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Introduction

Lorsque notre organisme est confronté à des pathogènes (virus, bactéries, parasites), notre immu-

nité se déclenche. L’immunité est dispersée partout dans nos organismes, mais elle est retrouvée en

grande partie sur les sites fréquemment investis par les pathogènes, i.e. nos muqueuses (gastro-intestinale,

génitale, urinaire, pulmonaire et la peau). Lorsqu’un pathogène a envahi une première fois notre orga-

nisme, des éléments de notre immunité (lymphocytes, anticorps) spécifiques du pathogène apparaissent et

persistent dans notre organisme durant une période plus ou moins longue, de plusieurs années à toute une

vie. Ces éléments assurent la protection de l’organisme lors de contaminations ultérieures, en se mettant

en place beaucoup plus rapidement et plus massivement. Nous devenons donc immunisés, ce qui nous

permet généralement de combattre le pathogène sans déclarer de symptôme lors de futures contamina-

tions. C’est sur ce phénomène fondamental que repose la vaccination.

Depuis qu’Edward Jenner a réussi à immuniser l’homme avec la vaccine contre la variole, la vaccination

s’est fortement développée, pour permettre une réduction drastique des maladies infectieuses d’origine

virale, telles que la poliomyélite, la rougeole, la rubéole, les oreillons, l’hépatite B ou encore la grippe, et

d’origine bactérienne comme la diphtérie, la coqueluche et le tétanos (Tableau 1).1,2

Maladie Maximum de cas (année concernée) Cas reportés en 2001 Réduction
Variole 48200 (1901) 0 100%
Poliomyélite 21300 (1952) 0 100%
Rougeole 894100 (1941) 96 99.99%
Rubéole 57700 (1969) 19 99.97 %
Oreillons 152200 (1968) 216 99.86%
Gripe 20000 (1992) 51 99.75%
Diphtérie 207000 (1921) 2 99.99%
Coqueluche 265300 (1934) 4800 98.20%
Tétanos 1560 (1923) 26 98.34%

Tableau 1 – Impact de le vaccination sur les maladies aux États-Unis, avec le pic de la maladie, un état
du nombre de cas reportés en 2001 et le pourcentage de réduction de la maladie, source O’Hagan et

coll.2

Les vaccins actuellement sur le marché depuis plusieurs décennies représentent un réel succès de la
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médecine moderne et ont permis une diminution drastique de la morbidité et de la mortalité à travers

le monde.2 Des maladies, d’origine virale ou bactérienne, qui autrefois pouvaient être de vrais fléaux et

causer de grandes épidémies, ont pu être contenues voire éradiquées. Avec les antibiotiques et l’amélio-

ration des conditions d’hygiène, la vaccination est l’intervention de la médecine la plus sûre, avec des

milliards de doses distribuées, et la plus efficace actuellement disponible pour l’éradication de certains

pathogènes.2 Ceci est à tel point vrai, que parfois les populations actuelles et particulièrement les parents

ne voient plus forcément l’utilité de se vacciner ou de vacciner leurs enfants.

Un vaccin a pour ultime objectif de prévenir une maladie ; il ne doit donc en aucun cas la provoquer.

Il comporte généralement deux parties distinctes ou non, que sont l’antigène et l’adjuvant. L’antigène

permet de développer la réponse immunitaire adaptative spécifique du pathogène concerné ; l’adjuvant,

de son origine latine adjuvare ou aide, a pour rôle d’aider, d’accroître et de prolonger la réponse immu-

nitaire humorale et/ou la réponse immunitaire cellulaire ou encore de cibler des cellules immunitaires

nécessaires au combat de l’infection. C’est en 1925, que la notion d’adjuvant a été découverte par Ra-

mon,3 qui a démontré que l’ajout de chapelure, d’agar-agar, de tapioca, d’huile d’amidon, de lécithine ou

encore de saponine aux toxines diphtérique ou tétanique permettait d’augmenter les titres des anticorps

dirigés contre ces toxines. Depuis cette découverte il y a plus de 85 ans, des adjuvants sont utilisés pour

augmenter la réponse immunitaire et font l’objet de nombreux travaux.

Cependant, malgré ce succès, il existe encore de nombreuses maladies qui n’ont pas de candidat

vaccin, telles que les pathologies causées par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), le Plasmodium

(responsable du paludisme) ou encore le virus de l’hépatite C (VHC). Le syndrome de l’immunodéficience

acquise (SIDA) est responsable d’un million de morts chaque année et le paludisme de trois millions ; en

cause : l’absence de vaccin sur le marché et des thérapies coûteuses et peu efficaces.

Les techniques traditionnelles de vaccination par l’emploi de virus vivants atténués ou tués se révèlent

respectivement soit trop dangereuses, soit inefficaces pour le développement de certains vaccins, comme

c’est notamment le cas pour le VIH. La recherche tente donc de développer de nouvelles formulations

vaccinales à base de sous-unités de pathogènes (protéines, glycoprotéines) en présence d’un adjuvant.

Actuellement, seuls deux adjuvants sont acceptés par la Food and Drug Administration (FDA) : les sels

d’aluminium, auxquels s’ajoutent les ”Virus-Like Particles” (VLP) depuis peu, cependant ils ne per-

mettent pas de proposer un candidat vaccin contre les grandes épidémies actuelles.

L’amélioration de l’efficacité d’un vaccin requiert la mise au point d’adjuvants, permettant d’accroître

la qualité et l’amplitude de la réponse immunitaire. Ainsi, les particules de polymères et particulière-



xix

ment de poly(acide lactique) (PLA) ont démontré à plusieurs reprises leur efficacité dans l’augmentation

de la réponse immunitaire vis-à-vis d’un antigène, lorsqu’il est encapsulé4 ou adsorbé5 à la surface des

particules. Afin de renforcer leur potentiel vaccinal, ce travail de recherche a eu pour objectif d’élaborer

des nanoparticules (NP) de PLA décorées en surface par des molécules immunostimulantes, le d-mannose

ou un peptide dérivé de l’interleukine-1β (IL-1β), et au cœur par de l’imiquimod. Notre stratégie repose

sur l’utilisation d’un tensioactif macromoléculaire composé d’un bloc hydrophobe de PLA et d’un bloc hy-

drophile fonctionnalisable de poly(N -acryloxysuccinimide-co-N -vinylpyrrolidone) P(NAS-co-NVP), dont

les fonctions ester de N -succinimidyle (NS) des unités NAS permettent le couplage de biomolécules dotées

d’amines primaires.

Dans une première partie, quelques bases de l’immunologie seront décrites pour comprendre notre

stratégie. Puis un état des lieux sera dressé sur les adjuvants actuellement commercialisés et ceux en

cours de développement, avec un intérêt particulier pour les particules de polymères.

Dans un deuxième chapitre, la synthèse du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) par combinaison

des techniques de polymérisation par ouverture de cycle (ROP) du d,l-lactide et de la polymérisation

radicalaire contrôlée par les nitroxydes (NMP) du NAS et de la NVP, via l’utilisation d’une macro-

alcoxyamine PLA-SG1, sera abordée. Quelques rappels bibliographiques seront effectués sur les différentes

techniques employées.

Le troisième chapitre sera consacré à l’utilisation du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) pour la

préparation de micelles multifonctionnelles à leur surface (d-mannose) et en leur cœur (imiquimod).

Dans un quatrième chapitre, nous nous intéresserons à l’utilisation du copolymère PLA-b-P(NAS-co-

NVP) comme modifiant de surface dans la préparation de NP de PLA, auxquelles seront incorporés un

peptide dérivé de l’IL-1β (couplage en surface) et l’imiquimod (encapsulation).

La capacité de ces systèmes multifonctionnels à induire la maturation des cellules dendritiques (DC),

qui sont de réels pivots de l’immunité, sera présentée dans un dernier chapitre avec quelques tests préli-

minaires.

La réalisation de cette thèse pluridisciplinaire a été possible grâce à l’association de trois labora-

toires aux compétences complémentaires : (i) l’équipe de Chimie Radicalaire, Organique et Polymères

de Spécialité (CROPS, Laboratoire Chimie Provence UMR-CNRS 6264), (ii) l’équipe de Nanovecteurs

biodégradables et ingénierie tissulaire (Laboratoire de Dysfonctionnements de l’Homéostasie Tissulaire

et Ingénierie Thérapeutique FRE 3310) et (iii) l’équipe de matériaux polymères à l’interface avec les

sciences de la vie (Laboratoire des Matériaux Polymères et des Biomatériaux de l’Ingénierie des Maté-

riaux Polymères UMR-CNRS 5223).
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L’immunité regroupe l’ensemble des mécanismes biologiques permettant à un organisme de reconnaître

et de tolérer ce qui lui est propre (le soi) et de reconnaître et de rejeter ce qui lui est étranger (le

non-soi), tels que ses composés altérés comme les cellules tumorales et les pathogènes. Ainsi le système

immunitaire est un remarquable moyen de défense, rencontré dans de nombreux organismes comme les

plantes et les insectes mais dont la forme la plus évoluée est retrouvée chez les vertébrés supérieurs, à
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laquelle nous nous intéresserons dans la première partie de cette étude bibliographique. Un état de l’art

des vaccins et adjuvants actuellement commercialisés ou en cours de recherche et développement sera

dressé avec un accent particulier sur les adjuvants à base de polymères.

1.1 Généralités sur le système immunitaire

1.1.1 Passé, présent et futur

Historiquement, la vaccination ou l’exploitation de la mémoire immunitaire peut être considérée

comme l’un des premiers travaux d’immunologie. En effet, un historien grec du nom de Thucydide décri-

vait la guerre du Péloponnèse, en mentionnant que la peste, fléau mortel d’Athènes, n’attaquait jamais

deux fois le même homme.6 Alors même que les hommes n’avaient pas encore la moindre idée de la cause

de nos maladies, le principe de se protéger, avec l’utilisation volontaire de sécrétions vieillies de malades

de la variole, était déjà mis à l’essai par les Chinois au 16ème siècle.6 En effet, lors de l’épidémie de

fièvre typhoïde, il avait été constaté que seules les personnes ayant déjà contracté la maladie et survécu

pouvaient s’occuper des malades sans tomber à nouveau malade, ni mourir. Edward Jenner en 1796 fut

le premier à démontrer que la vaccine (la variole de la vache) induisait une protection contre la variole

humaine. On retrouve donc ici l’origine du mot vaccination, du latin vaccinia. Une autre étape clé en

immunologie est franchie par Louis Pasteur avec l’élaboration d’un vaccin contre la rage en 1885 pour

l’homme.

Au 20ème siècle, les avancées sur l’immunologie fondamentale ont pris le pas sur l’immunologie empirique.

L’étude prend alors deux voies : immunologie humorale (immunité des éléments solubles du sang ou des

fluides corporels) versus immunologie cellulaire (immunité à médiation cellulaire). Le phénomène d’ana-

phylaxie, réaction violente du système immunitaire d’origine allergique, est mis en évidence. À la fin des

années 1950, les structures des anticorps et du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH, molécule

du système de reconnaissance du soi et du non-soi) sont élucidées. Avec l’avancée de la médecine sur les

greffes, l’immunosuppression est plus amplement étudiée. Les caractéristiques fondamentales des cellules

immunitaires et tout particulièrement des fonctions et de la différenciation des lymphocytes B et T sont

mises à jour.

Les scientifiques avaient jadis fait l’hypothèse de deux immunités bien distinctes : immunité humorale

versus immunité cellulaire. Ils ont alors compris qu’il fallait associer ces deux études pour les assimiler à

deux immunités complémentaires travaillant en collaboration. La cellule dendritique (DC pour Dendritic

Cell), sentinelle et pivot de l’immunité, est découverte dans les années 1970 avec sa caractéristique fon-
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damentale de présentation d’antigène par le CMH. Dans les années 1980, la réponse immunitaire dévoile

sa double orientation (polarisation de l’immunité), avec le développement de cellules T auxiliaires 1 ou 2,

aussi appelées cellules Th pour cellules T helper. La réponse Th1 est orientée contre les cellules infectées

avec la production de lymphocytes T cytotoxiques (CTL pour Cytotoxic T Lymphocyte), tueurs de cel-

lules infectées. La réponse Th2 est dirigée contre les pathogènes libres extracellulaires et leurs éléments

solubles avec la production de plasmocytes B sécréteurs d’anticorps neutralisants.

Par la suite, nous nous intéresserons uniquement aux mécanismes de reconnaissance et de réponse

mis en place pour combattre les pathogènes. Un pathogène peut être défini simplement comme étant

un organisme capable de surmonter les mécanismes de défenses du corps et de causer des changements

délétères dans cet organisme hôte.7

Le pathogène doit, dans un premier temps, se confronter à notre immunité innée : immunité non-

spécifique dont le but est de reconnaître en amont le pathogène et de développer des mécanismes pro-

inflammatoires, dans des délais très courts de l’ordre de la minute à quelques heures, comme nous le

verrons dans la partie 1.1.2.8

Puis il se confrontera à notre immunité adaptative, ou acquise, qui se développe en des temps plus

longs, de l’ordre de quelques jours à quelques semaines, dès lors que l’immunité innée a été activée.9

L’immunité adaptative est spécifique d’un pathogène donné et permet bien souvent d’éradiquer le patho-

gène, ou a minima de le maîtriser et de développer une mémoire immunitaire comme nous le détaillerons

dans la partie 1.1.3.10

Cette mémoire immunitaire est le fondement de base de la vaccination, puisque la réactivation de

cette immunité provoque une réponse immunitaire plus forte et plus rapide, permettant généralement

d’éliminer le pathogène, avant même que la pathologie ne se déclare. L’immunité dans sa globalité re-

groupe un ensemble de composantes physiques, chimiques et cellulaires qui collaborent étroitement dans

le but de protéger l’organisme et d’éradiquer tout élément étranger.7 Le plus souvent, l’immunité innée

est suffisante, nous n’avons alors aucun indice qu’un pathogène a essayé de s’introduire dans notre orga-

nisme, dans le cas contraire nous devenons ”malades”.

Grâce à leur capacité de reproduction et d’évolution rapides, les pathogènes peuvent s’implanter en

masse dans notre organisme. Ils sont définis selon leur pouvoir pathogène, i.e. leur capacité à provo-

quer des troubles, communément appelés maladies, dont quelques exemples sont exposés dans le Tableau

1.1. Le pouvoir pathogénique dépend de plusieurs critères, tels que son pouvoir invasif (sa capacité à se
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répandre dans les différents tissus et à y établir des foyers infectieux) et son pouvoir toxinogène (capacité

à produire des toxines). Les pathogènes sont aussi caractérisés par leur structure, leur mode d’exploita-

tion du corps humain et le type de dommages causés. Ils peuvent être des virus à ADN ou à ARN, des

bactéries Gram positif ou Gram négatif, des parasites protozoaires ou des vers. L’espace dans lequel ils

prolifèrent dirige les réactions immunitaires. En effet, ceux qui se multiplient au sein des cellules pro-

voquent des infections intracellulaires et sont reconnus par la présence de cellules infectées vivantes ou

détruites. Les pathogènes responsables des infections extracellulaires sont détectés directement par leurs

particules libres et indirectement par la présence de molécules solubles qu’ils sécrètent.

Classe de pathogène Exemple Pathologie associée

Bactéries
Salmonella typhimurium Salmonellose
Mycobacterium tuberculosis Tuberculose
Listeria monocytogenes Listeria

Virus

Virus de l’Influenza Grippe
Virus Epstein-Barr Mononucléose
Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) SIDA
Virus de l’hépatite C (VHC) Hépatite, cirrhose, cancer

Champignons, Levures Candida Albicans Candidose

Parasites Toxoplasma gondii Toxoplasmose
Plasmodium falciparum Paludisme

Tableau 1.1 – Les différentes classes de pathogènes illustrées par quelques exemples de pathogènes
connus

À mesure que les découvertes avancent, le système immunitaire devient de plus en plus complexe

et c’est dans cette complexité que l’on retrouve toute la cohérence de la régulation de notre immunité.

Cependant, le système immunitaire n’est pas le seul à se diversifier, il en va de même pour les pathogènes,

qui réussissent parfois à développer des mécanismes de furtivité vis-à-vis de notre immunité. Plusieurs

maladies infectieuses subsistent encore en l’absence actuelle de thérapie et/ou de moyens de prévention

par la vaccination. C’est le cas du paludisme, du VHC, des maladies nosocomiales ou encore du VIH.

Tous les secrets de l’immunologie et des interactions entre système immunitaire et pathogène ne nous

sont pas encore révélés, c’est pourquoi l’immunologie et l’infectiologie suscitent toujours un vif intérêt

chez les chercheurs et présentent encore un bel avenir empli de découvertes.

1.1.2 L’immunité innée

L’immunité innée est notre première ligne de défense contre un élément du non-soi. Elle est composée

de plusieurs composantes : physique, chimique et cellulaire.
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1.1.2.1 Composante physique : les muqueuses

La composante physique est constituée de barrières majeures que sont l’épiderme et les muqueuses.

Tout ceci forme une enveloppe cellulaire continue séparant l’organisme du milieu extérieur, appelée épi-

thélium (ensemble de cellules épithéliales étroitement juxtaposées non vascularisées) et recouvrant parfois

un tissu vascularisé, appelé chorion ou Lamina propria. Cette barrière composée, soit d’une seule couche

de cellules épithéliales (épithélium monostratifié), soit de plusieurs couches (épithélium pluristratifié),

s’oppose à la pénétration des micro-organismes via différents mécanismes physiques, chimiques et biolo-

giques non spécifiques.

L’épiderme forme une première protection majeure grâce à son épithélium kératinisé étanche. Les

moyens de protection non spécifique, qu’il met en place, sont de nature chimique avec la sécrétion par les

glandes sébacées de sébum toxique pour les bactéries, un pH acide empêchant la prolifération bactérienne

mais aussi biologique avec la présence de cellules dendritiques de la peau : les cellules de Langerhans.

Les muqueuses intestinales sont dotées d’une flore bactérienne qui empêche l’implantation de patho-

gènes en masse. Les muqueuses génitales, particulièrement chez la femme, sont aussi caractérisées par

un pH acide, compris entre 4 et 5, une flore antimicrobienne et la sécrétion de mucus. Les poumons, qui

forment la muqueuse respiratoire, sont également un lieu de défense important contre les pathogènes,

grâce au flux d’air continu, à la sécrétion de mucus protecteur et à la présence de cils. En soi, le mucus

sécrété sur des zones sensibles constituent une barrière physique de piégeage de pathogènes et chimique

via la présence d’enzymes et de peptides antimicrobiens.

De par leur localisation, les muqueuses sont donc les principaux sites d’entrée des pathogènes. Les

autres voies d’entrée, moins fréquentes, peuvent être les morsures d’animaux, les coupures ou encore

les piqûres par seringues, où le pathogène peut entrer directement dans le flux sanguin. Parce que les

muqueuses sont sans cesse exposées de façon directe ou indirecte à l’environnement extérieur et par consé-

quent aux pathogènes, elles se sont dotées d’un système immunitaire très spécialisé et cloisonné, distinct

de l’immunité systémique.11

Une fois que le pathogène a traversé la barrière mucosale, les muqueuses sont le lieu effecteur des

premières réponses immunitaires cellulaires, avec la neutralisation des pathogènes et la lyse des cellules

infectées, via la présence de cellules naturelles tueuses (NK pour Natural Killer), de macrophages et de

lymphocytes naïfs B et T.12
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1.1.2.2 Composante chimique : les molécules de l’immunité et les phénomènes de recon-

naissance associés

La composante chimique de l’immunité innée est constituée de molécules de communication inter-

cellulaire (cytokines sécrétées par les cellules de l’immunité) et de molécules de reconnaissance d’agents

étrangers (récepteurs de reconnaissance de motifs, en anglais PRR abréviation de Pattern Recognition

Receptor).

Les cytokines comprennent entre autre les interférons (IFN), les interleukines (IL) et les facteurs de

nécrose tumorale (TNF). Les chimiokines sont une classe de cytokines au pouvoir chimio-attractif, i.e.

ayant la capacité d’influencer la migration cellulaire. Le profil de sécrétion des cytokines dépend no-

tamment des phénomènes de reconnaissance qui s’établissent entre le pathogène et l’organisme hôte. La

sécrétion de ces composantes chimiques permet d’envoyer des signaux dangers aux cellules de l’immunité,

de renforcer la réponse immunitaire innée puis d’orienter la réponse immunitaire préférentiellement vers

une réponse immunitaire cellulaire (réponse Th1) ou humorale (réponse Th2). Cette polarisation de l’im-

munité est détaillée plus loin (Section 1.1.3.2). Brièvement, il s’agit de la différenciation des lymphocytes

T CD4+ (cellule exprimant le récepteur CD4) sous l’influence des cytokines sécrétées notamment par les

cellules présentatrices d’antigène (CPA) en lymphocytes T auxiliaires 1 (lymphocytes Th1), médiateurs

de la réponse cellulaire ou en lymphocytes T auxiliaires 2 (lymphocytes Th2), médiateurs de la réponse

humorale.

Les phénomènes de reconnaissance d’un pathogène par l’organisme hôte sont dus à la présence de

récepteurs de reconnaissance de motifs de pathogène (PRR) dans l’organisme hôte, qui interagissent avec

des motifs moléculaires associés aux pathogènes (PAMP abréviation de Pathogen-Associated Molecular

Pattern). Les PAMP sont des structures hautement conservées par les pathogènes. Ces phénomènes de

reconnaissance PRR-PAMP chez l’hôte activent l’expression de cytokines et d’immunorécepteurs.13

Il existe de nombreux PRR : TLR (Toll-like Receptor), NLR (NOD-like Receptor) ou encore CLR

(récepteurs lectines de type C). Dans la suite de ce manuscrit, l’accent est mis sur les principaux PRR et

leurs PAMP associés, et tout particulièrement sur les conséquences de l’activation des PRR par les PAMP

sur l’immunité. Les questions structurales des PRR et de la régulation de leur expression génétique ne

seront pas abordées.

