie avec
1,5 mL de cette suspension des nano-objets, en veillant a ne pas introduire de bulles d’air. La

mesure est réalisée trois fois et une valeur moyenne est calculée.

6.5. STABILITE COLLOIDALE EN PRESENCE DE NaCl

* Principe de la mesure

Lorsque les dispersions colloidales floculent ou s’agregent, la taille des particules augmente. Ceci se
traduit par une augmentation de la turbidité du systeme dans le cas ou les particules ont un rayon

inférieure a A/5 (avec A la longueur d’onde de la lumiére d’observation).

Par ailleurs, la turbidité d’une suspension est proportionnelle a sa densité optique (DO). En suivant

les variations de la DO en fonction de la concentration en sel, on peut donc suivre les variations de
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la turbidité en fonction de la force ionique du milieu dispersant et, par ce biais, la variation de tailles
de particules d’une dispersion. Il suffit de bien choisir la longueur d’onde utilisée pour réaliser les
mesures de DO. Pour des particules de taille de I’ordre de la centaine de nanometres, des mesures

par spectrophotométrie visible permettent de repérer les changements de stabilité.

Long et al. [11] ont développé une méthode permettant de suivre la floculation de dispersions
stabilisées stériquement en fonction de la force ionique. Il suffit alors de mesurer la DO d’une
dispersion en fonction de la longueur d’onde pour une force ionique donnée. Le tracé du log(DO) en
fonction de log(Ad) donne une droite, dont la valeur absolue de la pente (notée |n |) peut étre
estimée. Le tracé de |n | en fonction de la force ionique donne une courbe de stabilité. Une
diminution brutale de |n | témoigne de I’augmentation de la taille des particules et donc des

phénomeénes de floculation ou d’agrégation [12]-[14].

* Protocole opératoire

La stabilité colloidale des différents nano-objets fabriqués au cours de ces travaux a été évaluée en
présence de sel. Nous avons donc mesuré la variation de la DO des dispersions diluées dans
plusieurs solutions de concentrations croissantes en NaCl. Les concentrations en NaCl utilisées
varient de 10 a4 2 M. Des cuves spectrophotométriques ont été remplies avec 4 mL de chaque
solution NaCl. Environ 20 pL de dispersion de nanoparticules ont ensuite été ajoutés dans chaque
cuve pour avoir une concentration en nano-objets de 0,5 g/L. Les cuves ont été agitées
manuellement et laissées au repos pendant une heure. Les DO ont été mesurées par un
spectrophotometre (UVikon-XL Bio-Tek Instruments) avec un balayage entre 450 nm et 600 nm.
Pour chaque concentration en NaCl, la courbe log(DO) en fonction de log(4) a été tracée et la pente
|n | ¢valuée. L’évolution des valeurs absolues des pentes |n | en fonction de la concentration en

NacCl est ensuite tracée.

6.6. STABILITE DU RECOUVREMENT EN DEXTRANE EN PRESENCE
DE SDS

Du SDS est ajouté a la suspension de NPs lavées de facon a attendre une concentration en SDS
égale a 1% m. Le mélange est maintenu sous agitation magnétique a température ambiante pendant

24h. La suspension est ensuite lavée par centrifugation comme lors de 1’¢laboration des particules.
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Apres lyophilisation, les particules ayant subi ce traitement au SDS sont dissoutes dans le DMSO-ds
afin de déterminer la quantité résiduelle de dextrane a la surface des nano-objets grace a I’équation

III- 10 (p. 280) [2].