Les TLR, au nombre de dix chez l’homme, sont les récepteurs de la réponse innée les plus largement

exprimés par les CPA et les plus étudiés. Le Tableau 1.2 dresse une liste des TLR et des motifs qu’ils

reconnaissent, l’origine de ces motifs et la conséquence de la reconnaissance TLR-PAMP.
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TLR Ligand associé (source du ligand) Fonctions principales

TLR1 Triacyle lipopeptide (bacterie) Co-récepteur de TLR2Lipoprotéine synthétique (Pam3Cys-Ser-(Lys)4)

TLR2

Peptidoglycane, lipoprotéines, lipopeptides, lipopolysac-
charide (LPS), acide lipotéichoïque (bactérie)

Reconnaissance
bactérienne : interaction
avec TLR1 et TLR6 et
sécrétion d’IL-10 et de
TNF-α. Reconnaissance
virale

Zymozan, lipoarabinomannan (champignons)
Glycolipides (protozoaire)
Protéine d’enveloppe de virus
Lipoprotéine synthétique (Pam3Cys-Ser-(Lys)4)

TLR3
ARNdb (virus) Rôle dans l’activité

antiviraleARNm de l’hôte
Poly(I :C) (ARNsb synthétique)

TLR4

LPS, acide lipotéichoïque, polymères d’acide mannuronique
(bactérie) Rôle pour la polarisation

vers la réponse Th2.
Augmentation de la
présentation d’antigène
par les DC. Travail avec
les récepteurs lectines de
type C

Mannane, glucoronoxylomannane (champignons)
Protéine 60 choquée à la chaleur, phospholipide glyco-
inositol (protozoaire)
Protéine d’enveloppe, protéine F (virus)
Protéine 60 et protéine 70 choquées à la chaleur, fragments
de polysaccharide de sulfate d’héparine, acide hyaluronique,
fibrinogène (hôte)

TLR5 Flagelline (bactérie)
TLR6 Lipopeptide diacyle, facteur soluble de la tuberculose (bac-

térie)

TLR7

Implication principale
dans la reconnaissance
d’ARN hôte et virale.
Implication possible dans
les maladies
auto-immunes. Activation
de la réponse cellulaire

ARNsb (virus)
ARNsb (hôte)
Imidazoquinolines (antiviraux synthétiques)
Loxoribine (analogue de la guanine)

TLR8 ARNsb (virus) Réponse antiviraleARNsb (hôte)

TLR9

Réponse antivirale et
implication possible dans
les maladies
auto-immunes par
reconnaissance de l’ADN

ADN CpG non-méthylé (bactérie, protozoraire et virus)
Hémozoïne (oligonucléotide synthétique riche en CpG)
Complexe chromatine-IgG (hôte)

TLR10 Inconnu

Tableau 1.2 – Les TLR et quelques ligands de reconnaissance associés, sources principales Nasu et coll.9
et Akira et coll.13

Les TLR peuvent se distinguer en deux sous-familles.10 Les TLR1, TLR2, TLR4 et TLR6, ainsi que

les TLR5 et TLR10, ont la particularité de reconnaître de manière générale des motifs lipidiques de mem-

brane microbienne et sont placés à la surface des cellules. Les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 reconnaissent

principalement des acides nucléiques et sont localisés à l’intérieur des cellules.14 Les TLR7 et TLR9 sont

situés dans le réticulum endoplasmique et sont particulièrement exprimés par les macrophages, les DC et

les cellules B.14,15

Les TLR7 et TLR8 reconnaissent les ARN simple brin (ARNsb), humains ou pathogènes, et des



8 Étude bibliographique

composés organiques de type imidazoquinolines comme l’imiquimod et le resiquimod (Figures 1.1 (a) et

(b)). Les TLR7 reconnaissent particulièrement les ARNsb riches en nucléosides guanosine ou uridine du

soi ou provenant de virus tels que le VIH et le virus de la grippe. L’activation des TLR7 par l’imiquimod

et des TLR7/8 par le resiquimod induit l’activation et la maturation des DC.16 Il peut être remarqué une

légère ressemblance structurale de l’imiquimod avec les bases azotées ou nucléobases guanine et adénine

(Figures 1.1 (c) et (e)).

L’activation des TLR7 et TLR9, principalement exprimés par les DC, provoque l’expression de cyto-

kines favorisant le développement des cellules T auxiliaires de type 1 (cellules Th1), telles que l’IFN de

type 1 et INF-γ, les IL-6 et IL-12. En revanche, leur activation n’induit pas de cytokines favorisant le

développement des cellules Th2.14

(a) Imiquimod
(R-837)

(b) Resiquimod (R-848)

N
H

N

N

NH

O

NH2

(c) Guanine

N
H

NH

O

O

(d) Uracile

N

N
H

N

N
H2N

(e) Adénine

Figure 1.1 – Structures chimiques de l’imiquimod (a), du resiquimod (b), et des bases azotées (c)
guanine, (d) uracile et (e) adénine respectivement des nucléosides guanosine, uridine et adénosine

L’objectif de la reconnaissance des PAMP par les TLR est de provoquer la maturation des CPA dont

celle des DC et la migration des DC dans les ganglions lymphatiques, pour la présentation aux cellules

T des peptides obtenus après digestion de l’antigène.17

LesNLR, NOD (Nucleotide-binding and Oligomerization Domain)-like Receptors, sont des récepteurs

intracellulaires (au nombre de vingt-deux chez l’homme), parmi lesquels on retrouve NOD1, NOD2 et aussi

les NLRC4, NAIP, NLRP1, NLRP3. Le Tableau 1.3 reporte une liste non exhaustive des NLR et des motifs

et/ou signaux dangers associés.18 Leur étude est plus récente que celle des TLR. De manière générale,

ils permettent de détecter des organismes étrangers, comme les TLR, et contribuent à la régulation des

réponses inflammatoires et de mort cellulaire.19

Les récepteurs NOD1 et NOD2 sont bien connus pour la reconnaissance de motifs de bactéries, tels

que les peptidoglycanes et plus précisément le motif d’acide de d-glutamyl-meso-diaminopimélique et

le fragment dipeptide de muramyle (MDP) respectivement.20 La reconnaissance de MDP par les NOD

orchestre la réponse immunitaire vers une polarisation Th2.21 En association avec la stimulation de TLR,

celle de NOD1 peut provoquer une polarisation de réponse Th1 ou Th2, mais aussi Th17, la voie Th17

étant suspectée d’être impliquée dans les phénomènes de tolérance antigénique.21 Récemment, il a été
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démontré que NOD2 agirait aussi en tant que PRR d’ARN viral et jouerait un rôle important dans

l’activité antivirale par sa capacité à sécréter de l’IFN de type I.19 L’activation des récepteurs NOD1 et

NOD2 conduit à la production de molécules inflammatoires et influence la défense de notre organisme en

participant à la régulation de la réponse immunitaire.19,20,22

NLR Ligand ou signaux danger associé
NLRC4 Flagelline

Sécrétion de type III
Sécrétion de type IV

NAIP Flagelline
NLRP1 Toxine létale de l’antrax

MDP
Une faible concentration en K+

NLRP3 ATP
ARN viral
Imidazoquinolines
Cristaux d’acide urique
Silice
Sels d’aluminium (hypothèse)
Chitosane et Quil A
Poly(I :C)
ARNdb

NOD1 Acide diaminopimélique (DAP) retrouvé dans les
peptidoglycanes de toutes les bactéries Gram-négatif
et quelques bactéries Gram-positif

NOD2 Dipeptide de muramyle (MDP) contenu dans les
peptidoglycanes de bactéries Gram-négatif et Gram-
positif

Tableau 1.3 – Les récepteurs NLR et leurs ligands ou signaux dangers associés, source Geddes et coll.18
et Shaw et coll.22

Les récepteurs lectines de type C (CLR) représentent une grande famille de protéines expri-

mées par les macrophages et les DC aux propriétés variées.16 Les CLR comprennent notamment les

récepteurs DC-SIGN (abréviation de l’anglais Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non-integrin), les MBL (Mannose-Binding Lectin), les récepteurs au mannose ou encore les

dectines ; ces dernières étant davantage affiliées à la reconnaissance des champignons et travaillant en

collaboration avec les TLR.23

Les DC-SIGN sont situés sur les DC et interagissent avec les glycanes, les polysaccharides de d-

mannose ou de d-fucose, dont les structures chimiques sont rappelées dans la Figure 1.2. L’interaction

avec des pathogènes présentant des motifs mannoses, tels que le VIH, provoque la sécrétion d’IL-12

et d’IL-6, alors que l’interaction avec des motifs fucoses induit la sécrétion d’IL-10 et une baisse de la

sécrétion d’IL-12 et d’IL-6.24 Le profil de cytokines produites, en synergie avec l’activation des TLR,

induit une polarisation de la réponse Th1 pour la reconnaissance des motifs mannoses, et une inhibition

de cette même réponse avec une réponse Th2 favorisée pour la reconnaissance des motifs fucoses. La
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fonction principale des DC-SIGN est d’aider l’interaction entre DC et cellules T mais aussi la migration

des DC en dehors des vaisseaux sanguins et lymphatiques.17

Les MBL sont des protéines circulant dans le sérum qui se lient au motifs d-mannose, l-fucose ou

encore N -acétyl-d-glucosamine (Figure 1.2).

(a)
N -acétyl-d-glucosamine (b) d-mannose (c) d-fucose

Figure 1.2 – Structures chimiques de la N -acétyl-d-glucosamine, du d-mannose et du d-fucose

Elles sont synthétisées par le foie et se lient à leur motif selon un mode Ca2+ dépendant. Elles ont un

rôle important dans le processus de phagocytose via l’opsonisation et l’activation du complément.25 Pour

information, le système du complément comprend un panel de trente protéines circulantes et membra-

naires, dont le rôle est de reconnaître les pathogènes et les débris cellulaires et de les recouvrir d’opsonines,

protéines du complément reconnues par les cellules phagocytaires. Ainsi le système du complément via

l’opsonisation permet de favoriser la phagocytose et l’activation de la lyse de micro-organismes. L’acti-

vation du complément par la liaison de ligand au MBL permet aussi de développer la réponse humorale

par les cellules B.26

Les récepteurs au mannose sont exprimés par les macrophages, les DC et les endothéliums lymphatique

et hépatique. Ils se lient selon un mode Ca2+-dépendant à une large variété de bactéries, champignons

et virus présentant une structure riche en mannose, tel que le mannane (polyose de mannose).17,27 Les

récepteurs au mannose fixent et internalisent à la fois du matériel endogène et exogène.28 Ils permettent la

reconnaissance de nombreux pathogènes, tels que la mycobactérie responsable de la tuberculose, le virus

de la Dengue et le VIH.28 Ils favorisent la capture d’antigène par les DC immatures avec présentation

de l’antigène via le CMH II.27 Le CMH II est lié au peptide antigénique obtenu après digestion d’un

antigène exogène. Plus de détails seront donnés sur la présentation d’antigène par le CMH I ou le CHM

II, dans la section 1.1.3.2.

Comme nous pouvons le remarquer, de nombreux PAMP sont des ligands communs à plusieurs PRR. Il

existe notamment d’importantes collaborations entre les TLR et CLR.23 À titre d’exemple, nous pouvons

constater qu’un pathogène présentant une structure riche en mannose pourra à la fois interagir avec les

TLR4 et les CLR (DC-SIGN, récepteur au mannose et encore MBL). De même, les ARNdb interagissent

avec les TLR3 et NLRP3. L’ARNsb se lie aux TLR7 et TLR8. Les molécules synthétiques de type

imidazoquinoline peuvent interagir avec les TLR7 et les NLRP3.



1.1 Généralités sur le système immunitaire 11

1.1.2.3 Composante cellulaire : les acteurs de l’immunité

La composante cellulaire naturellement présente mais contrôlée par la sécrétion de cytokines, est

constituée de nombreuses cellules : cellules NK, cellules polynucléaires, macrophages, mastocytes et lym-

phocytes T et B dans leur état naïf. La grande majorité de ces cellules dérivent de cellules souches

hématopoïétiques, présentes dans la moelle osseuse. Elles se différencieront en cellules fonctionnelles sui-

vant le profil de cytokines sécrétées suite à la reconnaissance d’un pathogène. Les cellules immunitaires

sont localisées dans tout l’organisme : thymus, moelle osseuse, ganglions lymphatiques, rate et tissus

associés aux muqueuses mais avec une densité locale de population variée.

Les leucocytes, également appelés globules blancs, comprennent les lymphocytes, les granulocytes

et les monocytes. Ils sont omniprésents dans l’organisme et sont recrutés sur le site d’infection. Les

lymphocytes agissent dans un premier temps pour l’immunité innée. Ils englobent les lymphocytes T, les

lymphocytes B et les lymphocytes NK.

Les lymphocytes NK répondent rapidement à l’infection et ont la capacité de lyser les cellules étran-

gères de l’organisme de façon non spécifique d’un antigène donné.

Un lymphocyte B est recouvert d’un type d’immunoglobuline (Ig), récepteur de surface, mais l’ensemble

des lymphocytes B que nous possédons présente une gamme quasi infinie d’Ig pour permettre une recon-

naissance quasi spécifique d’une grande variété d’antigènes. Lorsqu’il y a compatibilité entre l’Ig d’une

cellule B et le pathogène, l’immunité adaptative se met en place. Les lymphocytes B sélectionnés se

différencient et se multiplient alors en plasmocytes sécréteurs d’anticorps.

Les lymphocytes T ont deux types de récepteurs de surface : CD8 ou CD4, qui interagissent respec-

tivement avec les complexes issus de l’association d’une molécule du CMH I et d’un peptide antigénique

(issu du morcellement de l’antigène) ou avec les complexes CMH II - peptide. Une fois la reconnaissance

établie entre le complexe CMH I - peptide et le lymphocyte T CD8+ (i.e. lymphocyte T exprimant le

récepteur CD8), ces derniers se différencient et prolifèrent en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui

détruisent les cellules infectées. Quand il s’agit de reconnaissance entre le complexe CMH II - peptide

et le lymphocyte T CD4+, ils se différencient et prolifèrent en lymphocytes Th1 ou Th2. Ces différentes

étapes seront davantage détaillées dans la section suivante 1.1.3.2, puisque dès que les lymphocytes se

différencient et prolifèrent, ils agissent dans notre immunité adaptative.

Les granulocytes, ou leucocytes polynucléaires, englobent les neutrophiles, les basophiles et les éosi-

nophiles.

Les neutrophiles sont de petites cellules phagocytaires de faible longévité au pouvoir microbicide. Ils

sont présents en plus grand nombre que les macrophages, ces derniers recrutant les neutrophiles pour

migrer rapidement vers le site d’infection. Ils ont la capacité de travailler en conditions anaérobiques et
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sont retrouvés dans le pus, constitué de débris cellulaires et de cellules mortes.

Les basophiles permettent d’attirer les lymphocytes au niveau du foyer infectieux.

Les éosinophiles ont un rôle dans la lutte contre les parasites, en se fixant à eux pour y déverser des

enzymes de destruction.

Les cellules phagocytaires, parmi lesquelles sont retrouvés les macrophages et les neutrophiles, sont

importantes dans la réponse immunitaire innée, puisque leur capacité à détruire les pathogènes peut

empêcher ces derniers de se répandre dans tout l’organisme. Ces cellules constituent une défense immé-

diate sur les sites d’entrée des pathogènes.29 Si les macrophages résidents ne suffisent pas à éradiquer les

pathogènes, ils sécrètent alors de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-8 pour recruter les neutrophiles dans le sang

et les activer.7 Après avoir digéré un pathogène, le macrophage devient une CPA (Cellule Présentatrice

d’Antigène) et contribue alors à la réponse immunitaire adaptative. L’IL-12 sécrétée par les macrophages

permet d’activer le pouvoir cytotoxique des lymphocytes NK. Réciproquement les cellules NK produisent

des cytokines, telles que le TNF-α et l’IFN-γ, qui attirent les macrophages pour augmenter le taux de

mortalité des pathogènes intracellulaires.7

Notre deuxième arme de défense est le développement de l’immunité adaptative suite à la réponse

innée.29 Ce lien entre les deux réponses immunes est obtenu par les CPA, que sont les monocytes,

les macrophages, les lymphocytes B et les DC. Ces dernières sont les plus efficaces pour l’activation

des cellules Th, des CTL et des cellules B. Ainsi les DC sont de réels pivots, liant l’immunité innée à

l’immunité adaptative.

1.1.3 L’immunité adaptative

1.1.3.1 Le lien entre les deux immunités

Les étapes d’activation et de modulation des réponses immunitaires adaptative et innée sont schéma-

tisées dans la Figure 1.3, qui représente un condensé de la revue de Banchereau et coll.30 Les cellules

dendritiques répondent à deux types de signaux : reconnaissance directe du pathogène via ses PRR et

reconnaissance indirecte de l’infection via le profil de cytokines inflammatoires sécrétées et la présence

d’antigène.
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Capture 
Digestion 

DC immature Pathogène/Antigène  
intracellulaire 

DC mature 
 Présentation de l’Ag par le CMH I 

Migration vers les organes lymphoïdes 

DC immature Antigène extracellulaire 
endocyté 

DC mature 
Présentation de l’Ag par le CMH II 

Activation RII avec l’activation des cellules NK 
Activation de la RIA avec l’activation des cellules B et T 

IL-12 IL-12 

CD8+ CD4+ 

CTL 
Th1 Th2 

Polarisation 

IL-12 IL-4 

IFN-γ 

Différenciation 
Prolifération 

IL-5 et IL-4 

Reconnaissance du CMH I 
par les cellules T CD8+ 

Reconnaissance du CMH II 
par les cellules T CD4+ 

Activation des oesénophiles 
Activation des cellules B 

LB 

Figure 1.3 – Mécanisme simplifié de l’activation et de la modulation de la réponse immunitaire
adaptative par capture, digestion et présentation de l’antigène par les DC. Les principales étapes de

l’activation de l’immunité sont indiquées en bleu et les cytokines sécrétées sont indiquées en vert (DC :
cellule dendritique, Ag : antigène, IL : interleukine, RII : réponse immunitaire innée, RIA : réponse

immunitaire adaptative, CMH : complexe majeur d’histocompatibilité, Th : cellule T auxiliaire, IFN :
interféron)

La toute première étape est donc celle de l’endocytose du pathogène ou de l’antigène soluble.29 Seules

les DC dites immatures sont pourvues d’excellents systèmes de capture d’antigène. L’avantage des DC est

la capture d’antigène à faibles concentrations de l’ordre du nanomolaire voire picomolaire, contrairement

aux autres CPA, qui nécessitent des concentrations de l’ordre du micromolaire.30 La maturation des DC

provoque une perte de sa capacité à capturer un pathogène ou un antigène et entraîne l’apparition de

marqueurs de surface, tels que CD40, CD54, CD86, qui interagissent avec les cellules T pour les stimu-

ler.30 Lorsque le pathogène se retrouve dans le cytosol par phagocytose, la DC digère alors le pathogène

en peptides antigéniques qui sont associés à des molécules du CMH I. Lorsque la capture se fait par

endocytose, l’antigène est digéré puis associé à une molécule du CMH II.29
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Cette capture provoque la maturation et la migration des DC vers les tissus lymphoïdes secondaires

(ganglions lymphatiques et rate) et les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (plaques de Peyer et

amygdales essentiellement), où elles finissent leur maturation, attirent et activent les lymphocytes B et T

par libération de cytokines et par interaction cellulaire. La capture de l’antigène associée à la migration

des DC peut être une voie choisie par un pathogène pour se disséminer dans un organisme hôte, comme

c’est notamment le cas pour le VIH.29 En plus de la capture d’antigènes, la détection de cytokines

inflammatoires provoquées par la présence de pathogènes, telles que TNF-α, IL-1β, et l’interaction Ig-

antigène activent également les DC.29 En outre, lors d’une infection virale, les DC sécrètent de l’IFN-α,

ayant des propriétés antivirales.14,31

Une fois les peptides antigéniques associés aux molécules du CMH, le complexe CMH-peptide est

présenté à la surface des DC (d’où leur appartenance à la famille des CPA). Ces dernières sont les

meilleures CPA, puisqu’elles permettent la présentation en leur surface de 10 à 100 fois plus de complexes

CMH-peptide, que les autres CPA.30 Ainsi les DC sont les meilleures CPA en terme de sensibilité de

l’antigène et en terme de densité de complexes CMH-peptide en leur surface. Cette phase de présentation

d’antigène via le CMH I ou le CMH II est une phase importante, puisque sans elle les cellules T restent

dans leur état naïf, dit aussi de latence.32

1.1.3.2 La polarisation de l’immunité

Lorsqu’il y a présence d’un peptide antigénique avec une molécule du CMH I à la surface de CPA,

les cellules T CD8+ naïves sont activées par l’interaction du récepteur CD8 avec le complexe CMH I -

peptide et se différencient en cellules T cytotoxiques (CTL). Les CTL sécrètent alors de l’IL-2, qui permet

d’amplifier la différenciation des cellules T CD8+ naïves en CTL.

Lorsqu’il y a présence d’un peptide antigénique avec une molécule du CMH II à la surface de CPA,

les cellules T CD4+ (cellules exprimant la molécule de surface CD4) naïves sont activées par l’interaction

du récepteur CD4 avec le complexe CMH II - peptide et peuvent se différencier soit en cellules Th1 soit

en cellules Th2.

Il s’agit là du phénomène de polarisation, qui se manifeste par le développement soit d’une immunité

à dominante cellulaire, en développant des cellules Th1, soit d’une immunité à dominante humorale, en

développant des cellules Th2. L’avantage d’activer les lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes Th

est de leur permettre de proliférer et de sécréter plus de cytokines à de plus faibles doses de peptide

antigénique présenté.33

Les cellules Th1 appartiennent à l’immunité cellulaire, puisque leur sécrétion d’IFN-γ, d’IL-2, d’IL-12
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et de TNF-α renforce la prolifération des CTL, qui jouent un rôle majeur dans l’immunité protectrice

contre les virus, les bactéries intracellulaires et les cellules tumorales.34,35 Cette réponse est aussi favorisée

par l’expression du récepteur de surface CD40 par les cellules dendritiques, qui interagit avec les ligands

CD40 présents à la surface des lymphocytes T ; cette interaction provoque la sécrétion d’IL-12 et d’IL-6,

qui amplifie la réponse cellulaire.35

Les cellules Th2 appartiennent à l’immunité humorale, puisque leur sécrétion d’IL-4, d’IL-5, d’IL-10

et d’IL-13 active les éosinophiles et renforcent la prolifération clonale (après sélection du clone de lym-

phocyte qui interagit le mieux avec l’antigène) et la différenciation des cellules B (qui interagissent avec

l’antigène) en plasmocytes sécréteurs d’anticorps.34

La polarisation est gouvernée par le profil de cytokines sécrétées par les DC, suite à l’activation des

différents PRR par les PAMP. En résumé, s’il y a une sécrétion abondante d’IL-6, d’IL-12, d’IL-18 et

d’IFN-γ, la réponse Th1 sera favorisée, mais elle peut être inhibée ou diminuée s’il y a sécrétion d’IL-10.

S’il y a sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13, la réponse Th2 sera favorisée.34

En définitive, la polarisation pour la réponse Th1 est donc nécessaire pour la défense de l’organisme

contre les virus et les bactéries intracellulaires et la polarisation pour la réponse Th2 est nécessaire pour

la neutralisation des virus et des toxines par les anticorps.36

Une étape clé de l’immunité adaptative est la sécrétion d’anticorps spécifiques, qui sont des glyco-

protéines, composées donc d’une partie polysaccharide et d’une chaîne polypeptidique, appartenant à

la famille des Ig (immunoglobulines). Il existe cinq isotypes d’anticorps : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM.

Leur fonction est la neutralisation de pathogènes ou de leurs composés solubles. Les principaux anticorps

présents dans le sang sont les IgM et les IgG. Les IgA sont surtout présentes au niveau des muqueuses et

les IgE sont associées à des réactions d’ordre allergique.