6.7. GONFLEMENT DES NPs pH-SENSIBLES

» Courbe pH basique a acide

1,2 mL de NPs lavées et redispersées dans I’eau MilliQ sont ajoutés a 50 mL d’eau ou de PBS
(0,148 M) a pH =9 (pH fixé en utilisant du NaOH 0,1M). La solution ainsi obtenue contient environ
1,4 mg NPs/mL. Elle est ensuite repartie dans différents piluliers (5 mL/pilulier). Le pH dans chaque
pilulier est a nouveau ajusté en utilisant une solution d’HCI (0,1 M) afin d’avoir une gamme de pH
variant entre 9 et 3. Apres 30 minutes d’agitation, la taille des NPs de chaque pillulier est mesurée a
I’HPPS. Le pH dans chaque pilulier n’est mesuré qu’en fin d’expérience pour éviter la

contamination des échantillons.

» Courbe pH acide a basique

Le protocole est tres similaire a celui décrit dans le paragraphe précédent sauf que dans ce cas nous
partons d’une suspension de NPs a pH acide. Pour cela, 1,2 mL de NPs lavées et redispersées dans
I’eau MilliQ sont ajoutés a 50 mL d’eau a pH = 3 (pH fixé en ajoutant de ’HCI-0,1 M). La solution
ainsi obtenue est repartie dans différents piluliers (5 mL/pilulier). Cette fois-ci le pH est ajusté en

ajoutant du NaOH 0,1 M pour avoir une gamme de pH variant entre 3 et 9.

6.8. MORPHOLOGIE : MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A
TRANSMISSION (MET)

Ces études ont été réalisées en collaboration avec Marc Schmutz et Dr. Meriem Er-Rafik de

I’Institut Charles Sadron (ICS) a Strasbourg.

Les nano-objets ont été observés par Microscopie Electronique a Transmission a basse température
(cryo-MET). Toutes les images ont été prises sur un microscope Tecnai G2 (FEI), équipé d’une

caméra a balayage lente (FEI Eagle CCD), a une tension de 200 kV. Pour la préparation des
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échantillons, les dispersions des nano-objets sont diluées jusqu’a une concentration de 0,5 g/L.. 5 pL.
de cette suspension sont déposés sur une grille recouverte d’une membrane de carbone a trou (Lacey
carbon, Ted Pella) hydrophilisée au préalable avec un systéme d’effluvage ELMO (Cordouan
Technologies). L’échantillon est ensuite plongé dans de 1’éthane liquide (maintenu a -190°C par
I’azote liquide). De cette maniere, la structure des nano-objets est préservée. Une fois transférée
dans le microscope, la grille, maintenue a -190°C, est observée. Afin de limiter les dommages

d’irradiation, de faibles doses d’électrons sont utilisées.

7. POTENTIEL DES NANO-OBJETS POUR DES APPLICATIONS
BIOMEDICALES

7.1. ENCAPSULATION ET CINETIQUE DE LIBERATION DE LA
COUMARINE 1

7.1.1. Milieux de libération

La solution de PBS (0,148 M, pH = 7,4) a ét€ préparée par dissolution de 0,92 g de NaHPOg4 (6,5
mmol), 0,2 g de KH2PO4 (1,5 mmol), 8 g de NaCl (0,14 mol) et 0,2 g de KCI (2,7 mmol) dans 1 L
d’eau MilliQ. Selon le cas, le pH final est ajusté a 7,4 ou a 4, avec de I’acide phosphorique ou de

I’HCI 12 N, respectivement.
Dans le cas des expériences réalisées en présence de SDS, 10 g du SDS ont aussi été ajoutés a ce

litre de solution pour arriver a une concentration de 1 % m.

7.1.2. Détermination de la masse de Coul encapsulée

* Par analyse RMN 'H

Les NCs lyophilisées ont été dissoutes dans le DMSO-ds, puis caractérisés par RMN 'H (Figure III-
6). La quantité de Coul a I’intérieur des objets (mg,, ;) est dans ce cas calculée grace a 1’équation

III- 15.
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mgoul (g) =

Avec :

ACoul

AAIBI -

Mpyma

MMMA

MCoul

Acour /4 Mpyma
III- 15

M
AA/B,/3 * ) * Coul

MMMA

Aire des protons C1 a C4 de la Coul entre 5,9 et 7,5 ppm.