1.1.3.3 Étape finale : la mémoire immunitaire

La grande caractéristique de la réponse immunitaire adaptative est le développement d’une mémoire

immunitaire avec la formation de cellules B et T mémoires, spécifiques du pathogène déclencheur. Cette

mémoire est en soi une altération de la réponse immunitaire suite à l’exposition d’un pathogène à l’orga-

nisme.33 Elle a pour objectif de protéger l’organisme d’une nouvelle infection, de contrôler les infections

persistantes et de protéger l’organisme immunologiquement immature des primo-infections grâce à la

présence d’anticorps maternels.37
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Certaines études montrent que les cellules T CD4+ et T CD8+ mémoires peuvent persister jusqu’à

des dizaines d’années après une seule exposition au pathogène. En effet, il semblerait que l’antigène ne

soit pas forcément nécessaire au maintien des populations de cellules T mémoires. La stabilité des cellules

T CD8+ mémoires serait due à leur continuelle division à faible fréquence, sous l’influence de l’IL-15 et

de l’IL-7.32,37 L’avantage des cellules T mémoires par rapport aux cellules T naïves, est leur capacité à

sécréter toute une gamme de cytokines. L’activation de leur prolifération et de la production de cytokines

est plus facile que pour les cellules naïves, bien qu’elle nécessite une co-stimulation large pour obtenir

une réponse optimale et particulièrement lorsque la concentration en antigène est basse.32,33 En résumé,

la réponse des cellules T peut se décrire en trois phases : expansion, mort (ou contraction) et phase

mémoire.6 De 90 à 95 % des cellules T effectrices activées meurent par apoptose, seules 5 à 10% des

cellules T effectrices activées survivent pour entrer dans la phase finale mémoire.6

L’immunité humorale peut également persister pendant plusieurs dizaines d’années chez l’homme et

toute une vie chez la souris. Le maintien d’une haute concentration d’anticorps dans le sérum est appelé

mémoire sérologique, qui peut être transmise chez le fœtus et gardée pendant plusieurs mois chez le

nouveau-né. Malgré un temps de demi-vie des anticorps de 7 à 21 jours dans le sérum, la mémoire séro-

logique peut exister et serait la conséquence d’une sécrétion continue d’anticorps.

De manière générale, il est important de noter que la réponse immunitaire par les cellules mémoires

est une réponse plus rapide, plus forte en intensité et plus efficace suite à une nouvelle exposition.33 Leurs

mécanismes de développement et de persistance sont finalement encore assez méconnus.

1.1.4 Conclusion

Le système immunitaire est un ensemble complexe d’interactions pathogènes-cellules, cellules-cellules,

cellules-cytokines, où les immunités innée et adaptative se succèdent pour se compléter.

L’immunité innée est notre première ligne de défense contre les pathogènes. Elle est répartie efficace-

ment dans notre organisme pour intervenir le plus rapidement possible lors d’une agression. Il est donc

normal de la retrouver sur les premiers lieux de rencontre entre pathogènes et organisme et tout particu-

lièrement au niveau des muqueuses. Nos organismes étant constamment exposés à des agents pathogènes,

cette immunité est bien souvent suffisante pour que l’on ne se rende pas compte qu’un pathogène a

tenté d’envahir notre organisme. Cependant, étant une immunité peu spécifique du pathogène rencontré,

elle utilise des phénomènes de reconnaissance généraux entre PRR et PAMP. L’interaction PRR-PAMP

provoque de multiples réponses chimiques aux profils de cytokines différents suivant le motif rencontré
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(PAMP), permettant d’orchestrer la réponse immunitaire adaptative contre le pathogène de manière plus

efficace.

Lorsque l’immunité innée ne suffit pas, la réponse immunitaire adaptative est nécessaire, mais parfois

insuffisante, à l’éradication des pathogènes. Son développement est l’ultime phase de combat qui per-

met de renforcer et de prendre le relais de l’immunité innée en déployant des cellules fonctionnelles plus

compétentes et spécifiques du pathogène à détruire.

Les deux grands atouts de la réponse adaptative sont la polarisation de la réponse Th et le développe-

ment des mémoires cellulaire et sérologique. La polarisation permet de renforcer l’immunité cellulaire ou

humorale, suivant le PAMP rencontré et en fonction du pathogène intra- ou extracellulaire rencontré. Lors

d’une première exposition à un antigène, il y a apparition de cellules immunitaires B et T persistantes,

dites mémoires, qui aideront le système immunitaire à développer une réponse plus forte, plus rapide et

plus efficace lors de contaminations ultérieures. C’est sur ce principe de mémoire immunitaire que repose

le fondement de la vaccination, qui n’est autre qu’une stimulation artificielle de notre organisme. Nous

allons à présent nous attacher à décrire quels sont les moyens mis en œuvre pour la vaccination et leurs

perspectives.

1.2 La vaccination

Parce que la science fait face à des infections chroniques (à titre d’exemple le SIDA, le paludisme

et l’hépatite C) contre lesquelles l’élaboration d’un vaccin est difficile, la recherche essaie de mettre au

point de nouvelles formulations vaccinales. Nous allons voir quels sont les critères indispensables d’un

candidat vaccin, quels sont les systèmes de vaccination actuellement sur le marché et quels sont les futurs

adjuvants/vaccins potentiels.

1.2.1 Le vaccin idéal

Deux types de vaccins existent : le vaccin thérapeutique, dont le but est d’aider un patient à combattre

une maladie, et le vaccin préventif, pour protéger le patient et lui éviter de devenir malade suite à

infection. Seul le vaccin préventif contre les agents infectieux sera abordé dans la suite de ce manuscrit.

Le vaccin préventif permet d’obtenir une immunité protectrice qui dépend de plusieurs facteurs : la

reconnaissance de l’antigène associé au vaccin et sa capacité à activer les réponses immunitaires humorales

et/ou cellulaires, et notamment à activer les CPA, telles que les DC.38
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L’objectif clé est d’induire une réponse immunitaire effectrice spécifique d’un pathogène qui per-

met d’empêcher l’infection et/ou la maladie causée par ce pathogène avec, dans l’idéal, une éradication

complète.39 Il s’agit donc d’exploiter la capacité du système immunitaire à produire des mémoires séro-

logique et cellulaire, respectivement par les lymphocytes B et T lors d’une première contamination. Ces

derniers interviennent et agissent plus rapidement lors de contaminations ultérieures. Les anticorps déjà

en place peuvent ainsi neutraliser le pathogène dès son entrée. Tout ceci dans l’unique but d’éradiquer le

pathogène invasif sans même que la patient ne développe la pathologie.

Un vaccin ne doit provoquer aucun effet secondaire (ne sont tolérés que les effets secondaires modé-

rés très peu fréquemment rencontrés) et ne présenter aucune toxicité, tout particulièrement parce qu’il

est administré chez des patients sains et notamment chez les nourrissons et les enfants qui possèdent

une immunité peu développée ou encore chez les personnes âgées qui peuvent présenter une immunité

défaillante. Les vaccins sont soumis à une réglementation plus stricte que celles des thérapies. La balance

risque/bénéfice doit impérativement tendre vers zéro. Pour cela, les vaccins sont soumis à des études

précliniques strictes durant lesquelles les propriétés biologiques du vaccin sont établies, les risques encou-

rus par l’administration du vaccin sont évalués et les plans de vaccination avec les doses maximales et

leur fréquence pour une efficacité de protection maximale sont définis.40

L’utilisation d’adjuvants dans une formulation vaccinale entraîne l’émergence de vaccins aux effets

différents d’un antigène à l’autre sur l’immunité. En effet, l’initiation, la qualité et l’amplitude de la

réponse immunitaire face à un antigène peuvent être influencées par de nombreux facteurs. Le type et

la dose d’antigène administré, le planning de vaccination, l’âge et l’état de santé du patient sont autant

de paramètres à prendre en compte.41 Un manque d’universalité d’un adjuvant pour une large gamme

d’antigènes est à déplorer, comme nous le verrons par la suite. Par conséquent, toutes les études pré-

cliniques et cliniques s’imposent pour chaque nouvelle formulation.

Les interrogations sur le profil de sécurité d’une formulation vaccinale et l’absence de modèles animaux

adéquats sont autant de facteurs critiques qui freinent le développement et la mise sur le marché de

nouveaux vaccins et notamment de vaccins adjuvantés. Le profil de sécurité peut être moins contraignant

pour un vaccin thérapeutique puisqu’il peut représenter la dernière aide thérapeutique suite à des échecs

considérables des traitements classiques. Ainsi diverses autorités compétentes sont mises en place pour

vérifier l’innocuité et l’utilité d’une nouvelle formulation vaccinale. Elles seules auront l’autorité de la mise

sur le marché d’un vaccin ou d’une thérapie. Pour le marché américain, le vaccin devra passer la barrière

de la Food and Drug Administration (FDA) et pour le marché européen celui de l’European Medicines

Agency (EMA).

Un vaccin idéal devra fournir une efficacité maximale avec un dosage minimum et être sans dan-
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ger pour une administration facile chez le patient sain. Il doit pouvoir stimuler la réponse adéquate pour

l’éradication du pathogène. Une réponse humorale peut parfois suffire. Mais actuellement les maladies qui

ne sont pas enrayées par l’utilisation d’un vaccin semblent nécessiter l’étroite collaboration des réponses

immunes humorale et cellulaire. Le développement de nouvelles formulations se complique proportionnel-

lement au manque de connaissance des mécanismes immunitaires mis en place et nécessaires à l’organisme

pour combattre le pathogène, comme c’est notamment le cas pour le VIH.

1.2.2 Vaccination traditionnelle

Historiquement les vaccins ont été élaborés et le sont encore, à partir de pathogènes vivants, qui ont

été atténués ou tués/inactivés.

L’emploi de pathogènes vivants atténués ne nécessite pas l’ajout d’adjuvants, puisqu’ils miment de

façon exemplaire l’infection naturelle par le pathogène. Actuellement, les vaccins dits ”vivants” sont ceux

qui induisent les réponses immunitaires les plus puissantes et les plus durables. Dans ce cas précis, le

pathogène est capable de se répliquer dans l’organisme hôte pour provoquer une infection modérée et

limitée de façon similaire à l’infection naturelle. Pour des raisons de sécurité, les vaccins vivants sont

atténués pour réduire la virulence du pathogène.42 L’atténuation peut être obtenue par passage répété

(10 à 1000 fois) du micro-organisme in vitro ou du virus dans un organisme hôte non humain ou encore

par des changements génétiques du pathogène.42 Un inconvénient potentiel de l’utilisation de pathogène

vivant atténué peut être l’apparition de lots sensiblement différents. La stratégie de vaccination par virus

atténué dans le cas du VIH a été abandonnée surtout à cause de la capacité du virus atténué à redevenir

virulent ou encore des risques d’intégration de son génome dans celui de l’hôte.

L’utilisation de pathogènes tués ou inactivés ou de protéines recombinantes nécessite l’usage d’ad-

juvants pour obtenir une immunité protectrice contrairement aux pathogènes atténués.38 Les vaccins

inactivés sont composés du pathogène, traité chimiquement ou thermiquement pour lui enlever sa capa-

cité de réplication. La composition cellulaire est maintenue, seule la structure du pathogène est détruite.

Ils présentent des avantages certains, tels que l’absence de réplication et donc l’absence d’infection chez le

patient et une augmentation de la stabilité au stockage. Leurs inconvénients sont la nécessité d’utiliser des

adjuvants et un coût élevé de production pour obtenir une immunité cellulaire, qui peut être relativement

faible.42

Depuis plus de 80 ans, les sels d’aluminium,43 également appelés ”alum”, parmi lesquels figurent

Al(OH)3, AlPO4 et KAl(SO4)2.12H2O, sont utilisés en tant qu’adjuvants et sont les seuls actuellement
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autorisés par la FDA, avec les vaccins à base de particules de type virus (VLP pour Virus-Like Particle)

tout récemment autorisés et détaillés ci-après.44,45 Les vaccins à base d’aluminium sont préparés soit

par précipitation des composés d’aluminium en présence de l’antigène, soit par adsorption de l’antigène

sur un gel d’aluminium préformé.46 Le choix du gel d’aluminium, Al(OH)3 ou AlPO4, est dépendant de

la charge de l’antigène à pH neutre. En effet, le phosphate d’aluminium est chargé négativement à pH

neutre, alors que l’hydroxyde d’aluminium est chargé positivement. Le maintien de la conformation de

l’antigène lors de la fabrication du vaccin semble dépendre de l’antigène, de la taille des particules d’alum

et de l’efficacité d’association de l’antigène à ces particules.47,48

Le mécanisme originel d’action supposé par Glenny49 était celui de l’effet dépôt sur le site d’injection où

les antigènes adsorbés sur les particules d’aluminium étaient libérés lentement après leur administration.46

Cette théorie a été remise en question par Holt50 qui a démontré que, même après l’excision du site

d’injection, la production d’anticorps continue suggérant donc une capture et une migration rapides

de l’antigène.46 D’autres études récentes ont corroboré cette hypothèse en démontrant que l’antigène

disparaît du site d’injection quelques heures après son administration.

Ce type d’adjuvant est particulièrement efficace pour la première immunisation en induisant une

production significative d’anticorps spécifiques de l’antigène via la réponse immunitaire Th2. Bien qu’il

permette une certaine prolifération des cellules T, la réponse Th1 est plus que modérée.2 Les adjuvants

à base d’aluminium ont d’autres limitations, telles que l’absence d’efficacité pour tout antigène (pro-

blème d’adsorption de l’antigène) et la production d’anticorps IgE responsables d’allergies, qui peuvent

induire très occasionnellement des réactions locales sévères. Toutes ces caractéristiques représentent des

limitations majeures dans le développement de certains nouveaux vaccins.51

Cependant les adjuvants à base d’aluminium restent des adjuvants économiques et ont fait leurs

preuves en vaccinant des centaines de millions de personnes, notamment contre la diphtérie, le tétanos

et la poliomyélite, avec de bonnes protections et très peu de complications rapportées. Ils restent donc

le benchmark de l’adjuvant, mais ceci implique que la recherche continue d’avancer pour trouver des

solutions au manque de réponses cellulaires (et mucosales) nécessaires pour la protection contre les pa-

thogènes intracellulaires et particulièrement les virus comme c’est le cas pour la vaccination préventive

contre le paludisme et le SIDA.38

1.2.3 Les différents types d’adjuvants

1.2.3.1 Généralités

L’intérêt des scientifiques pour les adjuvants est en constante augmentation pour plusieurs raisons51 :

1. Une douzaine de nouveaux candidats vaccins ont émergé ces dernières années pour prévenir ou

traiter des maladies infectieuses, le cancer, la fertilité, l’allergie ou encore les maladies auto-immunes.



1.2 La vaccination 21

Tous requièrent l’utilisation d’adjuvants.

2. Récemment, les vaccins sont devenus plus rentables, ce qui encourage leur utilisation.

3. La Children’s Vaccine Initiative amorcée en 1990 et la Global Alliance for Vaccines initiée en 1999

ont contribué à l’augmentation de l’intérêt politique et public envers les adjuvants, grâce à la

définition d’objectifs ambitieux concernant le renforcement de la couverture vaccinale actuelle et le

développement de nouveaux vaccins.

4. L’amélioration des techniques d’analyses biochimiques et de purification de macromolécules, le dé-

veloppement de la technologie des recombinants mais également l’amélioration de la compréhension

des mécanismes immunologiques et de la pathogénicité des pathogènes ont permis d’augmenter le

développement et l’application des adjuvants.

5. L’échec considérable des adjuvants à base d’aluminium : (i) pour augmenter la réponse immune des

vaccins à base de sous-unités de pathogène chez les animaux et (ii) pour stimuler la réponse cellu-

laire (médiée par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)), nécessaire au contrôle et à l’éradication

de pathogènes intracellulaires est un facteur de développement de nouvelles formulations vaccinales.

Pour pallier les limites des vaccins traditionnels, la recherche a développé et continue de développer

de nouvelles alternatives. Celles-ci, bien que nombreuses, sont pour la plupart encore absentes du marché

pour diverses raisons : innocuité et efficacité chez l’homme insuffisantes ou encore incertaines et faisabilité

industrielle difficile. Les adjuvants modernes peuvent être divisés en deux catégories : (i) les systèmes

particulaires de délivrance d’antigènes et (ii) les composés immunostimulants (associés aux antigènes)

(Tableau 1.4).

(i) Les systèmes particulaires de délivrance d’antigènes regroupent les sels minéraux (comme les

sels d’aluminium), les émulsions, les liposomes, les VLP, les virosomes, les complexes immunostimu-

lants (ISCOMs), les vecteurs recombinants, les particules de phosphates de calcium et les particules de

polymères. Ces dernières feront l’objet d’une attention particulière dans la section 1.3.

(ii) Les composés immunostimulants sont typiquement des lipides monophosphorylés (MPL) et leurs

dérivés synthétiques, des molécules organiques synthétiques, des saponines, des oligonucléotides et cer-

tains motifs de pathogènes.2,51

Les adjuvants doivent répondre à plusieurs critères2 :

– l’augmentation du titre d’anticorps total ou du titre d’anticorps fonctionnels

– l’induction d’une réponse immunitaire au niveau des muqueuses

– la faisabilité industrielle

– l’augmentation de la réponse la réponse immunitaire en fonction de la tranche d’âge ciblée : soit

chez les jeunes personnes, soit chez les personnes âgées
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– l’augmentation de la vitesse et de la durée de la réponse immune

– la diminution des doses et du nombre de doses de l’antigène

– le développement de combinaison de vaccins (une seule injection pour plusieurs vaccins)

Systèmes de délivrance d’antigènes Composés immunostimulants
Sels d’aluminium MPL et dérivés synthétiques
Émulsions MDP et dérivés
Liposomes Oligonucléotides (CpG...)
VLP et Virosomes ARNdb
ISCOMs PAMP alternatifs
Vecteurs recombinants Molécules synthétiques (imiquimod...)
Phosphate de calcium Saponines et dérivés
Micro- et nanoparticules de polymères

Tableau 1.4 – Adjuvants alternatifs en cours de développement, source O’Hagan2

1.2.3.2 Émulsions

– Eau dans huile : Adjuvants de Freund

Ce type de formulation consiste en l’élaboration de micro-gouttelettes d’eau, stabilisées par un ten-

sioactif, typiquement le monooléate de mannide, dans une phase continue d’huile, comme le squalène.52

Le squalène est un intermédiaire de la biosynthèse d’hormone stéroïde chez l’homme et un précurseur

du cholestérol, ce qui le rend biocompatible.53 Il existe deux types d’adjuvant de Freund : complet et

incomplet.

Freund a développé un mélange de paraffine et d’une mycobactérie tuée pour former l’adjuvant com-

plet de Freund (CFA abréviation de Complete Freund’s Adjuvant), qui reste l’un des adjuvants les plus

puissants.54 Il a l’avantage de développer une forte réponse immunitaire cellulaire, mais demeure juste-

ment trop réactif pour être utilisé chez l’homme.55

L’objectif a donc été de purifier les composantes de la mycobactérie pour aboutir, dans les années

1970, au dipeptide de muramyle (MDP), qui est le plus petit fragment actif de la mycobactérie. Cepen-

dant, même l’utilisation de ce composé purifié aboutit à un adjuvant particulièrement pyrogène et trop

toxique pour l’homme.55 Des centaines de dérivés du MDP ont été synthétisés pour obtenir l’activité

adjuvante tout en réduisant la toxicité, en vain. Les bactéries à Gram négatif possèdent généralement une

endotoxine : le lipopolysaccharide (LPS), dont la fraction lipide A du LPS est responsable du pouvoir

immunogène des bactéries. Le lipide A a donc été testé, mais présente une réactivité trop intense. Les

études ont alors convergé vers la détoxification du LPS pour aboutir à un adjuvant prometteur, le lipide A

monophosphorylé (MPL), aux propriétés adjuvantes similaires mais avec une toxicité 100 fois plus faible
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que le LPS.55,56 Le MPL est reconnu pour son interaction avec les TLR4.

En parallèle, l’idée d’utiliser cet adjuvant sans la mycobactérie est née pour aboutir à l’adjuvant

incomplet de Freund (IFA de l’anglais Incomplete Freund’s Adjuvant). L’effet adjuvant serait dû à un

effet dépôt agrémenté d’une libération lente de l’antigène. La réponse immunitaire est augmentée lorsque

l’antigène est piégé dans les gouttelettes d’eau.55 Toutefois, malgré une utilisation sur plus d’un million

de personnes en Grande Bretagne pour un vaccin contre la grippe, il a été retiré du marché, car suspecté

d’être cancérigène chez la souris.55

– Huile dans l’eau : MF59

Le MF59 consiste en une émulsion d’huile (le squalène) dans l’eau (le tampon citrate) composée

de gouttelettes de 200 à 300 nm. Sa composition comprend 4.5% de squalène (w/v), 0.5% de Tween

(polysorbate 80) (w/v) et 0.5% de Span 85 (trioléate de sorbitant) (w/v). Elle est actuellement l’une des

émulsions pharmaceutiques les plus stables.57 Cependant, cette formulation provoquerait un changement

de conformation de certaines protéines antigéniques, et notamment de la gp120, glycoprotéine antigénique

d’intérêt pour le développement d’un vaccin contre le VIH.58

Les études de toxicologie, de réactivité chez l’animal et l’homme et de faisabilité industrielle lui ont

permis d’être le seul adjuvant de taille nanométrique à avoir été autorisé depuis 1997 chez l’homme

dans l’Union Européenne en plus des adjuvants sels d’aluminium et VLP, sans l’être toutefois aux Etats-

Unis.53,59 Le MF59 provoque la polarisation de l’immunité vers la production de cellules Th2 avec des

titres d’anticorps supérieurs à ceux obtenus avec les sels d’aluminium, égaux ou supérieurs à ceux obtenus

par l’IFA et égaux ou inférieurs à ceux obtenus avec le CFA.44,57 Le MF59 active le système immunitaire

même en l’absence d’antigène. Ceci serait dû au recrutement des CPA (cellules présentatrices d’antigène)

et notamment de macrophages sur le site d’injection et à la capture importante de l’émulsion provo-

quant ainsi la production de cytokines.57,58 L’antigène lorsqu’il est piégé dans l’émulsion est donc lui

aussi capturé et présenté efficacement par les CPA. Le MF59 aurait par ailleurs un effet favorable au

développement de l’immunité cellulaire mais ceci reste dépendant de l’antigène utilisé.55,58

L’émulsion immunostimulante MF59 est actuellement produite et commercialisée par Novartis pour

le vaccin contre la grippe (Fluad)58 ou en présence d’autres adjuvants pour des vaccins contre la grippe,

contre l’hépatite B ou encore contre le virus du papillome humain, commercialisés par GlaxoSmithKline.53
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1.2.3.3 Liposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques composées d’une bicouche lipidique qui entoure un cœur

aqueux, dont la taille varie entre 50 nm et plusieurs microns. Historiquement, Gregoriadis et coll.60,61 les

ont élaborés pour encapsuler et délivrer des enzymes et des principes actifs avec l’objectif de prévenir et

de retarder leur dégradation trop rapide et de pouvoir les transporter dans des endroits cibles.