Aire des protons A’ et B’ du PMMA entre 0,4 et 2,1 ppm, calculée
comme précédemment (voir page 280).

Masse totale de PMMA dans les nano-objets (g)

Masse molaire d’une unité monomére du PMMA (100 g/mol).

Masse molaire de la Coul (231,29 g/mol)
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Figure I1I- 6 : Exemple d’un spectre RMN 'H des NCs a écorce PMMA encapsulant la Coul.

=  Par fluorimétrie

6,4 mg des NCs lavées et lyophilisées sont dissoutes dans 50 mL de DMSO pour obtenir une

concentration en NCs de 0,128 g/L. Apres 1 nuit sous agitation, cette solution est analysée par

fluorimétrie (voir paragraphe 7.1.4). La quantité de Coul encapsulée (mg,, ;) est ensuite estimée

grace a I’équation III- 16.
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mé 1(9) = M * (Mpycs)o * Moy III- 16
o [NCs]pumso
avec (Mycs)o = Mpuma + Mug1o + Mpexn, + Mcppp + Marpn III- 17
Ou:
Cou =  Concentration en coumarine déterminée par fluorimétrie (mol/L)
[Cou] p
[NCslpuso =  Concentration des NCs dans le DMSO, égale a 0,128 g/L
(myes)o =  Masse totale de NCs introduites (g)
m; = Masse de consituant i dans la NC (g)

7.1.3. Protocole de libération de la Coul a partir de NCs a écorce PMMA

1,8 mL de NCs lavées et redispersées contenant environ 60 mg NCs/mL sont diluées dans 1 L du
milieu de libération (PBS ou PBS/SDS) afin d’obtenir une concentration finale de 0,11 mg/mL. Le
relargage de la Coul est réalisé a 37 °C sous agitation magnétique de 250 tpm. A des temps donnés,
200 mL de suspension sont prélevés. Pour chaque prélevement deux traitements différents sont

réalisés :
= Dosage direct

2 mL de chaque prélévement sont centrifugés dans des tubes d’ultrafiltration (Ultrafree®-MC, 0,5
mL, membrane PTFE, 0,2 pm) a 13 000 tpm pendant 30 minutes, afin d’enlever les NCs. 0,5 mL du
filtrat est ensuite récupéré et dosé par fluorimétrie (voir paragraphe 7.1.4). On estime alors la Coul

présente dans ce surnageant et donc libérée.

= Dosage indirect

Le reste du prélevement est centrifugé a 18 000 tpm et 15 °C pendant 30 minutes. Les NCs sont
lavées deux fois a I’eau MilliQ puis redispersées et lyophilisées pendant 24 heures. Les NCs seches
sont dissoutes dans le DMSO, solvant commun a tous les constituants des objets, puis analysées par

fluorimétrie (voir paragraphe 7.1.4). On mesure alors la Coul contenue dans cette solution, ce qui
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permet d’estimer la quantité de Coul encore contenue dans les nano-objets, c’est-a-dire la Coul non

libérée.

7.1.4. Dosage de la Coul par fluorimétrie

Les spectres de fluorescence des surnageants (dosage direct) et de NCs (dosage indirect) ont été
obtenus en utilisant un spectrofluorimétre Fluorolog-3 (Jobin-Yvon Horiba S.A.S.). Celui-ci est
équipé d’une lampe a arc basse pression contenant du xénon (450 W), d’un double monochromateur
a ’excitation, de deux doubles monochromateurs a 1’émission et d’un compartiment échantillon
thermostaté par effet Peltier. La température de consigne a été maintenue a 25 °C. Nos ¢études étant
réalisées de manicre classique (analyse a 90°), il est nécessaire, pour effectuer des mesures
quantitatives, de se placer a une concentration adéquate en chromophore. Pour nos analyses, nous
avons utilisé des cuves en quartz d’un centimétre de parcours optique. Des exemples de spectres de

fluorescence obtenus sont donnés dans les Figure I1I- 7 et Figure III- 8.

* Dosage direct de la Coul libérée

Dans le cas du dosage des surnageants (dosage direct), une courbe de calibration de la Coul a été
réalisée pour chaque milieu de libération (PBS et PBS/SDS) et a chaque pH (7,4 et 4) (Figure III- 7).
A cette fin, une courbe d’étalonnage de la fluorescence de la Coul a été réalisée a différentes
concentrations dans un mélange equivolumique de PBS et d’éthanol. On rajoute de 1’éthanol pour
favoriser la solubilit¢ de la Coul a forte concentration. Les surnageants contenant une quantité
inconnue de Coul sont dilués par un facteur 20 (temps = 0) ou 4 (temps > 0) dans le mélange
correspondant (PBS ou PBS/SDS)/éthanol puis et analysés. La quantité¢ de sonde libérée est alors

estimée en utilisant la courbe de calibration correspondante.

Paramétres de mesure :

Intervalle de concentration en Coul : 3 X 107’M — 3,5 X 107°M
Aexe = 372 nm, Ay, = 455 nm

Largeur de la bande d’excitation : 2,5 nm

Largeur de la bande d’émission : 2,5 nm

Sensibilité : 460 V
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a) PBS/Ethanol b) (PBS+SDS)/Ethanol
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Figure III- 7 : Dosage indirect de la Coul par fluorimétrie. Courbes d’étalonnage et exemples de
spectre d’émission (A, =372nm et A.pn_maxr =455nm) dans a) PBS/Ethanol et b)
(PBS+SDS)/Ethanol.

= Dosage indirect de la Coul libérée.

Dans le cas du dosage de la quantité de Coul a I’intérieur des NCs, la courbe de calibration de la
Coul a été réalisée dans le DMSO et en présence de NCs non-chargés en principe actif, ayant la
méme composition que les objets a analyser (Figure III- 8). Ainsi, la concentration de la Coul dans
le DMSO varie, tout en gardant constante la concentration en NCs a 0,126 g/1. Aprées lyophilisation,
les NCs chargées en Coul sont solubilisées dans le DMSO a cette méme concentration pendant 1

nuit, puis leur fluorescence est mesurée.

Parameétres de mesure :
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Intervalle de concentration en Coul : 9 X 107’M — 1 x 10™°M
Aexc = 338nm, Ay, = 437 nim

Largeur de la bande d’excitation : 2,5 nm

Largeur de la bande d’émission : 2,5 nm

Sensibilité : Moyenne

4000 3500 ~

2000

y = 2,85E+08x

1000 R?=9,97E-01

400 450 500 0E+00 5E-06 1E-05 2E-05
A .
(nm) Concentration en Coul (mol/L)

Figure III- 8 : Dosage de la Coul contenue dans les NCs par fluorimétrie dans le DMSO : a gauche un
exemple de spectre d’émission (Aeyc = 338 nm et Agpy_max = 437 nm), a droite la courbe d’étalonnage
en présence de NCs (non-chargées en principe actif, a2 une concentration de 0,126 g/L).

7.1.5. Libération de la Coul a partir de NPs a écorce pH sensible

Le protocole de libération reste le méme. Seule la méthode directe (dosage des surnageants) a pu
étre employée pour quantifier la Coul encapsulée et libérée, car les copolymeres poly(MMA-co-

DEAEMA) ne sont pas solubles dans le DMSO.
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7.2. INTERACTIONS AVEC LES MILIEUX BIOLOGIQUES

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec Dr. Ariane Boudier, Dr. Caroline Gaucher et
Isabelle Fries de 1’équipe d’accueil CITHEFOR - EA 3452 « Cibles thérapeutiques, formulation et

expertise préclinique du médicament » de 1’Université de Lorraine.