Ils peuvent être utilisés en tant que véhicules d’antigènes ou en tant qu’immunostimulants. Ils peuvent

être associés à la catégorie des VLP (détaillés ci-après), lorsqu’ils sont constitués de lipides viraux.

L’absence de toxicité est certaine lorsque ces liposomes sont produits à partir de phospholipides na-

turels retrouvés au sein des cellules de mammifères. Cependant, l’utilisation de phospholipides naturels

présente des inconvénients certains, comme une sensibilité aux enzymes phospholipidases présentes dans

notre organisme, une certaine instabilité au stockage sous forme liquide et une difficulté de production à

l’échelle industrielle associée à un fort coût de production.

En tant que tels, les liposomes composés de lipides non viraux ne sont pas immunogènes. Ils le de-

viennent indirectement lorsqu’ils présentent un ligand, un antigène ou un autre lipide immunogène à

l’organisme. L’antigène peut être encapsulé dans le cœur aqueux, piégé au sein de la bicouche lipidique

ou encore être adsorbé à la surface de la bicouche.62 Lorsqu’il est encapsulé dans le cœur aqueux, l’an-

tigène est protégé de sa dégradation naturelle dans l’organisme. Les liposomes permettent de réduire

les effets secondaires de certains immunostimulants, tels que le MDP, le LPS ou encore le MPL, en les

libérant progressivement au cours du temps.

Le pouvoir d’adjuvantation serait dû à un effet dépôt au niveau du site d’injection et à une présentation

de l’antigène durable et efficace grâce à sa libération progressive. L’immunité développée, humorale ou

cellulaire, serait dépendante de plusieurs facteurs.

Le premier est la manière dont l’antigène est associé aux liposomes. Lorsque ce dernier est associé

au cœur des liposomes par encapsulation, l’immunité humorale est davantage développée.63 Lorsque

l’antigène est retrouvé à la surface des liposomes, l’immunité cellulaire est alors privilégiée.63

Un second facteur serait la nature du lipide utilisé. En effet, lorsque l’antigène est associé à des lipides

de type acide gras insaturé, les titres d’anticorps IgG, l’incorporation de l’antigène dans les macrophages,

la digestion de l’antigène et la production d’IL-2 sont beaucoup plus importants que lorsque l’antigène est

associé à des acides gras saturés. Un autre phénomène important est la présentation efficace de l’antigène

envers les cellules T CD4+ et T CD8+, avec production d’IFN-γ par les cellules T CD8+, lorsque des

acides gras insaturés sont employés. En revanche, avec des acides gras saturés, seule la présentation aux

cellules T CD4+ est effective, avec une absence d’IFN-γ sécrété.63 L’utilisation d’antigène à la surface des

liposomes présente plusieurs avantages : une meilleure efficacité d’association de l’antigène au liposome,
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une réduction de la production d’IgE allergisants et une meilleure présentation de l’antigène aux CPA,

lorsque des ligands de type mannose sont associés à des lipides inertes.63

Aux États-Unis, des médicaments formulés à base de liposomes sont déjà sur le marché. En revanche,

aucune formulation vaccinale à base de liposomes n’a encore été commercialisée. L’utilisation de formu-

lations à base de VLP, virosome ou ISCOM, détaillées ci-après, est préférée pour des raisons de stabilité.

1.2.3.4 Particules de type virus (VLP) et virosomes

En soi, les virus sont des véhicules de 15 à 400 nm environ, qui transportent leur information génétique

par auto-assemblage de plusieurs protéines sous-unitaires au sein d’une bicouche phospholipidique.64

L’enveloppe virale est typiquement constituée de phospholipides de la membrane du cytoplasme ou du

noyau de la cellule hôte, dans laquelle peuvent être incorporées des protéines ou des glycoprotéines virales,

comme la gp41 pour le VIH. Ils ont évolué naturellement de sorte à pouvoir infecter des cellules spécifiques

de l’hôte et y délivrer leur matériel génétique. C’est donc par analogie à ces systèmes évolués que l’idée

d’utiliser des particules de type virus a émergé.

Ainsi, les VLP et les virosomes sont structurés pour mimer les mécanismes naturels de l’immunité

par les virus. Ils sont de manière générale des complexes macromoléculaires qui stimulent le système

immunitaire en libérant du matériel mimant certaines propriétés virales. Ils présentent une morphologie

et une capacité de pénétration cellulaire similaires aux particules virales infectieuses.

Figure 1.4 – Du virus aux vecteurs viraux, VLP et virosomes. (a) Le gène viral est remplacé par des
gènes d’intérêt. (b) La capside dérivée de virus est assemblée en VLP. (c) Des lipides et protéines viraux
sont reconstitués pour former des virosomes. En dessous, des images de microscopie correspondant à

chacun des systèmes. Source directe Mitragotri et coll.45
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Les VLP sont obtenues par auto-assemblage de protéines de capsides virales et sont non-infectieuses

puisque dépourvues de matériel génétique (Figure 1.4 (b)).45,64

Les virosomes, quant à eux, sont des vésicules sphériques de 20 à 150 nm, constituées d’une bi-

couche phospholipidique, contenant des glycoprotéines du virus contre lequel on souhaite vacciner (Figure

1.4 (c)).45

Ces systèmes sont connus pour stimuler les deux immunités, humorale et cellulaire.44

Les VLP sont capables d’intégrer les deux voies du CMH (CMH I et CMH II) et donc de stimuler les

cellules T CD8+, mais aussi les cellules T CD4+ et les cellules B.64

De plus, la taille des VLP semble favoriser leur capture par les cellules dendritiques (DC) par macro-

pinocytose et par endocytose.64 Les VLP sont souvent produites à partir de cellules d’insectes infectées

par un virus recombinant, typiquement le baculovirus. Les avantages de son utilisation sont une produc-

tion efficace de protéines n’appartenant pas à son génome, son incapacité à se répliquer dans les cellules

mammifères, une faible cytotoxicité et l’absence d’immunité contre ce virus chez l’homme.64

L’administration de la souche sauvage de ce virus semble être associée à la sécrétion de cytokines,

telles que le TNF-α, l’IL-6, l’IL-12 et les IFN-α/-β via l’activation des TLR9 grâce à la présence de

motifs CpG dans son ADN, ce qui suggère la présence de ce virus lors de la récupération des VLP.64

Les impuretés présentes après purifications sont donc suspectées d’être en partie à l’origine du pouvoir

d’adjuvantation des VLP.

Deux vaccins à base de VLP contre l’hépatite B se sont vus accordés leur licence pour un usage chez

l’homme : le Recombivax (Merck) et l’Engerix-B (GlaxoSmithKline). Bien que très efficaces (90-95% de

patients répondant au vaccin), ils peuvent souffrir d’une faible immunogénicité. Les vaccins de type VLP

les plus récemment commercialisés et approuvés par la FDA sont le GardasilR© (Merck) et le Cervarix

(GlaxoSmithKline), pour la prévention du cancer du col de l’utérus et des condylomes génitaux provo-

qués par certains virus du papillome humain.44,45 Ce type de vaccin permet de développer de hauts titres

d’anticorps neutralisants, qui permettent de protéger le patient contre l’infection.65

Des vaccins à base de virosomes ont déjà atteint le marché depuis la fin des années 90. Le vaccin

contre l’hépatite A EpaxalR© (Crucell) est le premier autorisé dans plusieurs pays européens, asiatiques

et sud-américains. Il est possible d’être vacciné contre la grippe par les vaccins Inflexal VR© (Crucell) et

Invivac (Solvay Influenza Vaccine).

Ils sont constitués de virosomes de grippe reconstituée obtenus par solubilisation du virus de la grippe

dans des détergents et reconstitution en virosomes en présence de deux glycoprotéines (l’hémagglutinine

(HA) et la neuraminidase (NA)), de phospholipides et de phosphatidylcholines (lécithine), naturellement

présentes chez l’homme. Les deux glycoprotéines, HA et NA, permettent la stabilisation de la structure de



1.2 La vaccination 27

ces virosomes mais surtout la fusion de ces particules avec les DC ainsi que la présentation de l’antigène

par le CMH I et le CMH II, via la liaison de la HA avec les récepteurs d’acide sialique des CPA.64 La

glycoprotéine de la grippe entraîne aussi l’opsonisation des virosomes et par conséquent leur capture par

les cellules de l’immunité.66 L’avantage du vaccin InflexalR© est son administration sans risque et efficace

pour toutes catégories d’âges confondues, de l’enfant à la personne âgée.39

Ces systèmes sont aussi une plateforme de particules facilement modifiables au cœur et en cou-

ronne.67,68 Il existe cependant une limitation importante, commune à de nombreux adjuvants : l’absence

d’universalité d’utilisation. En effet, chaque nouvelle formulation nécessite la production de nouvelles

particules et chaque adjuvant biologique dérivant d’un virus doit être étudié afin d’en déterminer tous

les effets secondaires. De plus, comme expliqué précédemment, en fonction des cellules utilisées pour leur

production, la présence d’impuretés reste inévitable et peut provoquer des immunisations très différentes.

1.2.3.5 Vaccins vectorisés par des virus

Les vaccins vectorisés par des virus (viral vectored) sont des virus non répliquants, dans lesquels

une partie du matériel génétique du pathogène d’intérêt a été introduite. Ils sont aussi appelés virus

recombinants vivants.44 Ces vaccins ont l’avantage d’être facile à produire et de posséder un bon profil

d’innocuité. De plus, ils induisent généralement de fortes réponses immunitaires cellulaire et humorale

puisque d’origine virale. Plusieurs vecteurs viraux existent, tels que l’adénovirus (Ad), le virus de la vac-

cine Ankara, le virus de la variole du canari.69

Une phase clinique II, proposée par Merck, a été réalisée sur 3 000 patients séronégatifs au VIH, en

2005 avec l’utilisation d’un adénovirus recombinant (rAd5), exprimant certains gènes clés du VIH de

type 1 (gag, pol et nef).70 Le virus adénovirus 5 (Ad5) est un virus inoffensif puisque responsable de

pharyngite.

Chez les participants séronégatifs aux virus Ad5, le taux de contamination par le VIH était le même

pour les participants ayant reçu le placebo ou le vaccin testé. En revanche, la vitesse de contamination a

été deux fois plus rapide chez les participants masculins séropositifs à Ad5 ayant reçu le candidat vaccin

que chez les personnes ayant reçu le placebo.70

Malgré un bon profil de sécrétion d’IFN-γ, ce vaccin n’empêche ni l’infection ni la diminution de la

virémie (charge virale dans le sang) après contamination.70 Plusieurs hypothèses sont en cours d’étude

pour comprendre cet échec. L’hypothèse retenue est que les personnes, ayant été immunisées au préalable

contre l’adénovirus 5, ont probablement développé une réponse immunitaire cellulaire très importante,

lorsque le vecteur a été administré. Or le VIH infecte plus aisément les cellules T CD4+ activées et s’y
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réplique plus facilement. Ainsi, avec l’augmentation potentielle de cellules T CD4+ causée par l’admi-

nistration du vecteur rAd5, la contamination a été deux fois plus rapide chez les patients séropositifs à

l’Ad5 ayant reçu le candidat vaccin que chez les personnes ayant reçu le placebo.

Une phase III a été effectuée sur 16 000 Thaïlandais séronégatifs au VIH entre 2003 et 2005, pour

étudier un système de ”prime” (amorce) (ALVAC-HIV, virus recombinant (gènes exprimés : gag, pol, env

et gp120), Sanofi Pasteur) et de ”boost” (rappel) (AIDSVAC B/E, sels d’aluminium avec la glycoprotéine

recombinante rgp120, Global Solutions for Infectious Diseases).71

Peu de réactions locales sévères attestent de l’innocuité de ce candidat vaccin.71 L’apport d’un tel

vaccin sur la virémie et le nombre de cellules T CD4+ après infection est nul, aucune différence n’étant

à constater entre le placebo et le vaccin étudié.

Toutefois, il a été démontré une efficacité sur la prévention de la contamination de 26.4%.71 Ceci est

bien évidemment insuffisant pour accepter ce vaccin sur la marché, mais démontre cependant une avancée

considérable, puisqu’alors aucune protection n’avait encore été obtenue contre le VIH par la vaccination.

1.2.3.6 Complexes immunostimulants

Ces complexes immunostimulants sont communément appelés ISCOM lorsque l’antigène (classique-

ment une protéine hydrophobe de membrane) est piégé dans une cage d’environ 40 nm, composée de

cholestérol, de phospholipide et d’un immunostimulant comme la saponine Quil A. Le système général

sans antigène est commercialisé sous le nom ISCOMATRIXTM. Le cholestérol et la saponine interagissent

pour former des anneaux micellaires, qui forment des cages en présence des phospholipides.72

L’antigène peut être associé à la région hydrophobe des ISCOMATRIX. Les systèmes peuvent être

modifiés pour obtenir des surfaces chargées négativement ou positivement. L’antigène peut aussi être

modifié pour être rendu plus hydrophobe ou pour être chélaté à des métaux ioniques.72

Leurs mécanismes d’action conjuguent la présentation d’antigène par les CMH I et CMH II et le

pouvoir immunomodulateur de la saponine. Leur composition lipidique et leur nature de type particule

leur permettent d’intégrer très facilement l’antigène dans les cellules en favorisant son endocytose dans

les DC, les monocytes et les macrophages. Ils ont la capacité d’induire pour un large panel d’antigènes

une forte réponse humorale ou cellulaire spécifique de l’antigène utilisé.72 Le développement des réponses

humorale et cellulaire est rapide, durable pour la réponse des anticorps, même en présence de faibles

concentrations d’antigène. Ces systèmes ont l’avantage de développer une réponse des lymphocytes T

cytotoxiques mémoires spécifiques de la grippe, contrairement à d’autres adjuvants. Le système en soi

est immunostimulant puisque des cytokines inflammatoires semblent être sécrétées même en l’absence
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d’antigène, grâce à la présence de saponine qui permet de stimuler les cellules dendritiques et d’initier

l’immunité adaptative spécifique.72 Les ISCOM et ISCOMATRIXTM ont aussi le potentiel d’induire une

réponse mucosale et la capacité spéciale de provoquer une réponse intense et durable des cellules T CD4+

et T CD8+ et/ou des cellules T cytotoxiques chez le primate et chez l’homme.72

1.2.3.7 Nanoparticules de phosphate de calcium

Il s’agit de particules inférieures au micron, obtenues par combinaison de chlorure de calcium, de

phosphate de sodium et de citrate de sodium. Le phosphate de calcium étant naturellement présent dans

notre organisme, le problème de sécurité est réduit. L’absence de toxicité a été vérifiée en phase clinique

I. Ce système présente un fort potentiel pour l’induction d’une immunité des muqueuses et notamment

contre le virus de l’herpès simplex de type 2 (VHS-2). Actuellement, il est en phase pré-clinique pour

des vaccins contre l’anthrax, le virus de l’hépatite B (VHB), la grippe (aviaire et saisonnière) et contre

le VHS-2.44

1.2.3.8 Composés immunostimulants (ou immunomodulateurs)

Comme détaillé dans les généralités de l’immunité, il existe de nombreux PRR (TLR, NLR, CLR)

répondant à une large gamme de PAMP. La découverte et la compréhension de ces interactions ont

permis de dresser un panel de composés naturels ou synthétiques, qui permettent de moduler l’immunité

en envoyant des ”signaux dangers” comme le font les pathogènes.

Une grande partie de ces composés sont des ligands des TLR : lipide A monophosphorylé (MPL),

séquence d’ADN CpG, et molécules organiques de type imidazoquinoline.

- Le lipide A monophosphorylé, ou 3-O-desacyl-4-monophosphoryl lipid A (MPL, R595) est un

agoniste du récepteur TLR-4. Il est extrait d’un lipopolysaccharide (LPS) détoxifié chimiquement de

Salmonella minnesota.39 Le MPL agit comme le LPS, puisqu’il appartient à la partie lipide A : fragment

immunogène du LPS. Son administration stimule l’expression de molécules co-stimulantes et de cytokines,

permettant une augmentation quantitative et qualitative des réponses humorale et cellulaire en fonction

de l’antigène employé.39,52

- Certains TLR répondent positivement aux séquences d’ADN microbien. Des séquences immuno-

stimulantes de ces ADN ont donc été extraites pour amplifier les réponses immunitaires adaptatives.

L’utilisation de motifs CpG de l’ADN, excellents agonistes des TLR9, entraîne la sécrétion de cytokines

inflammatoires telles le TNF-α, l’Il-1, l’Il-6, l’IFN-α et l’IFN-γ, avec une polarisation de la réponse vers
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Th1 et le développement des réponses CTL.

- Des composés organiques de type imidazoquinoline, comme l’imiquimod et le resiquimod, se lient

aux TLR7 et TLR8, respectivement, pour provoquer une forte activité antivirale par mime de l’infection

naturelle par les ARN. L’imiquimod a la capacité d’augmenter les réponses des cellules T et d’apporter

une immunité protectrice anti-virale chez la souris.73 La co-délivrance d’imiquimod dans un vaccin per-

mettrait d’augmenter la durée et la protection contre les récurrences dans un modèle animal d’infection

à VHS.74

D’autres molécules se sont révélées intéressantes, comme la saponine ou certaines cytokines.

- La saponine naturelle Quil A est extraite d’un arbre sud-américain mais présente une trop forte

réactivité. Le Quil A a été purifié pour obtenir le QS21. Ce dernier permet d’accroître la présentation

d’antigène par les CPA, provoquant une augmentation des réponses cytotoxiques et une sécrétion de

cytokines favorisant les réponses Th1 et Th2. Malgré des résultats préliminaires qui concluaient sur son

utilisation acceptable chez l’homme, il s’avère que les cellules présentes sur le site d’injection sont forte-

ment lysées.39 Différentes saponines peuvent être utilisées pour orienter la réponse soit en Th1 soit en

Th2.75

- Les cytokines font partie intégrante de la composante chimique permettant la régulation de l’im-

munité. Leur administration en tant que telle pourrait entraîner de violentes réactions inflammatoires.

L’objectif est donc d’extraire les séquences peptidiques actives de certaines cytokines, afin d’être utilisées

en amont de la réponse immune. Ainsi, Beckers et coll.76 ont démontré que le nonapeptide VQGEESNDK

(position 163-171 de la séquence de l’IL-1β) couplé à une protéine antigénique pouvait augmenter l’im-

munogénicité de cette dernière in vivo. Travailler avec le peptide et non l’IL-1β dans sa totalité permet de

s’affranchir des propriétés pyrogènes et/ou pro-inflammatoires tout en conservant le pouvoir immunosti-

mulant de toute la cytokine.77 Cependant, l’administration de peptides nécessite l’emploi de formulations

particulières avec leur couplage ou leur encapsulation dans des véhicules afin d’éviter leur dégradation

prématurée.

1.2.4 Conclusion

La vaccination par l’utilisation de systèmes soit à base de pathogène vivant atténué soit à base de

pathogène tué adjuvanté par des sels d’aluminium a atteint ses limites en ne permettant pas le déve-

loppement de formulations vaccinales efficaces et sans danger contre le VIH, le virus de l’hépatite C ou
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encore contre le Plasmodium (responsable du paludisme) par exemple.

Quelques formulations ont réussi à franchir la barrière des organismes FDA (Food and Drug Ad-

ministration) et EMA (European Medicines Agency) depuis une dizaine d’années, comme le MF59, les

virosomes et les VLP dans certains cas précis. Cependant ils ne suffisent pas encore pour le développement

de candidats vaccins contre les infections chroniques citées ci-avant.

Les chercheurs, qui s’emploient à développer des vaccins contre le VIH notamment, ont fait face

récemment à des échecs importants lors de phases cliniques. Des systèmes de vecteurs recombinants

présentent des résultats mitigés, entre complète défaillance et dangerosité, avec l’utilisation du virus re-

combinant rAd5,70 et immunisation partielle, avec l’utilisation des systèmes ALVAC-HIV et AIDSVAX

B/E.71 Les échecs de vaccins pourraient être évités si (i) il existait des modèles animaux fiables et (ii)

si tous les mécanismes immunitaires nécessaires, pour éradiquer ou a minima contrôler, le pathogène

étaient bien connus.78

De nombreux adjuvants sont toujours à l’étude, entre le stade recherche et les phases cliniques.

Plusieurs limitations sont cependant à constater : faible immunogénicité, instabilité au stockage, diffi-

culté de transposition d’échelle, absence fréquente de modèles animaux adéquats et manque d’efficacité

pour une large gamme d’antigènes.

Actuellement les sels d’aluminium restent la valeur sûre en terme d’innocuité, puisque nous avons plus

de 80 ans de recul sur leur utilisation. Les nouveaux adjuvants tels que le MF59, les VLP et les virosomes

commencent eux aussi à prouver un bon profil de sécurité sur une décennie. La recherche de nouveaux

adjuvants ne pose plus de problème avec les avancées considérables en biotechnologies. Néanmoins, le

ralentissement dans le développement d’un vaccin est surtout la conséquence de phases de développe-

ment et cliniques qui se doivent d’être plus longues pour s’assurer que le candidat vaccin est efficace et

non toxique. Ainsi nous pouvons constater qu’en 30 ans, la répartition du temps des différentes étapes

d’élaboration d’un vaccin s’est complètement modifiée, en mettant l’accent sur l’évaluation des profils de

sécurité, comme en témoigne la Figure 1.5.78

Avec les progrès effectués sur la compréhension des phénomènes d’interaction pathogène/organisme,

la tendance actuelle est au mime artificiel de la structure du pathogène en y incorporant des éléments à

l’origine de l’activation de notre immunité. C’est grâce à cette stratégie que les vecteurs viraux recombi-

nants, les VLP et les virosomes ont pu être développés et ont démontré leur efficacité.



32 Étude bibliographique

Les systèmes à base de nano- ou microparticules de polymères, dans lesquels peuvent être incorpo-

rés des antigènes afin d’éviter leur dégradation prématurée (et donc la perte du pouvoir immunogène),

constituent une plateforme prometteuse d’adjuvants modulables avec un profil de sécurité facilement

contrôlable. Une large gamme d’antigènes et de composés immunostimulants peuvent être incorporés à

ces vecteurs, permettant de composer des structures particulaires ”mimes” d’un pathogène donné, comme

nous allons le voir dans la suite de cette étude bibliographique.

Figure 1.5 – Évolution de la répartition du temps d’élaboration d’un vaccin entre sa découverte et son
développement depuis 30 ans, source Rappuoli et coll.78

1.3 Les adjuvants à base de particules de polymère

Les nano- et microparticules sont des colloïdes solides dispersés dans l’eau, très souvent sphériques, de

10 à 1000 nm et de 1 à 100 µm, respectivement. Toujours dans une optique d’augmentation de délivrance

et de présentation d’antigène, les nano- et microparticules représentent une alternative intéressante et

notamment dans l’élaboration de vaccin à dose unique. L’étude des particules de polymères en vaccination

a commencé avec les microparticules (MP), mais l’utilisation des nanoparticules (NP) est en plein essor,

puisqu’elles sont capturées plus facilement que les microparticules dans les compartiments intracellulaires

et qu’elles pénètrent les couches mucosales.79 Les nanoparticules peuvent être divisées en deux catégories :

les nanosphères et les nanocapsules. Les premières sont des particules présentant une matrice polymère,
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pouvant être poreuse, les secondes sont des vésicules avec un cœur liquide entouré par une membrane de

polymère.80 Le polymère doit répondre aux exigences de biocompatibilité et de bioélimination auxquelles

peut s’ajouter la biodégradabilité. Nous décrivons ici les principaux systèmes étudiés comme adjuvants à

base de polymères naturels et synthétiques.