7.2.1. Dosage BSA

= Solution BSA

Une solution mére d’albumine bovine (BSA, M = 66 430 g/ mol) est préparée en pesant environ
exactement 33 mg de BSA et en les solubilisant dans 50,0 mL de tampon phosphate (0,148 M pH =
7,4). La solution est agitée par retournement. Une solution fille de BSA est préparée en diluant la

solution mere par 10. La concentration finale en BSA est de 0,07 g/L.

* Dispersions des NCs

La dispersion de NCs obtenue apres lavages est diluée par cascade dans du tampon phosphate (0,148

M pH = 7,4), pour obtenir de concentrations variant entre 6,6x10 et 6,6x10® mg de polymere/ mL.

Afin d’évaluer I’adsorption de la BSA a la surface des NCs, deux séries de microtubes de 2 mL sont

préparées :
1) Série de contrdle : 1 mL des NCs (un tube pour chaque concentration en NCs) + 1 mL de
PBS
i1) Série test : 1 mL des NCs (un tube pour chaque concentration) + 1 mL de solution fille

de BSA.

Les deux séries de tubes sont incubées a 37 °C en utilisant un bain-marie. La fluorescence émise est
lue aprés 24 heures d’incubation, en utilisant une cuvette quartz (4 faces transparentes) et un
spectrofluorimetre Hitachi F-2000. On réalise également un blanc (solution aqueuse de BSA, sans
NCs) que I’on dose par fluorimétrie. La fluorescence émise est proportionnelle a la concentration de
BSA en solution. Lorsque la BSA s’adsorbe a la surface des NCs, la fluorescence de cette BSA est
quentchée. En d’autres mots, une diminution de la fluorescence traduit une adsorption de la BSA a

la surface des NCs.
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Parametres de mesure :

Aexe = 280 nm, A, = 350 nm
Largeur de la bande d’excitation : 10 nm
Largeur de la bande d’émission : 10 nm

Sensibilité : 700 V

7.2.2. Dosage fibrinogene

* Solution fibrinogeéne

50 mg de fibrinogene sont pesés et mis dans un tube falcon de 50 mL. 25 mL de PBS (0,148 M pH =
7,4) sont ajoutés précisément a I’aide d’une burette. Cette solution est agitée manuellement et mise

dans un bain marie a 37 °C 10 minutes avant son utilisation. La concentration finale de la solution

est de 2 g/L.

= Dispersions des NCs

La dispersion de NCs obtenue apres lavages est diluée par cascade dans du tampon phosphate (0,148
M pH = 7,4), pour obtenir de concentrations variant entre 3,3x10"! et 3,3x10* mg de polymeére/mL.
Afin d’évaluer 1’adsorption du fibrinogene a la surface des NCs, deux séries de microtubes sont

préparées :

i) Série de contrdle : 10 uL des NCs (un tube pour chaque concentration en NCs) + 1 mL de

PBS.

ii) Série test: 10 pL des NCs (un tube pour chaque concentration) + 1 mL de solution de

fibrinogene.

Un bain-marie agitant est préchauffé a 37 °C et les tubes sont incubés pendant 2 heures. Ensuite,
I’ensemble des tubes a analyser est centrifugé & 21000 G pendant une heure et 500 pL du surnageant
de chaque tube sont récupérés. 100 pL du surnageant sont dilués dans 300 uL de PBS
(homogénéisation au vortex). La teneur en fibrinogéne dans ces solutions est déterminée par la
méthode de 1’acide bicinchoninique (BCA), en suivant les spécifications du fournisseur, sur un

lecteur de microplaques BioTeK EL 800. Cette méthode combine la réduction de Cu** en Cu'* par
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la protéine (ici le fibrinogéne) dans un milieu alcalin (réaction de Biuret) avec une détection
colorimétrique sensible et sélective du cation cuivreux (Cu'*) avec I’acide bicinchoninique [15]. Le
produit de la réaction de couleur pourpre est formé par la chélation de deux molécules de BCA avec
un ion cuivreux. Ce complexe, soluble dans 1’eau, présente une forte absorbance a 562 nm qui est
proportionnelle aux concentrations de protéines sur une large gamme (20-2000 pg / mL) (m/v). La
structure macromoléculaire des protéines a analyser (ici le fibrinogene), le nombre de liaisons

peptidiques et la présence de quatre acides aminés particuliers (Cystéine, Cystine, Tryptophane et

Tyrosine) sont responsables de la formation de la couleur pourpre.

7.2.3. Interaction avec les cellules immunocompétentes monocytes sanguins

humains (THP-1)

=  Culture des monocytes

La lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1 est cultivée en suspension dans du milieu RPMI-
1640 (Aldrich) complémenté avec 10 % de sérum de veau feetal (v/v), 100 U/mL de pénicilline, 100
pug/mL de streptomycine et 0,25 pg/mL d’amphotéricine B. Les cellules sont maintenues a 37 °C

dans une atmosphere de 5% de COz. Le milieu est renouvelé tous les trois jours.

= Etude de cytocompatibilité

Les THP-1 sont ensemencées dans des microplaques a 96 puits a une densité de 125x10°
cellules/cm®. 24 heures aprés I’ensemencement, 22 uL de PBS (série de contrdle) ou de NCs
dispersées dans du PBS * (série test) sont ensuite ajoutés dans chaque puit pour arriver a des
concentrations finales variant entre 3.3x10® et 3.3x10° mg de polymére/mL. Aprés 24 heures
d’incubation a 37 °C, la cytotoxicité des NCs est évaluée par la mesure de 1’activité métabolique
mitochondriale des cellules (test WST-1). Le test WST-1 (Water Soluble Tétrasolium) est un test
colorimétrique basé sur la métabolisation d’un sel de tétrasolium en sel de formazan (substrat
coloré) par des déshydrogénases mitochondriales. 1l a été réalisé selon le protocole du fournisseur
(Roche) [16]. L’absorbance du sel de formazan est mesurée a 450 nm par rapport a 1’absorbance a

620 nm (longueur d’onde de référence). Le nombre de cellules mortes (colorées en bleu) et de

4 Pour ces expériences, les NCs obtenues en fin de polymérisation sont lavées et redispersées dans de 1’eau MilliQ
préalablement filtrée sur filtre PALL 0,2 um, puis diluées dans du PBS.
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cellules vivantes (incolores) a été estimé grace au test d’exclusion au bleu Trypan. Le nombre de
cellules totales (mortes et vivantes) ainsi que le taux de mortalité, ont été déterminés a 1’aide d’un

compteur automatique de cellules (TC20, Biorad).

7.3. POST-FONCTIONNALISATION DES NCs PAR UNE SONDE
FLUORESCENTE MODELE

7.3.1. Par Chimie « Click » en présence de cuivre

* Protocole opératoire

5 mL de dispersion de NCs lavées (a 2,5 mg/mL) ainsi que 1 mL de solution aqueuse (1 mg/mL) du

dérivé de coumarine (Cou-click) (Figure III- 9) sont introduits dans un schlenk.

OH
N O

Figure III- 9: Molécule fluorescente utilisée pour la fonctionnalisation des NCs par chimie-click en
présence de cuivre (Cou-click).

Cette solution mére du dérivé coumarine est préparée en dissolvant 10 mg de Cou-click (synthétisé
par Dr. Jérdme Babin du LCPM selon le protocole du brevet US4151291 [17]) dans 9 mL d’eau
milliQ et 1 mL de solution basique (soude 0,05 M). Ce pH basique permet de transformer la
fonction carboxylique du dérivé sous sa forme carboxylate, et donc de solubiliser ce produit dans

I’eau.