1.3.1 Polymères naturels

Les polymères naturels particulièrement utilisés pour l’élaboration de NP comme vecteur de vacci-

nation sont typiquement des polysaccharides : chitosane et dextrane et dans une moindre mesure les

β-glucanes et les mannanes.

Le chitosane est un polysaccharide linéaire, non toxique et biodégradable, comprenant des motifs

d-glucosamine et N -acétyle-d-glucosamine, liés par des liaisons glycosidiques β-(1-4) (Figure 1.6).81

Figure 1.6 – Structure chimique du chitosane

Le chitosane est produit par hydrolyse enzymatique ou chimique des groupes N -acétyl de la chitine

ou désacétylation. La chitine est retrouvée en grande quantité dans la cuticule des arthropodes : insectes,

arachnides, crustacées (crabe, homard, crevette et endosquelette des calamars). La principale source reste

les exosquelettes de crevettes. La chitine est alors déminéralisée par traitement à l’acide chlorhydrique,

puis déprotéinée en présence de soude ou de potasse, pour être éventuellement décolorée par un agent oxy-

dant tel que le permanganate de potassium. Le chitosane est dégradé in vivo par des enzymes, telles que

le lysozyme et la chitosanase, en oligomères puis en résidus N -glucosamine, endogènes au corps humain.81

Cependant la biocompatibilité et la biodégradabilité restent dépendantes de plusieurs facteurs, dont le

degré de déacétylation puisqu’au-delà de 70% le chitosane est peu dégradé.81 L’utilisation du chitosane

est intéressante pour ses propriétés reconnues de muco-adhésion, d’augmentation de la perméabilité des

muqueuses au niveau des cellules épithéliales et de diminution de la vitesse de clairance par les cils des

muqueuses.82,83 Le chitosane peut être associé à de l’ADN ou à des sous-unités de pathogènes pour former

soit des complexes soit des particules, qui se révèlent tout aussi efficaces que le LPS pour la maturation

des cellules dendritiques (seuls ils ne provoquent aucune maturation), induisant une immunité protectrice

des muqueuses84 et favorisant leur capture par les cellules présentatrices d’antigène.83 Des particules de
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chitosane, encapsulant une protéine, peuvent être obtenues selon différentes voies : gélation ionique avec

le polyanion tripolyphosphate, précipitation ou coacervation.85

Le sulfate de dextrane est un glycopolymère composés de motifs α-d-glucose, reliés par des liaisons

glycosidiques α-(1-6), pouvant présenter de nombreux branchements liés en (1-6) et (1-4), dont la charge

négative est assurée par la présence de sulfates. L’association du chitosane chargé positivement au sulfate

de dextrane chargé négativement permet d’obtenir des complexes poly(électrolytes) dans des conditions

douces, dans lesquels ou à la surface desquels peuvent être associés des peptides et/ou protéines pour

aboutir à des vecteurs efficaces de ces biomolécules.86 Bachelder et coll.87,88 ont transformé les fonctions

hydroxyle du dextrane en acétal, pour aboutir à un polymère hydrophobe et pH sensible, qui a été utilisé

pour la préparation de MP, dans lesquelles peuvent être encapsulées l’imiquimod (ligand des TLR7). Ce

dernier encapsulé dans les MP induit une immunostimulation plus importante que sous sa forme libre.

La même équipe a exploité la click chemistry avec la cycloaddition 1,3 dipolaire entre un azoture et un

alcyne pour synthétiser des particules de dextrane acétal fonctionnalisées en surface par du d-mannose

et encapsulant en leur cœur une protéine antigénique modèle (ovalbumine).89 Ces particules mannosylées

se sont révélées améliorer la présentation de l’antigène par les DC via le CMH I, en comparaison avec les

particules non mannosylées.

Les β-glucanes contiennent généralement des chaînes de β-d-glucose liées en β-(1-3), qui peuvent

présenter des greffages de glucane en β-(1-6).75 La distribution et la taille des chaînes sont dépendantes

de la source biologique. Ils sont facilement purifiables, présentent une faible variabilité moléculaire, sont

stables sur une large gamme de pH et de température, ont une charge neutre en solution aqueuse et

présentent un temps de demi-vie long en raison de l’absence de β-glucanase chez les vertébrés et de

β-hydrolase chez l’homme. Des particules de β-glucanes sont obtenues par une série d’extractions acido-

basiques de la paroi des levures. La fraction β-glucane (1-3) est insoluble dans l’eau et forme alors des

particules. Une protéine peut être encapsulée dans ces particules90 ou peut être adsorbée à leur surface.91

Les β-glucanes ne provoquent pas de réponse allergique et ne présentent pas d’anticorps inhibiteurs ou

compétitifs anti-β-glucane chez les mammifères.92 La FDA les considère comme ayant un bon profil d’in-

nocuité. Les β-glucanes semblent posséder une fonction d’inhibition d’infection par certaines bactéries,

champignons, protozoaires, virus et même contre certains types de tumeurs.92 Plusieurs récepteurs sont

associés à la reconnaissance de ce type de polysaccharides, tels que le lactosylcéramide, les récepteurs des

LDL (” low-density lipoproteins”), les TLR2 et TLR6, la dectine-1 chez la souris, homologue du récepteur

β-glucane chez l’homme. Cependant pour être complètement efficace, il peut être nécessaire de les asso-

cier à des vecteurs comme par exemple les émulsanes composés de trois sucres aminés : d-galactosamine,

acide de d-galactosaminouronique et l’hexose de didéoxydiamino, dans les travaux de Castro et coll.92
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Les mannanes sont des polyoses retrouvés naturellement à la surface de bactéries et de champignons.

Ils sont intéressants puisqu’ils se lient aux DC-SIGN, aux TLR4 des DC et aux récepteurs au mannose

des cellules de l’immunité. Leur interaction avec ces récepteurs permet de déclencher et d’augmenter la

réponse Th1.13,52 Ils peuvent être utilisés pour saturer les récepteurs au mannose et les DC-SIGN in

vitro.93,94 Le mannane est souvent associé soit à des antigènes,95,96 soit à des lipides pour former des

particules solides de lipides afin de favoriser le ciblage des DC et des macrophages.97 Tang et coll.98 ont

démontré qu’en fonction de l’oxydation ou de la réduction du mannane, la réponse peut être orientée

Th1 ou Th2 et ils ont associé le mannane à des vaccins pour l’immunothérapie de cancer. De plus, des

nanoparticules de poly(ε-caprolactone)-poly(éthylène glycol)-poly(ε-caprolactone) (PCL-b-PEG-b-PCL)

recouvertes de mannane permettent d’augmenter la réponse immunitaire humorale selon les travaux de

Gou et coll.99

1.3.2 Polymères synthétiques

Les polymères synthétiques possèdent plusieurs avantages par rapport aux polymères naturels, comme

une très bonne reproductibilité des lots, des coûts de préparation restreints, des propriétés faciles à ajuster

via des méthodes de synthèse généralement bien contrôlées et l’absence d’épitopes potentiellement anti-

géniques ou allergisants, qui peuvent être présents dans les polymères naturels, même après purifications,

lors de l’utilisation de dérivés animaux ou végétaux.42 Les polyesters aliphatiques, les polyanhydrides100

et les poly(acides aminés) constituent les trois grandes familles de polymères synthétiques utilisés pour

la vaccination.101

Les polyesters aliphatiques pour un usage chez l’homme comprennent entre autres le poly(ε-caprolactone)

(PCL), le poly(acide lactique) (PLA), le poly(acide glycolique) (PLG) et le copolymère poly(lactide-co-

glycolide) (PLGA) (Figure 1.7 (a), (b) et (c)). Nous nous intéressons ici uniquement à ces polyesters

aliphatiques et plus particulièrement aux particules de PLA et de PLGA, qui sont les plus reportées pour

le développement de nouvelles formulations vaccinales.

(a) PLA (b) PGA (c) PLGA (d) PCL (e) Polyanhydride

Figure 1.7 – Structures chimiques de polyesters aliphatiques et de polyanhydrides
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Plusieurs méthodes permettent d’accéder à des NP et MP de PLA/PLGA (et seront détaillées dans

la section 4.1) ; elles sont dépendantes du caractère hydrophobe/hydrophile du principe actif à encapsuler

(ici l’antigène ou un ligand).

(i) Si l’antigène (ce qui est plutôt rare) est hydrophobe, il sera encapsulé au sein de la matrice

polymère grâce à la formation de particules suivant des méthodes de précipitation/évaporation de solvant,

d’émulsion (huile dans l’eau)/évaporation de solvant ou encore de dialyse.

(ii) Si l’antigène est hydrophile, la méthode de choix pour son encapsulation est celle de la double

émulsion (eau dans l’huile dans l’eau).102

L’adsorption d’antigènes103 (ou de ligands) sur les particules est une approche possible pour les dif-

férentes méthodes reportées ci-dessus.

1.3.2.1 Biocompatibilité et biodégradabilité

Les profils de biocompatibilité et de biodégradabilité du PLA et du PLGA sont bien connus puis-

qu’utilisés depuis de nombreuses années en tant que matériaux de suture résorbable (commercialisation

du premier produit à base de PLGA en 1970) et de système de délivrance de principes actifs.104,105 Ils

sont approuvés par la FDA. Environ 12 produits à base de microsphères ou d’implants de PLGA sont

commercialisés dans 10 compagnies différentes à travers le monde.59

Les PLA/PLGA sont biodégradables par hydrolyse in vitro et in vivo des fonctions ester en résidus

acide lactique et/ou acide glycolique, qui sont intégrés dans le cycle cellulaire de Krebs pour être poten-

tiellement éliminés en CO2. La fonction cellulaire n’est pas transformée suite à la prise en charge d’acides

lactiques et glycoliques tant que leur apparition et donc la vitesse de dégradation du polymère restent

modérées.

Les particules de PLGA inférieures à 300 microns subissent une dégradation homogène au cœur et en

surface par érosion en masse des sphères.106,107 De nombreux facteurs influencent la vitesse de dégradation

de ces particules de PLA/PLGA, tels que le ratio de monomères LA/GA, la dimension des particules, la

masse molaire, etc ...108

L’augmentation du ratio LA/GA du PLGA utilisé pour l’élaboration de particules améliore leur

longévité en raison de la liaison ester de l’acide lactique moins susceptible à l’hydrolyse que celle de

l’acide glycolique.109 De même l’utilisation de poly(l-lactide) au lieu de poly(d,l-lactide) provoque une

dégradation plus lente, en raison de la cristallinité du poly(l-lactide) qui rend plus difficile la pénétration

de l’eau au sein de la matrice de polymère et diminue par conséquent sa vitesse d’hydrolyse.
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1.3.2.2 Propriétés adjuvantes

En tant que telles, les particules de polyesters aliphatiques sont peu immunogènes. L’objectif princi-

pal a été le même que pour leur utilisation en thérapie, i.e. protéger, vectoriser et libérer l’antigène de

manière contrôlée. Ainsi il a été démontré que l’administration d’antigènes piégés dans des microparticules

de PLGA permet d’induire des immunisations efficaces systémique et mucosale.105 C’est donc l’encapsu-

lation ou l’adsorption d’antigène au cœur ou à la surface des particules qui rend le système immunogène.

L’encapsulation d’antigènes dans des MP de PCL semble induire une réponse immunitaire très modérée,

avec l’absence d’anticorps neutralisant par voie orale ou intranasale, à l’inverse des particules de PLGA.110

Les mécanismes d’adjuvantation, comme pour de nombreux adjuvants, sont peu connus, mais il est

fait l’hypothèse que les particules agissent :

– suivant un effet dépôt de l’antigène, qui est progressivement libéré sur plusieurs semaines voire

plusieurs mois,52

– en induisant une inflammation qui permet le recrutement des CPA102 et

– en induisant la phagocytose de l’antigène associé aux particules.111

Le pouvoir d’adjuvantation de ces systèmes semble être largement dû à leur capture par les cellules

dendritiques, la délivrance d’antigènes suivie de leur digestion et de leur présentation selon les deux voies

CMH I et CMH II, avec l’induction de réponses humorale et cellulaire satisfaisantes.57 Les nanoparticules

(NP) de PLA/PLGA dans lesquelles sont encapsulées des protéines semblent faire intégrer leur antigène

dans la voie du CMH I et induisent une réponse humorale plus faible que les MP.112,113

Un des atouts de la vectorisation par l’encapsulation d’antigènes dans les particules est leur capacité à

les libérer suivant un mode continu ou pulsé, mimant ainsi les doses répétées des plannings de vaccination

traditionnelle, dans une optique de vaccin à dose unique.114 Lorsqu’une protéine ou un principe actif

est encapsulé dans les particules de PLA/PLGA, il semble se produire une libération en deux temps.

Les travaux de Panyam et coll.115 sur le relargage de la BSA (Bovine Serum Albumin), encapsulée dans

des particules de PLGA de tailles variées, semble indiquer un ”burst” initial (libération rapide d’une

forte quantité), accompagné d’une phase, où la protéine est peu, voire pas du tout libérée. L’intégrité de

l’antigène peut être touchée soit pendant le processus d’encapsulation,116 soit lorsqu’il est administré et

que le processus d’hydrolyse se met en place, provoquant alors un micro-environnement acide au cœur

des particules pouvant dénaturer l’antigène,115,117 ou encore pendant le stockage.4 Or selon la FDA, un

produit pharmaceutique est considéré stable, lorsqu’il ne se détériore pas à plus de 10 % après 2 ans.

Différentes stratégies ont été alors adoptées pour augmenter la stabilité d’une protéine encapsulée
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dans des nanoparticules et le maintien de sa conformation. La plupart consiste en l’ajout d’additifs, tels

que des polymères (poly(éthylene glycol) PEG), des sucres, des tensioactifs, des protéines, des alcools,

des acides aminés ou encore des sels.116

Une alternative est l’adsorption de protéines à la surface des particules. Cette approche est moins

sujette à la dégradation de l’antigène puisque celui-ci est simplement post-adsorbé sur les NP préala-

blement préparées. Le passage de l’antigène du cœur à la surface des particules ne semble pas altérer

la qualité de la réponse immunitaire. En effet, l’adsorption de protéines à la surface de vecteurs à base

de PLA induit une réponse cellulaire importante.5,118 L’adsorption de la p24 du VIH à la surface de

nanoparticules de PLA chargées négativement permet d’obtenir une réponse sérologique puissante chez

la souris, le lapin et le macaque, mais aussi une réponse forte des cellules T cytotoxiques avec la sécrétion

de cytokines Th1 (IFN-γ, IL-2) chez la souris et d’IFN-γ produit par les cellules T CD4+ et T CD8+

chez le macaque.119,120 Les travaux de Lamalle-Bernard et coll.103 offrent même des perspectives de co-

adsoprtion, puisque celle de la p24 et de la gp120 sur des NP de PLA anioniques permet d’induire de

bonne réponse humorale anti-p24 et anti-gp120 sans toucher à l’intégrité des deux antigènes. Les travaux

de Guillon et coll.121 montrent cependant que l’adsorption d’antigène, bien qu’elle ne touche pas à l’am-

plitude du titre d’anticorps, peut modifier en revanche le spectre d’anticorps produits, puisque certaines

parties des protéines peuvent être masquées et que la libération de la protéine antigénique peut être lente.

De plus, Primard et coll.122 ont démontré que des NP de PLA d’environ 200 nm sont capables de

traverser des muqueuses modèles ex vivo et in vivo, faisant la preuve du concept que l’administration

orale par gavage permettrait aussi de faire passer les particules à travers la muqueuse intestinale, sans

dégrader le système. Ceci est très intéressant dans l’optique de développer un vaccin contre les maladies

des muqueuses telles que le VIH, la maladie de Crohn ou les maladies colorectales.

La charge de surface des NP de PLA est généralement négative, en raison du procédé de synthèse

du PLA qui entraîne l’apparition de fonctions acide carboxylique (déprotonées à pH neutre) présentes

en bout de chaîne de PLA. Des modifications de surface peuvent être effectuées pour obtenir des NP

cationiques, par adsorption de polycation à la surface des NP, comme le poly(éthylènimine), le chitosane

ou encore le poly((2-diméthyl-amino)éthyl méthacrylate).123,124 Rendre les particules cationiques est in-

téressant, lorsqu’on souhaite adsorber, condenser et stabiliser des acides nucléiques, dans une optique de

vaccination ADN.125
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1.3.3 Vers des nanoparticules biomimétiques

1.3.3.1 Généralités

Avec les progrès effectués dans les domaines de l’immunologie et des biotechnologies, la recherche

tend à développer des systèmes en s’inspirant des pathogènes, puisqu’ils ont développé des mécanismes

efficaces pour envahir notre organisme tout en essayant de contourner notre immunité.45 Ils demeurent

donc les systèmes les plus compétents pour stimuler et activer notre immunité. S’inspirer de ces systèmes

et développer des systèmes biomimétiques (du latin bio : vie et mimesis : imiter) est donc complète-

ment justifié. Jusqu’alors lorsque le vaccin vivant atténué ne pouvait être utilisé, l’utilisation de vaccins

inactivés agrémentés de sels d’aluminium pour augmenter la réponse immunitaire était la seule option

envisageable. Néanmoins, l’utilisation de ces systèmes ne permet d’obtenir que des réponses humorales,

efficaces certes, mais exemptes de réponses cytotoxiques. La conception de vaccins par analogie de struc-

ture au virus a clairement fait ses preuves en études pré-cliniques et en usage chez l’homme. Des systèmes

de mime, tels que les vecteurs viraux, les virosomes et les VLP, ont vu le jour et permettent généralement

d’obtenir des titres élevés d’anticorps et d’excellentes réponses cellulaires cytotoxiques.45

Les NP et MP de polymères sont des plateformes technologiques, dont la taille et la forme peuvent

être bien maîtrisées. Grâce à leur taille et leur forme sphérique les nanoparticules de PLA représentent

ainsi d’excellents analogues structuraux aux virus.

Cependant, les particules de PLA sont complètement dépourvues de tout le matériel nécessaire pour

aboutir aux mêmes mécanismes de reconnaissance qui s’établissent entre l’hôte et le pathogène. Or un

pathogène véhicule de nombreux ligands, spécifiques ou non sur sa surface et en son cœur, comme nous

l’avons vu dans la section 1.1.2.

Afin de copier la nature, la recherche s’emploie à développer, de plus en plus, des particules de

polymères possédant un ou plusieurs ligands. Nous avons déjà vu que l’ajout de protéines antigéniques

dans le cœur ou à la surface des particules permettait d’augmenter les réponses immunitaires dirigées

contre l’antigène employé. Des ligands de PRR propres aux cellules de l’immunité et particulièrement aux

cellules dendritiques, pivots de l’immunité peuvent également être associés aux particules111,126 pour en

améliorer leur potentiel vaccinal.

Ainsi dans une optique de mime, la préparation de particules génériques adjuvantes peut être envisa-

gée. De manière logique, les éléments qui sont retrouvés dans la matrice du pathogène (ou leurs analogues

synthétiques), généralement hydrophobes, pourront être préférentiellement encapsulés. L’encapsulation

d’une large gamme de biomolécules est facilement réalisable dans les nanoparticules en choisissant une

méthode appropriée d’élaboration de particules, dépendante de la nature chimique du ligand à piéger.

Les ligands de surface des pathogènes pourront être retrouvés à la surface des particules. Ces différentes
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stratégies ont pour objectif d’obtenir des systèmes polyvalents d’adjuvants, comme exposé dans la Figure

1.8, qui peuvent activer différents PRR.

(a) Structure du VIH (b) Structure générique
polyvalente

Figure 1.8 – Biomimétisme de structures entre le VIH, donné en exemple, et les systèmes génériques
de particules en développement pour mimer les structures de pathogènes, où des biomolécules naturelles

ou synthétiques se retrouvent au cœur ( ) et à la surface (N) des particules.

1.3.3.2 Fonctionnalisation de surface

À l’inverse de la fonctionnalisation de surface par adsorption de protéines antigéniques (plusieurs

milliers de Da), il est préféré le couplage covalent pour la fonctionnalisation de surface par des ligands

qui sont généralement de petites molécules (quelques centaines de Da). Cependant, le couplage covalent

de biomolécules est difficilement réalisable en tant que tel sur des particules de PLA nues. Ces dernières

présentent pour seules fonctions réactives de surface les acides carboxyliques de bouts de chaînes du PLA.

Ainsi, plusieurs stratégies existent pour coupler des biomolécules à la surface des particules : l’activation

des fonctions acide carboxylique ou l’utilisation d’un copolymère à blocs bioconjugué.

– Modification de l’acide carboxylique terminal du PLA

Le couplage covalent peut se faire (i) soit en milieu organique sur le PLA fonctionnalisé en bout de

chaîne par l’acide carboxylique avant l’élaboration de particules, (ii) soit sur la suspension de particules

préalablement formées dont les fonctions acide carboxylique sont présentes à la surface des particules.

Des particules fonctionnelles schématisées dans la Figure 1.9 (a) sont obtenues dans les deux cas.

(i) Bondioli et coll.127 ont synthétisé un PLGA terminé en bout de chaînes par l’acide sialique. L’acide

carboxylique terminal du PLGA est activé en ester de N -succinimidyl (NS), en présence de DCC (dicy-

clohexylcarbodiimide) et de NHS (N -hydroxysuccinimide), pour réaction avec le dérivé d’acide sialique
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préalablement aminé. Le polymère PLGA-acide sialique ainsi obtenu est utilisé pour la fabrication de

particules décorées en surface par cet acide.

(ii) Hamdy et coll.96 ont choisi la voie de l’activation des fonctions acides présentes à la surface des

particules par l’EDC (1-éthyl-3-(3- diméthylaminopropyl) carbodiimide) en présence de sulfo-NHS pour

faire réagir le mannane préalablement aminé. Cette stratégie a été également exploitée par Brandhonneur

et coll.128 pour le couplage de plusieurs ligands : un peptide contenant la séquence RGD (interaction avec

les intégrines) ou la séquence RAD, un résidu mannose (mannose-PEG3-NH2), l’agglutinine de germes

de blé et l’albumine sérique bovine.

(a) (b)

Figure 1.9 – Systèmes génériques obtenus par fonctionnalisation de surface (a) à partir des fonctions
acide carboxylique activées et (b) à l’aide d’un copolymère amphiphile

– Utilisation d’un copolymère à blocs comme tensioactif

Il peut être aussi intéressant d’utiliser un copolymère à blocs sur lequel sera couplé le ligand d’intérêt,

avant ou après élaboration des particules, de manière à favoriser l’accessibilité de la biomolécule par les

cellules cibles.