Le catalyseur utilisé¢ est le Cu(I) introduit sous forme de CuBr solide (5 mg). En présence de
dioxygene, le Cu(I) s’oxyde en Cu(Il). Afin d’éviter cette oxydation, un barbotage de la solution par
I’azote est réalis¢ pendant 15 min avant 1’ajout du catalyseur Cu(I). Du Cu® est également ajouté au
milieu réactionnel, en trés faible quantité (0,5 mg). Apres ’ajout du catalyseur CuBr, le milieu

réactionnel est maintenu clos et sous agitation pendant 24 h.
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Un « blanc » est fait en parall¢le, suivant le méme protocole mais sans ajout de cuivre. Ce « blanc »
permet de montrer que I’ajout de Cu(l) est nécessaire pour que la réaction (Figure III- 10) se fasse et

que les molécules Cou-click ne s’adsorbent pas simplement a la surface des particules.

Cu(l) PMMA—O /
- \

PMMA —o%
RO
0

Figure III- 10 : Réaction de chimie-click catalysée par le cuivre entre les groupements N3 disponibles a
la surface de NPs et le dérivé Cou-click.

» Dosage de la coumarine greffée a la surface des objets

Apres post-fonctionnalisation, 1 mL de dispersion (réaction en présence de cuivre ou blanc) est
centrifugé dans des tubes d’ultrafiltration (Ultrafree®-MC, 0,5 mL, membrane PTFE, 0,2 pum)
pendant 20 minutes a 13 000 tpm. Le filtrat est alors récupéré et son spectre de fluorescence est
mesuré. Cependant a cause de la présence du cuivre, le dosage quantitatif par fluorimétrie de la

coumarine résiduelle n’a pas été possible.

Les 4 mL restants du milieu réactionnel, qui contient du cuivre, sont traités avec de I’EDTA (5
¢quivalentes/Cu). La solution devient alors bleutée. Apres 24 heures d’agitation, cette solution est
centrifugée a 18 000 tpm pendant 30 minutes. Les culots sont ensuite lavés deux fois et puis
redispersés dans 4 mL d’eau milliQ afin de les caractériser par fluorimétrie. Dans ce cas, il est
possible de vérifier qualitativement la présence de la molécule fluorescente a la surface des nano-

objets (observation d’une fluorescence due a la coumarine fixée).
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Paramétres de mesure :

Aexe = 325 nm, Aoy, = 432 nim
Largeur de la bande d’excitation : 5 nm
Largeur de la bande d’émission : 5 nm

Sensibilité : Moyenne

7.3.2.Par Chimie « Click » sans cuivre

* Protocole (Adapté des travaux de la littérature [18], [19])

5 mL de dispersion de NPs lavées (a 2,1 mg/mL) et 0,4 mL d’une solution de DBCO-PEGs-TAMRA
(Figure III- 11) dans le DMSO (4,5 mg/mL) sont introduits dans un pilulier. Le mélange est laissé

sous agitation a température ambiante pendant 30 minutes.
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Figure I1I- 11: Molécule fluorescente utilisée pour la fonctionnalisation des NCs par chimie-click sans
cuivre (DBCO-PEG4-TAMRA).

* Dosage de la coumarine greffée a la surface des objets

Apres post-fonctionnalisation (Figure III- 12), 1 mL du milieu réactionnel est centrifugé dans des
tubes d’ultrafiltration (Ultrafree®-MC, 0,5 mL, membrane PTFE, 0,2 pum) pendant 20 minutes a 13
000 tpm. Le filtrat est récupéré, dilué 100 fois, puis analysé par fluorimétrie. La quantité¢ de sonde
restant dans la phase aqueuse (non-accrochée a la surface des NPs) est alors estimée en utilisant une

courbe de calibration de la DBCO-PEG4-TAMRA dans 1’eau préalablement réalisée (Figure I1I- 13).

301



PARTIE III : Matériels et méthodes

Figure III- 12 : Réaction de chimie-click sans cuivre entre les groupements N3 disponibles a la surface
de NPs et la DBCO-PEG4-TAMRA.

Paramétres de mesure :

Intervalle de concentration en DBCO-PEG4-TAMRA: 7 X 107’M — 5 X 107°M
Aexe = 545 nm, A,,, = 587 nm

Largeur de la bande d’excitation : 2,5 nm

Largeur de la bande d’émission : 2,5 nm

Sensibilité : Moyenne
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Figure III- 13 : Dosage de la DBCO-PEG4-TAMRA par fluorimétrie dans I’eau : a gauche un exemple
de spectre d’émission (., = 545 nm et A.,,_max = 587 nm), a droite la courbe d’étalonnage.
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Elaboration de nanocapsules par polymérisation radicalaire contrélée a partir d’un
tensioactif réactif dérivé du dextrane

Résumé :

Des nanocapsules (NCs) biocompatibles destinées a I’administration intraveineuse d’agents
anticancéreux hydrophobes ont été élaborées par polymérisation RAFT en miniémulsion,
confinée a I’interface liquide/liquide. La polymérisation RAFT a été utilisée pour contrdler la
croissance des greffons polymeres constituant 1’écorce des NCs a partir d’un transurf
(macroagent RAFT et tensioactif) multifonctionnel dérivé du dextrane (DexN3;.7CTAYy). Des
NCs constituées d’une écorce en polymeére hydrophobe (poly(méthacrylate de méthyle))
entourant un cceur liquide huileux (Miglyol®810) et recouvertes d’'une couronne hydrophile
polysaccharide (dextrane) ont ainsi été obtenues. Ces nano-objets ont été caractérisés en
termes de taille, de recouvrement en dextrane (quantité de polysaccharide, épaisseur et
stabilité), de stabilité colloidale et de morphologie. La fabrication de NCs a écorce polymere
pH-sensible a également €té abordée. Enfin, le potentiel biomédical de ces nano-objets a été
évalué¢ grace a différentes études: i) encapsulation et libération d’une substance active
modele, ii) cytotoxicité de NCs, iii) interactions des NCs avec les protéines plasmatiques et
iv) fonctionnalisation de la surface des NCs par chimie « click ».

Mots clés : nanocapsules, dextrane, transurf, polymérisation par transfert de chaine réversible
par addition-fragmentation (polymérisation RAFT), miniémulsion, poly(méthacrylate de
méthyle), encapsulation.

Nanocapsules elaboration via controlled radical polymerization using a dextran
derivative as reactive surfactant.

Abstract :

Biocompatible nanocapsules (NCs) for intravenous administration of hydrophobic anticancer
agents were produced by interfacial Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer
(RAFT) miniemulsion polymerization. Controlled growth of polymeric grafts constituting
NCs shell was obtained using a multi-reactive dextran-based transurf called DexN; tCTAy
(acting both as macroRAFT agent and surfactant) to mediate RAFT polymerization at the
liquid/liquid interface. NCs composed of a hydrophobic polymer shell (poly(methyl
methacrylate)), an oily liquid core (Miglyol®810) and a hydrophilic polysaccharide coating
(dextran) were obtained. These nano-objects were characterized in terms of size, dextran
coverage (density, thickness and stability), colloidal stability and morphology. Synthesis of
NCs with a pH-sensitive polymer shell was approached. Finally, potential of these nano-
objects for biomedical applications was evaluated by studies on different aspects: 1)
encapsulation and delivery of a model active substance, ii) NCs cytotoxicity, iii) NCs
interactions with plasma proteins, and iv) surface functionalization of NCs by “click
chemistry”.

Keywords : nanocapsules, dextran, transurf, Reversible Addition-Fragmentation chain
Transfer (RAFT) polymerization, miniemulsion, poly(methyl methacrylate), encapsulation.
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