Rieger et coll.129 ont synthétisé un copolymère amphiphile PCL-b-POE (POE : poly(oxyde d’éthy-

lène)), qui peut être fonctionnalisé en bout de chaînes POE par une biomolécule, ici le d-mannose, et

être utilisé comme tensioactif dans l’élaboration de nanoparticules fonctionnalisées de PLA (Figure 1.9

(b)). Les fonctions hydroxyle du d-mannose sont préalablement acétylées, glycosylées en α par le 2-

bromoéthanol et déprotégées pour aboutir à un dérivé bromé de la fonction anomérique α du d-mannose

acétylé, le 2-bromo-éthyl-α-d-mannopyranoside. Ce dernier est utilisé pour quaterniser l’amine tertiaire

terminale du POE du copolymère à blocs PCL-b-POE. Le copolymère amphiphile ainsi obtenu est ensuite

utilisé pour la formation de NP en présence de PLA par nanoprécipitation.130 Cette stratégie a aussi été
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privilégiée par Fievez et coll.131 pour le couplage de différents ligands non peptidiques pour la vaccination

orale.

Gref et coll.132 ont aussi utilisé un copolymère à blocs PCL-b-PEG fonctionnalisé en bout de chaîne

du bloc hydrophile PEG par une biotine. Cette stratégie permet d’associer de nombreux ligands, via un

système PCL-b-PEG-biotine/streptavidine/biotine-ligand grâce à l’interaction spécifique non covalente

entre la biotine et la streptavidine. Cette interaction présente de nombreux avantages, tels que l’obtention

rapide de la liaison, une absence d’influence du pH, de la température, des solvants organiques et une

résistance à la protéolyse enzymatique qui a lieu dans le tube digestif. Ils ont pu ainsi associer efficacement

une lectine biotinylée modèle, telle que l’agglutinine de germes de blé.

1.4 Projet de thèse

1.4.1 Choix des ligands

L’objectif principal actuel des formulations vaccinales est de cibler efficacement les CPA, tout particu-

lièrement les DC. Ainsi, notre objectif est de développer de nouvelles NP de PLA décorées par différents

ligands immunostimulants : (i) en surface : le d-mannose ou le nonapeptide du segment 163-171 de l’IL-1β

et (ii) au cœur : l’imiquimod.

Le d-mannose est la plus petite unité reconnue par les TLR4 et les CLR. À titre d’exemple, lorsqu’il

est couplé à la surface de liposomes, il permet d’augmenter la capture et la présentation de ces systèmes

aux cellules T par les CPA avec l’initiation des réponses immunitaires associées, de façon plus efficace

qu’un système sans mannose.93,133,134

L’IL-1β est impliquée en tant que telle dans le développement et le maintien de la réponse inflamma-

toire et est responsable notamment d’une augmentation de la température lors de l’infection.135 Elle joue

un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire en participant à l’activation et l’expansion clonale

des cellules T et à la différenciation et la prolifération des lymphocytes B en favorisant la production

d’IL-2 et d’IL-4.135 Le résidu hautement hydrophile correspondant au fragment situé en position 163-171

de l’IL-1β est composé de neuf acides dont la séquence est VQGEESNDK. Son administration in vivo

développe certaines propriétés immunostimulantes de manière similaire à l’IL-1β dans son intégralité

sans toutefois être pyrogène. De ce fait, sa présence à la surface de NP devrait permettre d’accroître les

réponses immunes cellulaire et humorale.

Notre choix de ligand de cœur s’est porté sur l’utilisation d’une molécule approuvée par la FDA, qu’est

l’imiquimod ou 1-(2-methylpropyl)-1H -imidazo[4,5-c]quinoline-4 amine, encore connu sous les phrases
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sécurité et risque S-26308 et R-837. Comme vu précédemment, il est un excellent ligand synthétique

des TLR7 et des NLRP3. Son administration permet d’augmenter la réponse immunitaire cellulaire.

L’administration par voie topique de ce principe actif permet d’induire la sécrétion d’IFN-α, TNF-α

et d’IL-12,136 entre autres, qui viennent donc activer la composante cellulaire de notre immunité. Son

caractère hydrophobe doit permettre son encapsulation dans les NP de PLA.

1.4.2 Stratégie de couplage des ligands de surface

Pour effectuer le couplage des ligands en surface, notre stratégie repose sur l’utilisation d’un copoly-

mère à blocs amphiphile comme tensioactif (de manière similaire à la stratégie précédemment exposée),

comprenant :

(i) un bloc hydrophobe de PLA pour permettre l’ancrage du copolymère dans les NP de PLA,

(ii) un bloc hydrophile composé d’unitésN -vinylpyrrolidone (NVP) hydrophiles et d’unitésN -acryloxy-

succinimide (NAS), dont les fonctions ester de N -succinimidyle (NS) permettent le couplage de ligands.

Cette stratégie permet la fonctionnalisation tout le long du bloc hydrophile (Figure 1.10 (a)) et non

plus uniquement en bout de chaîne, comme c’est le cas pour les particules stabilisées par des copolymères

de PCL-b-PEG précédemment décrites, et donc d’obtenir une densité de biomolécules en surface poten-

tiellement bien plus importante.
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Figure 1.10 – (a) Schéma du système final souhaité pour ce projet de thèse avec une fonctionnalisation
au cœur ( imiquimod) et à la surface (N peptide ou d-mannose). (b) Structure chimique du

copolymère amphiphile sélectionné PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Le monomère vinylique NAS est bien connu et très utilisé pour la capacité de son ester activé de NS à

réagir avec des biomolécules dotées d’amines primaires.137 Quant à la NVP, son polymère correspondant

PNVP représente une alternative prometteuse aux PEG classiquement utilisés.138,139
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1.5 Conclusion

Ce chapitre bibliographique a permis d’établir les bases fondamentales de l’immunité, avec notam-

ment les phénomènes de reconnaissance entre les PRR de nos cellules et les PAMP des pathogènes. Ces

phénomènes de reconnaissance permettent de développer l’immunité adaptative avec notamment la mé-

moire immunitaire.

Or c’est grâce à l’existence d’une mémoire immunitaire après une première contamination qu’il a été

possible de développer des vaccins, ce qui a permis de contribuer à la diminution drastique de nombreuses

maladies infectieuses potentiellement mortelles.

Hormis pour les vaccins à base de pathogènes vivants atténués, un vaccin requiert l’utilisation d’ad-

juvants. Les seuls actuellement approuvés par les grandes autorités sont les sels d’aluminium depuis plus

de 80 ans, les VLP et les virosomes depuis une décennie environ. Toutefois les vaccinations contre le VIH,

le Plasmodium (responsable du paludisme) ou encore le virus de l’hépatite C ne sont pas encore d’actualité.

C’est pourquoi la recherche tend à développer de nouvelles alternatives et notamment celles à base

de particules de polymères, qui constituent une plateforme modulable d’adjuvants. Parmi les NP les plus

utilisées, les NP de PLA ont montré leur efficacité pour augmenter l’immunogénicité d’antigènes encap-

sulés ou adsorbés en leur surface.

Dans le but d’accroître encore leur potentiel vaccinal, l’objectif de cette thèse est la préparation

de NP de PLA fonctionnalisées par des ligands immunostimulants. Notre stratégie repose sur l’uti-

lisation d’un tensioactif macromoléculaire de poly(acide lactique)-b-poly(N -acryloxysuccinimide-co-N -

vinylpyrrolidone) PLA-b-P(NAS-co-NVP), dont les fonctions ester de NS permettront le couplage en

surface d’une densité présumée importante de ligands pour une efficacité vaccinale espérée accrue.
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Le deuxième chapitre de ce manuscrit est consacré à la synthèse et à la caractérisation du copo-

lymère dibloc amphiphile poly(d,l-lactide)-b-poly(N -acryloxysuccinimide-co-N -vinylpyrrolidone)

(PLA-b-P(NAS-co-NVP)). Ce copolymère à blocs est obtenu par la combinaison de la polymérisation par

ouverture de cycle et de la polymérisation radicalaire contrôlée par les nitroxydes. Il sera utilisé comme

tensioactif macromoléculaire dans l’élaboration de nouvelles micelles et particules fonctionnelles. La po-

lymérisation radicalaire contrôlée (PRC) du NAS n’étant que très peu répertoriée dans la littérature et la
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PRC du couple de monomères NAS/NVP n’ayant jamais été effectuée, dans un premier temps, l’homopo-

lymérisation du NAS et sa copolymérisation avec la NVP par NMP à partir d’une alcoxyamine modèle,

la MAMA-SG1, seront étudiées. Leur copolymérisation par NMP à partir de la macro-alcoxyamine PLA-

SG1 sera ensuite abordée pour aboutir au copolymère désiré. Les travaux décrits dans ce chapitre ont

fait l’objet d’une partie de la publication : Handké, N. ; Trimaille, T. ; Luciani, E. ; Rollet, M. ; Delair, T.,

Verrier, B. ; Bertin, D. and Gigmes, D., J. Polym. Sci., Part A : Polym. Chem. 2011, 49 :1341-1350.

2.1 Rappels bibliographiques

Notre objectif est la synthèse du copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP), qui nécessite l’associa-

tion de deux voies de polymérisation : la polymérisation par ouverture du cycle (ROP pour Ring Opening

Polymerization) du d,l-lactide et la polymérisation radicalaire contrôlée par les nitroxydes (NMP abré-

viation de Nitroxide Mediated Polymerization) du NAS et de la NVP. Quelques rappels bibliographiques

sont donc effectués dans un premier temps sur les différentes polymérisations employées (PRC et ROP),

sur les différentes stratégies de combinaison de ces deux voies et sur les généralités concernant la copoly-

mérisation.

2.1.1 Généralités sur la polymérisation radicalaire contrôlée et vivante

2.1.1.1 Polymérisation radicalaire conventionnelle

Plus de 50 % des matières plastiques et 70% des polymères vinyliques sont obtenus par Polymérisation

Radicalaire (PR). La PR a plusieurs avantages, que sont la facilité de mise en œuvre, une bonne tolérance

à l’eau (une simple purge de l’oxygène est suffisante), une utilisation sur une large gamme de monomères

dans des milieux homogènes (i.e. masse, solvant) ou hétérogènes (suspension, émulsion).

La PR est un procédé de polymérisation en chaîne, basé sur la propagation d’un centre actif radi-

calaire, et se divise en trois grandes étapes réactionnelles : l’amorçage, la propagation et la terminaison

(Figure 2.1).

L’étape d’amorçage consiste en la décomposition homolytique d’un amorceur A-A pour former deux

radicaux primaires A•, qui s’additionnent sur une unité monomère M pour former un radical AM•.

L’homolyse de l’amorceur peut être la conséquence d’une activation thermique, photochimique ou d’une

réaction d’oxydoréduction. Cette étape est caractérisée par deux constantes cinétiques : une constante de

dissociation de l’amorceur (kd) et une constante d’addition des radicaux primaires A• sur le monomère

M (kadd).
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Amorçage

A-A kd 2 A

A + M
kadd AM

Propagation

AM + M AMM

AMn + M
kp AMn+1

Terminaison

AMn + AMp
ktc AMn+pA

AMn + AMp
ktd AMn + AMp

Transfert

AMn + R-X
ktr AMnX + R

Figure 2.1 – Mécanisme de polymérisation radicalaire conventionnelle

L’espèce AM• obtenue est donc la première unité monomère activée et constitue ainsi l’espèce amor-

çante. Elle peut s’additionner sur d’autres monomères M au cours de l’étape de propagation, caractérisée

par une constante de vitesse de propagation (kp), pour former des espèces AM•
n qui peuvent s’additionner

sur une nouvelle unité monomère M. La croissance des chaînes de polymères est la conséquence de la

répétition du processus d’addition des radicaux propagateurs sur des unités monomères. La croissance

des chaînes peut être stoppée soit par un processus de terminaison par recombinaison de deux chaînes

de polymères entre elles (k tc), soit par terminaison par dismutation (k td), ou encore par des réactions

de transfert d’un atome d’hydrogène situé en β du centre radicalaire sur un autre radical. Le processus

de terminaison inactive les chaînes de polymères, i.e. les rend incapables d’additionner d’autres unités

monomères.

En plus de ces trois étapes élémentaires de la PR, il peut se produire des réactions de transfert de

chaînes qui entraînent la formation de masses molaires plus faibles que celles attendues. Les réactions de

transfert sont caractérisées par une constante de vitesse notée k tr pour un transfert d’atome X, comme

l’hydrogène provenant d’une molécule du milieu réactionnel (R-X) : monomère, solvant, amorceur ou

chaînes de polymères en croissance.

En somme, les PR sont caractérisées par des étapes de terminaisons irréversibles, qui limitent le

réamorçage de nouvelles polymérisations et donc l’obtention de copolymères à blocs. Une grande hétéro-
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généité des chaînes de polymères formées est à constater en raison des centres radicalaires qui naissent et

meurent à tout instant de la polymérisation, à cause d’un amorçage lent et des réactions de transfert et

de terminaison, qui ont lieu tout au long de la polymérisation. En conséquence, la synthèse de polymères

à architecture complexe et bien définis est difficile par cette technique.

2.1.1.2 Polymérisation vivante

Les polymérisations ioniques permettent la synthèse de polymères vivants. En effet, ces systèmes, qui

impliquent comme amorceur une espèce nucléophile pour la voie anionique et une espèce électrophile par

la voie cationique, sont caractérisés par des chaînes propagatrices dotées d’un centre actif ionique (anion

ou cation), qui empêche la terminaison des chaînes de polymères en croissance par réactions de centres

actifs entre eux. C’est en 1956 que Szwarc140 fut le premier à décrire les polymérisations vivantes comme

procédés de polymérisation exempts de réaction de terminaison et de réaction de transfert, permettant le

maintien du centre actif en bout de chaînes de polymères en fin de réaction. Ainsi, par voie anionique, un

copolymère tribloc polyisoprène-b-polystyrène-b-polyisoprène (PI-b-PS-b-PI) a pu être synthétisé en deux

étapes : polymérisation du styrène amorcée par un anion dérivé du naphtalène puis ajout du monomère

isoprène en fin de polymérisation du styrène pour qu’il se polymérise à son tour.141 Il a donc démontré

que les chaînes de PS restent actives en fin de polymérisation pour réamorcer la polymérisation d’un autre

monomère. Dans un procédé de polymérisation vivante, la croissance des chaînes de polymères cesse dès

lors que la totalité du monomère est consommée, mais peut recommencer avec l’ajout de nouvelles unités

monomères.

Cependant, les systèmes de polymérisations ioniques sont aussi susceptibles de subir des réactions de

terminaison provoquant la désactivation des chaînes en croissance en présence d’impuretés (eau, molé-

cules protiques) dans le milieu réactionnel. Les polymérisations ioniques nécessitent donc des conditions

drastiques de mise en œuvre, avec une purification poussée des composants de réaction (monomère,

solvant, amorceur...). La gamme de monomères polymérisables par cette voie est restreinte, puisque la

sensibilité de ces polymérisations empêche l’utilisation de monomères dotés de groupements fonction-

nels, qui peuvent interférer avec les espèces ioniques pour désactiver le centre actif propagateur. De plus,

contrairement à la PR, à cause des problèmes de sensibilité à l’eau, l’utilisation de cette technique n’est

pas envisageable pour obtenir des polymères en émulsion ou en suspension.

Ainsi le développement de procédés de polymérisation radicalaire contrôlée et vivante (PRC) a été

stimulé par la volonté d’associer les avantages de la polymérisation ionique (synthèse de copolymères à

blocs, contrôle des bouts de chaînes) à ceux de la PR (facilité de mise en œuvre, large gamme de mono-
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mères exploitables).

C’est en 1982, que le concept de polymérisation radicalaire vivante a été décrit pour la première fois

par Otsu et Yoshida.142 Ces derniers ont développé des iniferters, qui, par clivage réversible, donnent

accès à des molécules capables d’amorcer (INItiator) puis d’effectuer des réactions de transfert (trans-

FER) et de terminaison (TERminaison). Les auteurs ont ainsi polymérisé le styrène et le méthacrylate

de méthyle (MMA) à partir d’iniferters et ont obtenu des homopolymères PS et PMMA, caractérisés par

un bout de chaînes issu de l’iniferter. Ils ont prouvé le caractère vivant en réussissant à polymériser du

styrène et du MMA à partir de chacun des deux macro-iniferters obtenus précédemment. La synthèse

de copolymères à blocs est dès lors possible par voie radicalaire. Le caractère vivant est assuré par un

mécanisme de terminaison réversible entre les macro-radicaux et les chaînes dormantes inactives sous

forme de macro-iniferters.143

Cependant, bien que les terminaisons irréversibles soient bien moins probables que lors d’une PR

classique, elles ne peuvent être complètement supprimées. C’est pourquoi ce type de polymérisation

radicalaire est davantage caractérisé comme une polymérisation radicalaire ”pseudo-vivante”.

2.1.1.3 Le caractère contrôlé

Le caractère vivant permet de contrôler la fonctionnalité des bouts de chaînes des polymères. Néan-

moins, il n’induit pas obligatoirement une masse molaire contrôlée du polymère synthétisé avec une

distribution des masses molaires étroite (polymolécularité faible). Pour atteindre ces objectifs d’homo-

généité en masse molaire, il faut introduire le concept de polymérisation radicalaire contrôlée (Figure 2.2).

Figure 2.2 – Illustration de l’affinement de la distribution des masses molaires par l’utilisation de la
polymérisation contrôlée (—) par rapport à la polymérisation classique (—)

L’indice de polymolécularité (Ip) caractérise la distribution des masses molaires et reflète donc l’hé-

térogénéité de la taille des chaînes. Il est défini comme étant le rapport de la masse molaire moyenne en
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masse du polymère (Mw) sur sa masse molaire moyenne en nombre (Mn) (Équations 2.1). Idéalement

l’Ip vérifie une distribution de Poisson définie par Ip = 1 + 1/DPn pour un système contrôlé. Si toutes

les chaînes d’un polymère avaient la même masse molaire, alors l’Ip prendrait la valeur idéale de 1.

Mw =

∑
i

NiM
2
i∑

i

NiMi
Mn =

∑
i

NiMi∑
i

Ni
Ip =

Mw

Mn

(2.1)

où N représente le nombre de moles de l’espèce i de masse molaire Mi.

Pour des polymérisations ioniques contrôlées, l’Ip est généralement compris entre 1.0 et 1.2. Pour des

polymérisations radicalaires, le système est considéré contrôlé lorsque l’Ip est inférieur à 1.5. Lorsqu’une

polymérisation est contrôlée, il devient alors possible de prévoir la masse molaire obtenue, puisque celle-ci

évolue linéairement avec la conversion du monomère. Pour cela, il est nécessaire qu’aucune réaction de

transfert et de terminaison n’ait lieu pendant l’étape de propagation ; la masse molaire pourra alors être

prédite suivant l’équation 2.2 :

Mn =

(
[M ]0
[A]0

×Mmonomère × C
)

(2.2)

où [M ]0, [A]0,Mmonomère et C représentent respectivement les concentrations initiales en monomère et

en amorceur, la masse molaire du monomère et sa conversion.

Cependant il ne faut pas confondre polymérisation vivante et contrôlée, puisqu’une polymérisation

peut être contrôlée sans être vivante et réciproquement. La Figure 2.3 illustre les différents cas rencontrés.

Figure 2.3 – Représentation schématique des caractères vivant et contrôlé d’une polymérisation.

Ainsi pour obtenir des copolymères à blocs bien définis, il est nécessaire de combiner les caractères

vivant et contrôlé, permettant d’aboutir à des polymères homogènes en taille et capables de réamorcer une

polymérisation. Dans la suite de ce mémoire, le terme PRC pour Polymérisation Radicalaire Contrôlée

sera utilisé pour englober les systèmes de polymérisation à la fois contrôlée et vivante, par opposition à
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la PR conventionnelle.

2.1.2 Les systèmes de polymérisation radicalaire contrôlée (PRC)

2.1.2.1 Généralités

L’objectif majeur du développement des PRC est de réussir à diminuer les réactions de terminaisons

et de transferts irréversibles. Ainsi depuis plus de 20 ans, trois principales techniques de PRC ont vu le

jour. Le contrôle de ces polymérisations repose sur la terminaison ou le transfert réversible des espèces

radicalaires en croissance, pour former des espèces dites dormantes, toujours dans l’optique de protéger

l’espèce radicalaire d’une terminaison prématurée. Les trois procédés majeurs développés dans ce but

sont la RAFT (Reversible Addition Fragmentation chain Transfer), l’ATRP (Atom Transfer Radical Po-

lymerization) et la NMP (Nitroxide Mediated Polymerization).

La technique RAFT repose sur un mécanisme de transfert dégénératif réversible, correspondant à un

échange entre un radical en croissance et un agent de transfert selon un mécanisme d’addition/fragmentation

(Figure 2.4). Les espèces polymères en croissance participent alors à un équilibre et se trouvent alterna-

tivement sous leurs formes dormantes Mn-X et actives Mn
• réduisant ainsi la probabilité que les chaînes

de polymères subissent des terminaisons.

Mn-X + Mm

Forme dormante Forme active

+M

kp

kt + Radical

Chaîne polymère morte
Non propagatrice

kech
+ X-Mm

Forme active Forme dormante

+M

kp

Mn

kt + Radical

Chaîne polymère morte
Non propagatrice

Mn-X-Mm

kdesact

kdesact

kact

kact

Figure 2.4 – Mécanisme de transfert dégénératif, sur lequel repose le procédé RAFT

C’est en s’inspirant des travaux d’Otsu et Yoshida,142,143 que les méthodes ATRP et NMP ont vu le

jour, en s’appuyant sur un mécanisme de terminaisons réversibles caractérisé par un transfert d’atome

pour l’ATRP ou d’un groupe d’atomes pour la NMP entre espèces actives Mn
• et dormantes Mn-X, via
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la création d’une liaison covalente (Figure 2.5).

Mn-X (ou + Y)

Forme dormante

kact

kdesact

Mn

kt

+ M

kp

X (ou + X-Y   )

+ Radical

Chaîne de polymère morte
Non propagatrice

+

Forme active

Figure 2.5 – Mécanisme de terminaison réversible, sur lequel reposent les procédés ATRP et NMP

Cet équilibre est fortement déplacé dans le sens de la formation des espèces dormantes Mn-X, la

constante de vitesse d’activation (kact) étant faible par rapport à la constante de vitesse de désactivation

(kdesact) et de propagation (kp). Cela permet de diminuer la concentration en radicaux dans le milieu et

donc la probabilité des réactions de terminaison bimoléculaire. Les chaînes dormantes Mn-X peuvent à

tout moment être activées pour additionner de nouvelles unités monomères et revenir très rapidement sous

leurs formes dormantes. Cet équilibre est généralement gouverné par l’Effet Radical Persistant (ERP)

mis en évidence par Fischer.144,145

Pour qu’une polymérisation soit qualifiée de vivante et de contrôlée, elle se doit de répondre simulta-

nément à plusieurs critères :

– La durée de l’étape d’amorçage doit être courte, pour que toutes les chaînes de polymères croissent

en même temps contrairement à la PR classique.

– La vitesse d’échange entre chaînes dormantes et chaînes propagatrices doit être au moins aussi ra-

pide que la vitesse de propagation pour contrôler la vitesse de croissance des chaînes de polymères.

– L’expression logarithmique de la conversion, donnée par le (ln[M]0/[M]), évolue linéairement en

fonction du temps t (si la réaction est d’ordre 1 par rapport à [M]) ou en fonction de t2/3 (si la

réaction est gouvernée par l’EPR), [M] étant la concentration en monomère. La linéarité indique

que la concentration des chaînes en croissance est sensiblement constante au cours du temps. Une
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déviation positive ou négative par rapport à la linéarité indique respectivement un amorçage lent

ou la présence de réactions de terminaisons (Figure 2.6 (a)).

Figure 2.6 – Évolution (a) de l’expression logarithmique de la conversion en fonction du temps et (b)
de la masse molaire et de l’indice de polymolécularité en fonction de la conversion en monomère.

– La masse molaire moyenne en nombre Mn doit croître linéairement avec la conversion et suivre la

droite théorique définie par l’équation 2.2 (p 50).

Ceci indique que le nombre de chaînes reste constant au cours du temps. Des masses molaires expé-

rimentales supérieures aux valeurs théoriques sont la cause d’un amorçage inefficace ou de réactions

de terminaison bimoléculaire. Des masses molaires inférieures aux valeurs théoriques sont le résultat

de réactions de transfert (Figure 2.6 (b)).

– L’indice de polymolécularité Ip (≥1) diminue avec la conversion en monomère pour tendre vers une

distribution de Poisson définie par Ip=1+1/DPn (Figure 2.6 (b)). Un Ip généralement faible est

obtenu (<1.5).

– Le polymère obtenu doit être capable de réamorcer la polymérisation d’un monomère différent ou

identique.

2.1.2.2 Reversible Addition Fragmentation chain Transfer (RAFT)

La polymérisation RAFT est un procédé de PRC, basé sur le transfert réversible de chaînes par

addition/fragmentation entre des chaînes propagatrices (macro-radicaux) et un agent de transfert (CTA

de l’anglais Chain Transfer Agent). Elle est la seule technique à ne pas reposer sur l’ERP. Le transfert

réversible à un composé doté d’une fonction dithio (-(C=S)-S) permet de diminuer la fréquence des ré-

actions de terminaison sans modifier la concentration en macro-radicaux.

Pour obtenir un amorçage rapide et quantitatif, il est nécessaire d’utiliser un agent de transfert 1

caractérisé par une constante de transfert Ctr élevée. Le choix du CTA est donc crucial pour le succès

de la polymérisation. Rizzardo, en partenariat avec la société DuPont de Nemours,146,147 a utilisé les
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dithioesters 2 et les trithiocarbonates 3. En parallèle, Zard, en partenariat avec la société Rhodia,148,149

a développé une technique de PRC semblable au procédé RAFT, mais basé sur l’utilisation de xan-

thates 4 et de dithiocarbamates 5, comme agents de transfert. Cette technique est appelée MADIX, pour

Macromolecular Design via the Interchange of Xanthate.

Z S

S
R Alk S

S
R S S

S
RR O S

S
RR1 N S

S
RR1

R2
1 2 3 4 5

Figure 2.7 – Structures des agents de transfert

Le bon contrôle de cette technique est fortement dépendant de la structure du CTA et notamment

de la nature des groupements R et Z, qui vont influencer les coefficients kadd (caractérisant l’addition du

(macro)-radical sur le CTA) et kfrag (caractérisant la fragmentation du radical obtenu par l’addition du

(macro)-radical sur le CTA) par effet de résonance, de polarité et d’encombrement stérique. Pour plus

de précisions sur la RAFT, le lecteur est invité à se référer aux travaux de Chiefari et Rizzardo,150 de

Perrier et Takolpuckdee,151 et de Favier et Charreyre.152 La RAFT permet la polymérisation d’une large

gamme de monomères.151–153

2.1.2.3 Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP)

Le procédé ATRP dérive historiquement de la réaction de Kharasch,154,155 qui décrit l’addition du

tétrachlorure de carbone CCl4 sur des oléfines catalysée par des peroxydes, connue aussi sous le nom

d’Addition Radicalaire par Transfert d’Atome (ATRA pour Atom Transfert Radical Addition).156

Le procédé ATRP a été développé en parallèle par Matyjaszewski157 et Sawamoto158 et repose sur des

terminaisons réversibles mettant en jeu l’homolyse d’une liaison carbone-halogène C-X, catalysée par un

complexe métallique suivant un processus d’oxydo-réduction (Figure 2.8). Le contrôle de la polymérisation

est basé sur un système comprenant un métal de transition Mt de nombre d’oxydation n complexé par m

molécules de ligand L. Pendant le processus d’ATRP, ce complexe métallique arrache l’atome d’halogène

porté par la chaîne de polymère R-Mn-X. Le métal passe à un degré d’oxydation n+ 1. La chaîne propa-

gatrice R-Mn
• libérée peut alors s’additionner sur le monomère et propager jusqu’à recombinaison avec le

radical halogène. Les constantes d’activation (kact) et de désactivation (kdesact) dépendent directement de

la nature du métal et du ligand. De manière semblable à la NMP, le système est ajusté afin de répondre à la

condition (kact)� ((kdesact), (kp)) et la cinétique de polymérisation est régie par l’effet radical persistant.
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R-Mn-X + MtnXLm
kact

kdesact

R-Mn

Forme active

kt + Radical

Chaîne polymère morte
Non propagatrice

+ Mtn+1X2Lm

Forme dormante

+M

kp

Figure 2.8 – Mécanisme de transfert réversible régissant la polymérisation radicalaire par transfert
d’atome

Ainsi un paramètre important pour le contrôle de cette polymérisation est le couple métal/ligand. Le

métal couramment utilisé en ATRP est le cuivre de degré d’oxydation I (Cu+), introduit généralement

sous la forme de CuBr ou CuCl. D’autres métaux comme le nickel, le fer, le cobalt et le ruthénium ont

fait leur preuve dans le bon contrôle de la polymérisation. Dans une moindre mesure, le molybdène,

le palladium et le rhodium peuvent être aussi utilisés. Les ligands employés sont souvent des composés

aminés, comme la bipyridine ou des dérivés de tri- ou tétraamine.159

2.1.2.4 Nitroxide Mediated Polymerization (NMP)

La technique NMP s’appuie sur les travaux d’Otsu et Yoshida,142,143 dans lesquels les auteurs suggèrent

que les réactions de terminaison pourraient être minimisées si les chaînes de polymère en croissance étaient

engagées dans des réactions de terminaison réversible avec des espèces radicalaires stables.

La PR contrôlée par les nitroxydes est basée sur un équilibre entre chaînes dormantes et chaînes

actives (Figure 2.9). Cet équilibre est régi par la rupture homolytique de la liaison NO-C d’une alcoxy-

amine libérant un radical en croissance et un radical nitroxyle R1R2NO•. Le radical libéré RMn
• peut

alors s’additionner sur le monomère et propager tandis que le radical nitroxyle est dit persistant. Le radi-

cal propagateur reste très peu de temps sous sa forme active et recombine alors avec le radical nitroxyle

pour former une macro-alcoxyamine, dite forme dormante.

Les coefficients de vitesse de dissociation (kd) et de recombinaison (kc) sont influencés par les substi-

tuants présents sur les nitroxyde (R1 et R2). D’une manière similaire à l’ATRP, le contrôle de la croissance

des chaînes de polymères est assuré quand kd � (kc, kp).160
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R Mn O N
R1

R2

R Mn +

kt

Chaîne polymère morte
Non propagatrice

Nitroxyde
+ M
kp
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Forme dormante
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R1
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Figure 2.9 – Mécanisme régissant la NMP

Comme précisée précédemment, la cinétique de la NMP peut être régie par l’effet radical persistant,

phénomène décrit en 1986 par Fischer.144,145 Durant l’étape d’amorçage, une alcoxyamine, schémati-

sée R-Y, se dissocie thermiquement pour former, à la même vitesse et en quantité égale, un nitroxyde

stable Y• et un radical transitoire R• (Réaction A, Figure 2.10). Cependant, ce radical R• peut subir

dans les premiers instants de la polymérisation des réactions de terminaison irréversible, telles que des

dimérisations (Réaction B, Figure 2.10), provoquant un excès de nitroxydes Y•, dits persistants, dans

le milieu. Ce même radical R• participe également à l’amorçage de la polymérisation en s’additionnant

sur les unités monomères. L’excès de ces radicaux nitroxyle dans le milieu déplace alors l’équilibre de

la réaction dans le sens de la formation des espèces R-Y. Les radicaux R• formés par la suite lors de la

polymérisation ne peuvent alors plus que recombiner majoritairement avec les espèces Y•, entraînant une

chute des radicaux R• et par conséquent une chute des réactions de terminaison (Réaction C, Figure 2.10).

A - R-Y R Y

R R R-RB -

C - R Y R-Y

+
kd

kt

kc

+

+

Figure 2.10 – Mécanisme régissant l’effet radical persistant

La NMP est régie par la constante d’équilibre Keq (Equation 2.3), qui relie la constante de vitesse de

dissociation (kd) et la constante de vitesse de recombinaison du nitroxyde avec les chaînes propagatrices

Mn
• (kc).

Keq =
kd
kc

(2.3)
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Lorsque la constante de dissociation réversible est suffisamment faible pour abaisser la concentration

en radicaux, le temps de demi-vie du radical propagateur est alors très faible et seules quelques unités

monomères peuvent s’additionner avant la recombinaison avec le radical persistant. La succession d’une

multitude de cycles activation/désactivation permet une croissance linéaire de la longueur de chaînes de

polymères. Pour une étude approfondie des équations analytiques régissant l’ERP, le lecteur pourra se

référer aux travaux de Fukuda161 et Fischer.162

Les nitroxydes de formule générale R1R2NO• ont une forte capacité à réagir avec des radicaux car-

bonés. A l’origine, ces radicaux qualifiés de persistants et stables ont été utilisés comme agents de ”spin-

trapping”,163 avant d’être valorisés en polymérisation radicalaire contrôlée par Solomon et coll.,164 qui

développèrent le TEMPO (2,2,6,6-tétraméthylpipéridine-1-oxyle) en 1985 (Figure 2.11). Ce nitroxyde se

révèle particulièrement efficace dans le contrôle de la polymérisation du styrène,165,166 mais ne per-

met cependant que le contrôle de ce type de monomère. Tordo et coll.167 ont élaboré par la suite

des nitroxydes β-substitués, comme le TIPNO (2,2,5,5-tétraméthyl-4-héxyl-3-azahexane-3-oxyle)168,169

puis le SG1 (N -tert-butyl-N -1-diéthylphosphoryl-2,2-diméthylpropyle)168,170–172 (Figure 2.11), qui per-

mettent un meilleur contrôle de la polymérisation des monomères styréniques. Les travaux avec le ni-

troxyde SG1 ont permis ensuite d’élargir la gamme de monomères polymérisables par NMP aux acry-

lates,168,171,172 aux 1-3 diènes173 mais aussi à l’acide acrylique174 et à l’acrylonitrile.169 Le principal

inconvénient de la NMP reste tout de même son incompatibilité d’utilisation avec la famille des métha-

crylates, même si récemment Guillaneuf et coll. ont réussi à contrôler la polymérisation du méthacrylate

de méthyle (MMA)175 grâce au nitroxyde DPAIO alors que jusqu’à présent elle nécessitait la présence de

styrène en tant que co-monomère.176,177

N
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TEMPO
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TIPNO

N P(O)(OEt)2
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SG1

N

N

O

DPAIO

Figure 2.11 – Structures chimiques de quelques nitroxydes utilisés en NMP

A l’origine de la NMP, des systèmes bicomposants168,170,178 ont été utilisés pour amorcer la polymé-

risation. Ils sont composés d’un amorceur radicalaire classique comme l’azobisisobutyronitrile (AIBN),

le peroxyde de benzoyle (BPO) ou encore le peroxyde de dicumyle (DCP) et d’un nitroxyde. Mais très

rapidement, l’idée d’utiliser un système monocomposant166,171 a émergé pour s’imposer et conduire au

développement d’alcoxyamines dérivées des nitroxydes TEMPO, TIPNO ou SG1 (Figure 2.11) pour
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l’amorçage de la NMP (Figure 2.12).

N
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Figure 2.12 – Structures chimique de quelques alcoxyamines utilisées en NMP

Si l’utilisation du système monocomposant s’est imposé en masse, c’est parce qu’il permet un amorçage

de meilleure qualité et l’obtention de polymères avec une distribution des masses molaires plus étroite.

En effet, la liaison NO-C de l’alcoxyamine subit une dissociation homolytique, illustrée dans la Figure

2.13 avec l’alcoxyamine MAMA-SG1, pour produire à la fois le radical transitoire amorçant et le radical

nitroxyle stable, qui joue son rôle de contrôleur.

N P(O)(OEt)2
O

OH

O

Alcoxyamine MAMA-SG1

OH

O N P(O)(OEt)2
O

Radical alkyle Nitroxyde SG1

ΔT

Figure 2.13 – Dissociation thermique de la MAMA-SG1 en un radical alkyle instable et un radical
nitroxyle SG1 persistant

Les monomères de type acrylate, comme le NAS qui nous intéresse dans le cadre de cette thèse, sont

caractérisés par une constante de propagation kp élevée. La polymérisation par NMP de ces monomères

peut entraîner un temps de dissociation totale de l’alcoxyamine de départ supérieur au temps nécessaire

pour obtenir 90 % de conversion en monomère. Le polymère est alors vivant mais le contrôle ne peut être

assuré. Ainsi, il peut être nécessaire d’ajouter un excès de nitroxyde libre au début de la polymérisation,

afin d’avoir une concentration en nitroxyde suffisante pour piéger les radicaux alkyle dès l’amorçage et

pour empêcher que la conversion ne devienne trop importante pendant la phase de pré-équilibre. L’ajout

de nitroxyde libre contribue au déplacement de l’équilibre vers la formation des chaînes dormantes, favo-

risant un meilleur contrôle de la cinétique de polymérisation. Grâce à cette stratégie, Gnanou et coll.171

et Charleux et coll.174 ont pu respectivement synthétiser par NMP du poly(acrylate de n-butyle) (PBA)

et du poly(acide acrylique).

Toutefois la synthèse d’alcoxyamines hautement thermolabiles permet d’avoir une phase d’amorçage

suffisamment rapide pour entrevoir la NMP des acrylates sans excès initial de nitroxyde libre, comme
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c’est le cas de la MAMA-SG1 contrairement à la MONAMS, ces deux alcoxyamines dérivant toutes deux

du nitroxyde SG1. Cependant la MAMA-SG1 se dissocie 100 fois plus rapidement que la MONAMS, en

raison de la formation d’un radical alkyle tertiaire plus stable que le radical alkyle secondaire obtenu

après dissociation de la MONAMS (Tableau 2.1). L’influence du fragment alkyle sur la force de liaison

NO-C de l’alcoxyamine et donc sur les coefficients de vitesse a été mise en évidence par Guillaneuf et

coll.179 La vitesse d’homolyse de la MAMA-SG1 100 fois plus rapide que celle de la MONAMS permet

ainsi un amorçage efficace des monomères de type acrylate, sans nécessité d’ajout de SG1 libre, comme

l’a démontré Chauvin et coll. dans ses travaux sur l’influence de la vitesse de dissociation sur le contrôle

de la polymérisation.180

MAMA-SG1 MONAMS

90̊ C 120̊ C 90̊ C 120̊ C

Ea (kJ.mol−1) 111,7 128,4 / 130,9

kd (s−1) 1,7 × 10−2 0,34 5 × 10−5 2 × 10−3

t1/2 35 s 2 s 16 h 5 min

Tableau 2.1 – Caractéristiques de deux alcoxyamines basées sur le nitroxyde SG1

2.1.2.5 Comparaison des méthodes

Comme il a été vu dans cette section, trois procédés majeurs, que sont la RAFT, l’ATRP et la NMP,

sont utilisés et développés pour la polymérisation radicalaire contrôlée de monomères vinyliques.

La RAFT et la l’ATRP sont deux techniques de choix pour la PRC d’une large gamme de mono-

mères. Cependant ces deux techniques peuvent nécessiter la mise au point de la polymérisation avec le

développement de nouveaux agents de transfert pour la RAFT ou de nouveaux ligands pour l’ATRP,

parfois spécifiques du monomère à polymériser. L’avantage de la NMP réside dans sa simplicité de mise

en œuvre mais ne présente pas actuellement une aussi large gamme de monomères polymérisables que

celle proposée par les techniques RAFT et ATRP. Pour une comparaison plus poussée de ces techniques,

le lecteur pourra se référer aux revues sur la RAFT,151,152,181 l’ATRP157,158,182,183 et la NMP.184,185

Dans notre contexte, le copolymère à blocs amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP) sera intégré lors du

processus d’élaboration de nanoparticules ou utilisé en tant que tel pour former des micelles, avec à

terme l’objectif d’administrer ces systèmes chez l’homme. Il est donc crucial de bien établir le profil de

toxicité lié à l’utilisation de ces techniques. Ainsi bien que l’utilisation de l’ATRP permette d’élaborer des

polymères α, ω-téléchéliques facilement substituables, cette technique fait intervenir dans son milieu de

réaction une importante quantité de métaux, en particulier de cuivre, dont l’élimination n’est pas toujours
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aisée. Plusieurs solutions ont été apportées pour diminuer la sensibilité de l’ATRP vis-à-vis de l’oxygène

(introduction de Cu0,186 ATRP inverse187 et ARGET-ATRP188 (Activator ReGenerated by Electron

Transfer)) et la quantité de cuivre utilisée (techniques de purification189 et nouveaux systèmes ATRP

comme ARGET-ATRP188,190 et ICAR-ATRP191 (Initiators for Continuous Activator Regeneration)).

Le procédé RAFT quant à lui présente plusieurs inconvénients, tels qu’une forte odeur et la colo-

ration des polymères obtenus, en raison de la présence de fonctions thiocarbonyle terminales, même si

certains traitements ont été développés pour les supprimer.181 Par ailleurs, les fonctionnalités des bouts

de chaînes peuvent présenter une certaine toxicité, due à l’utilisation d’agent RAFT (trithiocarbonates,

dithiocarbonates, xanthates) ce qui limite son potentiel d’utilisation pour l’élaboration de biomatériaux.

La technique NMP semble permettre l’élaboration de polymères sans utiliser de composés toxiques. Le

point faible pourrait être la présence d’un bout de chaînes thermolabile pouvant entraîner une dégradation

du polymère par des réactions secondaires de fragmentation si la température de rupture homolytique de

la liaison NO-C est atteinte. Cependant des travaux récents de Chénal et coll.192 et Clément et coll.193

montrent que des polymères à base d’acrylate de PEG et de 2-hydroxyéthyle obtenus par NMP ne sont

pas cytotoxiques.

Parce qu’elle n’utilise a priori pas de composés toxiques et permet d’aboutir à des polymères bio-

compatibles dont la fonction de bout de chaînes SG1 n’est pas cytotoxique,192 la NMP représente une

méthode de choix dans l’élaboration de polymères à usage médical. De plus au regard de la littérature,

les synthèses de copolymères de P(NAS-co-NVP) et d’homopolymères de NAS n’ont encore jamais été

étudiées par NMP, privilégiant les polymérisations radicalaires conventionnelles pour le copolymère et les

techniques RAFT et ATRP pour l’homopolymère. Ceci représente donc un défi intéressant.

2.1.3 Polymérisation par ouverture de cycle (ROP) d’esters cycliques

2.1.3.1 Généralités

Parmi les monomères cycliques, les esters cycliques, comme les lactones représentent une famille de

monomères, qui suscitent un engouement général, puisque leur polymérisation permet d’aboutir à des

polyesters aliphatiques aux remarquables propriétés de biocompatibilité et de biodégradabilité, deux

caractéristiques très recherchées dans l’élaboration de biomatériaux. Les principaux polyesters alipha-

tiques étudiés sont le poly(lactide) (PLA), le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) et le poly(ε-caprolactone)

(PCL).

La synthèse de polyesters aliphatiques peut s’effectuer suivant deux voies principales de polymérisa-

tion. La première voie traditionnelle consiste en la polycondensation de diols, de diacides ou d’α-hydroxy
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acides comme l’acide lactique (Figure 2.14). Cependant, cette technique présente quelques limitations,

en particulier celles de la nécessité de travailler avec des températures élevées sur des temps longs de

polymérisation. De plus, cette technique provoque l’apparition de nombreux produits secondaires, qu’il

faudra extraire. Ces produits secondaires parasitent le bon déroulement de la polymérisation, entraînant

un mauvais contrôle des masses molaires et limitant l’obtention de polymères de hauts poids moléculaires

avec des indices de polymolécularité faibles (Ip ∼ 2).194 La synthèse de polyesters à hauts poids molécu-

laires nécessite d’atteindre une conversion élevée et d’utiliser une parfaite stoechiométrie entre fonctions

acides -COOH et fonctions alcools.195 C’est pourquoi, les différentes limitations de la polycondensation

et l’intérêt croissant pour ces polymères ont largement contribué au développement de la polymérisation

par ouverture de cycle ou ROP (Ring Opening Polymerization)196–199 de lactones.

Figure 2.14 – Les voies de synthèse du PLA

La première ROP du l-lactide a été mise au point en 1932 par Carothers199 et a permis d’obtenir des

PLA de basses masses molaires. L’amélioration des techniques de purification du lactide permettra par

la suite d’obtenir des PLA de plus hauts poids moléculaires, plus de 100 000 g.mol-1 avec des temps de

polymérisation plus courts.200 Le monomère est obtenu par cyclisation du dimère d’acide lactique sous

pression réduite (Figure 2.14). Le plus souvent, la ROP est réalisée en masse ou en solvant, bien que des

expériences aient été menées avec succès en suspension198 et de façon plus ponctuelle en émulsion.196

Deux principaux procédés sont utilisés pour effectuer la ROP de lactones : la ROP ionique (anio-

nique ou cationique) et la ROP par coordination/insertion (ROPc/i), qui nécessite la présence de cataly-

seurs métalliques. D’autres procédés ROP non basés sur l’utilisation de catalyseurs métalliques existent

mais ne seront pas détaillés dans ce manuscrit. Ces ROP non métalliques comprennent principalement

les ROP enzymatiques, dont les pionniers sont Uyama et Kobayashi,201 procédés confirmés dans plu-

sieurs travaux,197,202,203 et les ROP par catalyse organique, avec des dérivés de la pyridine comme la

N,N -diméthylaminopyridine (DMAP) ou des carbènes, détaillées dans la revue de Kamber et coll.204
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Actuellement, l’amélioration des techniques de ROP a permis d’aboutir à des systèmes de polymé-

risations vivantes et contrôlées.198 En conséquence, le degré de polymérisation du polymère (DPn visé)

est déterminé à partir du rapport initial [M ]0 sur [A]0, quantités initiales de monomère et d’amorceur,

suivant : DPn visé = [M ]0/[A]0.

2.1.3.2 Réactions secondaires de transestérifications

Lors de la ROP de lactones, quelle que soit la voie de polymérisation employée, il se produit des

réactions secondaires parasites de transestérifications intermoléculaire et/ou intramoléculaire. Ces réac-

tions, lorsqu’elles ont lieu, entrent alors en compétition avec la réaction de propagation, perturbant le

contrôle et le caractère vivant de ces polymérisations205,206 et conduisant à la rupture des chaînes pro-

pagatrices.

La transestérification intermoléculaire fait intervenir deux chaînes de polymères en croissance donc

actives pour former deux nouvelles chaînes actives (Figure 2.15(a)). Le nombre de centres actifs et celui

des chaînes de polymères restent inchangés (peu d’influence sur le Mn) mais la distribution des masses

molaires s’élargit (augmentation de l’Ip).205

La transestérification intramoléculaire, appelée back-bitting, fait intervenir une seule chaîne de po-

lymère active (Figure 2.15(b)).205 Elle se replie sur elle-même et transestérifie avec un motif ester de

la chaîne pour former un macro-ester cyclique et une chaîne de polymère active. Le nombre total des

chaînes de polymères en croissance augmente alors par rapport aux quantités initiales en amorceur et en

monomère. La masse molaire du polyester obtenu devient inférieure à la masse molaire théorique.

Les réactions de transestérifications sont favorisées à haute conversion, il est donc conseillé d’arrêter la

ROP d’esters cycliques avant d’atteindre 100 % de conversion. La formation de cycles de polyesters, bien

que thermodynamiquement inévitable, peut être minimisée voire supprimée en ajustant les conditions de

cinétique.207 Cependant, la formation de cycles lors de la ROP du lactide est moins importante que lors de

la ROP de l’ε-caprolactone, grâce à la présence des groupements méthyle contribuant à l’encombrement

stérique.205

Ci-après sont exposés les deux principales voies d’obtention de polyesters : ROP ionique et ROP par

coordination/insertion. La dernière voie sera davantage détaillée, puisqu’elle est la voie choisie pour ac-

céder à notre bloc de PLA.
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Figure 2.15 – Mécanismes de réactions de transestérifications (a) intermoléculaire et (b)
intramoléculaire

2.1.3.3 ROP ioniques

– ROP anionique

La ROP anionique de lactones utilise des dérivés organométalliques : des carboxylates et des alcoolates

de métaux alcalins, tels que le lithium (Li), le sodium (Na) et le potassium (K).

Lorsque la ROP anionique d’un monomère cyclique comprenant plus de quatre chaînons est effectuée,

le mécanisme repose sur une attaque nucléophile de l’amorceur sur le carbone électropositif de la fonction

carbonyle du monomère, suivie de la rupture de la liaison oxygène-acyle, l’espèce active propagatrice est

alors un alcoolate (Figure 2.16, voie A). La ROP du d,l-lactide suit en effet ce mécanisme, confirmé par

les travaux de Kricheldorf208 et de Hofman.207
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Figure 2.16 – Mécanismes d’amorçage de la ROP anionique des lactones

Lorsque le monomère est un cycle à quatre chaînons, tel que la β-propiolactone, il présente une forte

tension de cycle et ne nécessite que l’utilisation de nucléophiles faibles, comme les carboxylates, pour être

polymérisé. Dans ce cas, l’ouverture du cycle se fait par rupture de la liaison alkyle-oxygène (Figure 2.16,
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voie B). Si l’amorceur est un nucléophile fort, les deux types de ruptures sont possibles et il peut y avoir

coexistence de centres actifs alcoolate et carboxylate.

Généralement, plus la nucléophilie de l’amorceur est forte, plus la polymérisation peut être effectuée

à basse température, ce qui permet de limiter les réactions secondaires. Toutefois, la forte réactivité des

espèces anioniques rend difficile le contrôle de la polymérisation des lactones par cette voie et les réactions

de transestérifications inter- et intramoléculaires ne peuvent être supprimées.207,209

– ROP cationique

La ROP cationique utilise des amorceurs dont les plus classiques peuvent être scindés en quatre caté-

gories : acides protiques de Brönsted (chlorure d’hydrogène HCl, acides carboxyliques RCO2H ou acides

sulfoniques RSO3H), acides de Lewis (AlCl3, BF3, ZnCl2), agents alkylants (CF3, Et3O+BF4
-) ou encore

agents acylants (CH3CO+,OCl4-).

Les mécanismes cationiques génèrent généralement moins de réactions de transestérifications que les

mécanismes anioniques, mais sont beaucoup moins efficaces en terme d’amorçage. Cette voie reste peu

utilisée pour la ROP d’esters cycliques, puisque les masses molaires obtenues sont généralement faibles.210

Les résultats les plus prometteurs en ROP cationiques de lactones ont été obtenus par Kriecheldorf et

Dunsing,211 avec l’utilisation de l’acide trifluorométhanesulfonique (CF3SO3H) et le trifluorométhanesul-

fonate (CF3SO3CH3) particulièrement efficaces pour la ROP cationique du lactide, comparés à l’efficacité

d’une large gamme d’amorceurs testés. Le mécanisme actuellement admis pour cette voie de polymérisa-

tion est une alkylation de l’oxygène endocyclique du LA, suivie de la rupture de la liaison oxygène-alkyle

du cycle (Figure 2.17).
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Figure 2.17 – Mécanismes d’amorçage de la ROP cationique du LA où R = H pour l’acide
trifluorométhanesulfonique et R = CH3 pour le trifluorométhanesulfonate
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Généralement associée à des temps longs de réaction (48h à 50̊ C pour obtenir 90% de conversion207)

et de faibles masses molaires, la ROP cationique ne représente donc pas une voie clé pour l’élaboration de

polyesters aliphatiques, puisque quelques min peuvent parfois suffire pour atteindre 100% de conversion

en ROP anionique.

2.1.3.4 ROP par coordination/insertion

La différence entre les ROP ioniques et la ROP par coordination/insertion (ROPc/i) se situe au

niveau de l’espèce active propagatrice. Cette dernière est caractérisée par des liaisons covalentes et non

plus ioniques, les espèces propagatrices sont donc plus stables. Ceci permet de diminuer la fréquence des

réactions de transestérifications inter- et intramoléculaires.195,198

Les amorceurs/catalyseurs ou les catalyseurs utilisés en ROPc/i sont généralement des alcoxydes ou

des carboxylates de métaux, notamment d’aluminium (Al) et d’étain (Sn).205

Les alcoxydes d’aluminium sont tout particulièrement étudiés en ROPc/i, avec notamment les trial-

coxydes d’aluminium (Al(OR)3). Depuis leur introduction à la fin des années 1970 par Teyssié et coll.,212

ils ont prouvé leur efficacité pour amorcer la ROP de lactones, et notamment de lactides, en permettant

la synthèse de polyesters vivants avec des Ip compris entre 1.1 et 1.2.

Les carboxylates étant des nucléophiles plus faibles que les alcoxydes, ils sont généralement combinés

à un alcool pour former des alcoxydes de métal. Les carboxylates se comportent donc comme des cataly-

seurs et non comme de réels amorceurs. Pour qu’ils puissent amorcer la polymérisation, ils doivent être

en présence de composés présentant un proton, comme des alcools, qui vont jouer le rôle d’amorceur. En

l’absence de co-amorceur, les impuretés du milieu contenant des fonctions hydroxyle jouent alors ce rôle.213

Le mécanisme général de la ROPc/i consiste en la complexation (ou coordination) de l’oxygène du

carbonyle de l’ester cyclique, suivie de l’insertion de l’alcoxyde dans la liaison oxygène-acyle (Figure 2.18).
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Figure 2.18 – Mécanisme général de la ROPc/i du lactide. (1) Coordination du métal sur le carbonyle
de l’ester cyclique et (2) insertion de l’alcoxyde dans la liaison oxygène-acyle

Parmi les dérivés à base d’étain, les carboxylates ont démontré une forte efficacité en terme de contrôle

de la ROPc/i d’esters cycliques. L’octanoate d’étain, ou 2-éthylhexanoate d’étain ou encore octoate d’étain
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(Sn(Oct)2) (Figure 2.19), demeure le catalyseur métallique le plus utilisé en ROPc/i.198 Ses avantages

sont multiples : disponibilité commerciale et solubilité dans les solvants organiques les plus courants et

dans les esters cycliques. De plus, il est accepté par la FDA en tant qu’additif alimentaire à hauteur

de 20 ppm, en raison de sa faible toxicité.214 Il est donc un catalyseur de choix pour la synthèse de

biomatériaux.
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Figure 2.19 – Structure chimique de l’octanoate d’étain

Le mécanisme mis en jeu au cours de la ROPc/i du lactide, catalysée par Sn(Oct)2, a longtemps été

controversé, celui qui prévaut aujourd’hui a été démontré par Penczek et coll.205,209,215 (Figure 2.20).
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Acide octanoïque(2)

B - Etape de propagation

(1)

(2)

O
O

O

O

Sn
ORRO

O
O

O

ORO
Sn

RO

O
O

O

ORO SnH
OR

O

RO O

O
O Sn OR

O

RO O

O
O Sn OR + R OH

O

RO O

O
OH + Sn(OR)2

Dialcoxyde d'étain
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OctSnOR + H2O HOSnOR + Acide octanoïque

Figure 2.20 – Mécanisme de la ROP du d,l-lactide, catalysée par l’octanoate d’étain

La première étape consiste en la formation de l’alcoxyde d’étain, par réaction entre l’octanoate d’étain

et l’espèce porteuse de la fonction hydroxyle (Figure 2.20 A(1) et A(2)). La seconde étape est celle de

l’initiation du mécanisme par coordination/insertion par l’alcoxyde précédemment obtenu. Ainsi, le car-

bonyle de l’ester cyclique est activé par l’étain, puis le groupement alcoxyde est inséré dans la liaison
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oxygène-acyle du monomère (Figure 2.20 B(1)). Ainsi, chaque molécule d’alcool peut amorcer une chaîne

de polymères par réaction de transfert des centres actifs -Sn-OR sur l’amorceur R-OH n’ayant pas réagi

(Figure 2.20 B(2)). Comme pour toute ROP, chaque molécule d’eau présente dans le milieu est susceptible

d’amorcer des chaînes de polymères et donc de modifier le degré de polymérisation visé. Ces impuretés

peuvent aussi ralentir la cinétique de polymérisation en désactivant le catalyseur selon la réaction C de la

Figure 2.20. De plus, la littérature rapporte que l’acide octanoïque formé durant la ROP peut conduire à

l’estérification de l’alcool,205,216 en libérant de l’eau dans le milieu, qui peut donc réagir avec le catalyseur

pour former l’hydroxyde d’étain.

Les stratégies possibles pour la combinaison de ces deux techniques (PRC et ROP), nécessaires à

l’obtention de notre copolymère à blocs d’intérêt, sont maintenant présentées.

2.1.4 Synthèse de copolymères à blocs par couplage ROP/PRC

La synthèse du copolymère à blocs amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP) nécessite donc l’association

judicieuse de la ROP du d,l-lactide et de la copolymérisation du NAS et de la NVP par PRC. Typi-

quement lorsqu’un copolymère à blocs AB possède deux blocs obtenus par des techniques différentes de

polymérisation, trois stratégies peuvent être envisagées pour sa synthèse :

– Synthèse par couplage macromoléculaire des blocs d’homopolymères A et B

– Synthèse à partir d’un amorceur α-ω difonctionnel

– Synthèse par modification des bouts de chaînes du premier bloc A pour amorcer la polymérisation

de B

2.1.4.1 Synthèse par couplage macromoléculaire de deux homopolymères

R-X Monomère A R X

R'-Y Monomère B R' Y

R Z R'

où Z représente la fonction obtenue
après réaction de X et Y

Figure 2.21 – Stratégie de synthèse d’un copolymère dibloc par couplage macromoléculaire de deux
homopolymères fonctionnels en bout de chaînes

Cette technique consiste à coupler de manière covalente deux homopolymères A et B, préalablement

synthétisés et fonctionnalisés en leurs extrémités pour qu’ils puissent réagir ensemble comme schématisé

dans la Figure 2.21. À titre d’exemple, la présence d’une extrémité acide carboxylique -COOH et d’une

extrémité amine -NH2 peut être exploitée pour former une liaison covalente amide entre les deux homo-
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polymères et aboutir à un copolymère dibloc AB.

La synthèse d’homopolymères fonctionnels bien définis est aisée par les procédés de polymérisations

vivantes décrits précédemment (ATRP, RAFT, NMP, ROP, etc.), qui permettent d’obtenir des groupe-

ments terminaux de type hydroxyle, thiol, amine, halogène, etc. Néanmoins, il est parfois nécessaire de

modifier en plusieurs étapes le bout de chaînes pour coupler les deux homopolymères souvent de manière

non quantitative.

Cependant, avec l’apparition de la click chemistry grâce à Sharpless,217 les rendements de couplage

sont améliorés, notamment avec l’utilisation de la réaction de cycloaddition d’Huisgen218 entre une fonc-

tion alcyne et une fonction azoture, aboutissant à la formation d’un triazole cyclique (Figure 2.22).

R1 + N3 R2
Cu(I) N N

N

R1

R2

Figure 2.22 – Réaction de cycloaddition d’Huisgen où R1 et R2 peuvent ainsi représenter deux
homopolymères

Concernant le couplage des techniques ROP et PRC, Opsteen et van Hest219 ont obtenu un copoly-

mère de POE et de PMMA en couplant par click chemistry un POE obtenu par ROP et terminé par

une fonction azoture et un PMMA obtenu par ATRP et terminé par une fonction alcyne. Pour plus

d’informations sur le couplage d’homopolymères par click chemistry, le lecteur peut se référer aux re-

vues.220,221

2.1.4.2 Synthèse à partir d’un amorceur α-ω difonctionnel

X-R-Y Monomère A X R-Y Monomère B X R Y

1 - Synthèses séquencées

2 - Synthèses simultanées

X-R-Y Monomère A
Monomère B

X R Y

Figure 2.23 – Stratégies de synthèse de copolymères diblocs AB à partir d’un amorceur difonctionnel.
(1) Polymérisations séquencées et (2) polymérisations simultanées des monomères A et B.
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Une autre stratégie pour élaborer des copolymères diblocs AB est l’utilisation d’un amorceur difonc-

tionnel, de type X-R-Y, permettant d’amorcer la polymérisation de A et la polymérisation de B, de

manière séquencée (Figure 2.23 (1)) ou simultanée (Figure 2.23 (2)).

Les combinaisons ROP/ATRP222–224 et ROP/RAFT225–227 via l’utilisation d’amorceur difonctionnel

sont plus abondamment décrites que la combinaison ROP/NMP qui nous intéresse plus particulièrement.

Les principaux travaux sur cette combinaison ont été menés par Hawker et coll.,228 qui ont synthé-

tisé des amorceurs difonctionnels ROP/NMP à partir de TEMPO et de TIPNO. Ces amorceurs ont été

ensuite utilisés avec succès par Sogah et coll.,229–231 puis par Hawker et Jérôme.232,233

Récemment au sein de l’équipe CROPS, il a été synthétisé le premier amorceur difonctionnel basé

sur le SG1, en mettant à profit la fonction acide de l’alcoxyamine MAMA-SG1, suivant le schéma réac-

tionnel de la Figure 2.24.234 Grâce à cet amorceur, les approches one-step (polymérisations par ROP et

par NMP simultanées) et NMP first (NMP puis ROP) ont été validées par Chagneux et coll.235 et ont

permis l’élaboration de copolymères à blocs PCL-b-PBA bien définis. L’approche ROP first à partir de

cet amorceur ne permet cependant pas d’obtenir des copolymères à blocs de manière contrôlée, en raison

de réactions parasites entre le nitroxyde SG1 et le catalyseur Sn(Oct)2 .

HO

O
SG1 DCC, THF, 0°C

N

O

O

OH
O

O
SG1N

O

O

HO
NH2

CH2Cl2, 0°C
O

SG1

H
N

HO

MAMA-SG1 MAMA-NHS Amorceur difonctionnel
HO-R-SG1

Figure 2.24 – Schéma réactionnel permettant d’aboutir à l’amorceur difonctionnel ROP/NMP basé sur
le SG1

2.1.4.3 Synthèse à partir d’un macroamorceur par modification des bouts de chaînes

Une troisième voie d’accès aux copolymères à blocs de type AB par couplage ROP/PRC est la stra-

tégie du macro-amorçage. Elle se décompose en trois étapes. La première consiste en la polymérisation

du monomère A, la deuxième étape en la fonctionnalisation d’un des deux bouts de chaînes par une

fonctionnalité Y capable d’amorcer dans une troisième et dernière étape la polymérisation du monomère

B (Figure 2.25). Le polymère de type A devient alors un macroamorceur de type A-Y pour la polyméri-

sation du monomère B.236
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R-X R X X YR Y
R'-YMonomère A Monomère B

Figure 2.25 – Stratégie de synthèse de copolymères diblocs AB à partir d’un macroamorceur, obtenu
par modification de bouts de chaînes de l’homopolymère A

Là encore, les combinaisons ROP/ATRP237,238 et ROP/RAFT239,240 ont été largement reportées.

Concernant la combinaison ROP/NMP, Clément et coll.193 ont récemment développé au sein de l’équipe

CROPS deux macro-alcoxyamines PLA-SG1 et PCL-SG1, par addition radicalaire 1-2 de la MAMA-SG1

respectivement sur un PLA ou un PCL α-acrylate, obtenu au préalable par ROP du d,l-LA ou de la CL.

Ces deux macro-alcoxyamines permettent la synthèse de copolymères à blocs bien définis de PLA-b-PS,

PLA-b-PHEA et PCL-b-PHEA (HEA : acrylate de 2-hydroxyéthyle).

Concernant plus particulièrement la synthèse de copolymère à blocs comprenant un bloc de PLA et

un bloc de NAS ou de NVP, quelques travaux sont reportés mais aucun ne concerne la synthèse d’un

copolymère dibloc PLA-b-P(NAS-co-NVP).

Il a été effectué, à titre d’exemple, une combinaison ROP/ATRP pour la synthèse d’un copolymère

en étoile à six bras de copolymères diblocs PLA-b-P(St-co-NAS). Pour aboutir à ce copolymère, la ROP

du LA, catalysée par le Sn(Oct)2, a été effectuée à partir d’un amorceur doté de six fonctions hydroxyle.

Les six fonctions hydroxyle terminales des branches de PLA du copolymère étoilé sont ensuite modifiées

en dérivé bromé, capable d’amorcer la copolymérisation par ATRP du styrène et du NAS.241

Au regard de la littérature, les copolymères diblocs de type PLA/PCL-b-PNVP sont généralement

obtenus en deux étapes : une première étape de synthèse du bloc PNVP par polymérisation radicalaire

classique amorcée par de l’AIBN en présence d’un agent de transfert (généralement le mercaptoéthanol)

présentant une fonction hydroxyle capable d’amorcer la ROP du LA ou CL soit par voie anionique242,243

soit par voie de coordination/insertion.244,245 Aucune voie ne combine la PRC de la NVP et la ROP du

LA/CL, excepté depuis les travaux récents de Mishra et coll.,246 qui allient la ROPc/i de la ε-caprolactone

et la RAFT de la NVP, par l’utilisation d’un macro-agent de RAFT obtenu par modification du bout de

chaînes du PCL préalablement synthétisé.

Il est à noter enfin l’utilisation classique de PEG hydroxylé comme macro-amorceur de la ROP d’esters

cycliques pour la synthèse de copolymères à blocs de type PEG-b-PLA/PCL. Bien que cette stratégie ne

combine pas les deux techniques ROP et PRC, elle mérite d’être citée ici de par son utilisation massive

pour la synthèse de ce type de copolymères à blocs, exploités en pharmacie soit pour former des micelles

pour la délivrance de principes actifs, soit pour modifier la surface de nano- et microparticules.247–250
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Il existe finalement assez peu d’exemples de modifications chimiques de bouts de chaînes pour le

couplage des techniques ROP et NMP, et tout particulièrement avec l’utilisation de SG1, excepté celle

développée par Clément et coll.193 C’est cette technique que nous avons choisie pour la synthèse de notre

copolymère dibloc PLA-b-P(NAS-co-NVP).

2.1.5 Quelques notions sur la copolymérisation

Notre segment hydrophile fonctionnalisable est un copolymère d’unités NAS et NVP. Il conviendra de

déterminer les coefficients de réactivité pour ce couple de monomères, afin de déterminer l’enchaînement

(alterné, statistique, aléatoire, gradient) de ces unités dans le copolymère final P(NAS-co-NVP). Ainsi,

quelques rappels sont ici présentés sur la copolymérisation de systèmes à deux monomères.

2.1.5.1 Définitions et principes généraux

La copolymérisation de deux monomères, symbolisés par M1 et M2, impliquent la formation de deux

sites actifs radicalaires, l’un formé par M1 et l’autre formé par M2, qui seront représentés respectivement

par M1
∗ et M2

∗. Avec l’hypothèse que seul le monomère en bout de chaînes influence la réactivité (modèle

terminal ou copolymérisation de type Markovnien du premier ordre), on obtient alors quatre réactions

de propagations possibles, supposées irréversibles :

Lorsqu’un centre actif s’additionne sur le même monomère, on parlera d’homopropagation.

M1
∗+M1 → M1

∗, réaction régie par la constante de vitesse d’addition de M1 sur M1
∗ k11

M2
∗+M2 → M2

∗, réaction régie par la constante de vitesse d’addition de M2 sur M2
∗ k22

Lorsqu’un centre actif s’additionne sur l’autre monomère, on parlera de propagation croisée.

M1
∗+M2 → M2

∗, réaction régie par la constante de vitesse d’addition de M2 sur M1
∗ k12

M2
∗+M1 → M1

∗, réaction régie par la constante de vitesse d’addition de M1 sur M2
∗ k21

La vitesse de consommation de chacun des deux monomères représente leur vitesse d’incorporation

dans le copolymère, donnée par les équations suivantes :

− d [M1]

dt
= k11 [M∗

1 ] [M1] + k21 [M∗
2 ] [M1] (2.4)

−d [M2]

dt
= k12 [M∗

1 ] [M2] + k22 [M∗
2 ] [M2] (2.5)

En divisant l’équation (2.4) par l’équation (2.5), on obtient ainsi la vitesse d’incorporation des deux

monomères dans le copolymère, i.e. la composition instantanée de ce dernier :

d [M1]

d [M2]
=

k11 [M∗
1 ] [M1] + k21 [M∗

2 ] [M1]

k12 [M∗
1 ] [M2] + k22 [M∗

2 ] [M2]
(2.6)
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En supposant l’état stationnaire pour chacune des espèces M1
∗ et M2

∗, les concentrations des deux

espèces ne seront constantes que si leurs vitesses d’interconversion sont égales, soit :

k21 [M∗
2 ] [M1] = k12 [M∗

1 ] [M2] (2.7)

Ainsi, en définissant les paramètres r1 et r2, qui expriment les rapports de réactivité d’un macro-amorceur

vis-à-vis des monomères :

r1 =
k11

k12
et r2 =

k22

k21
(2.8)

On obtient une équation simplifiée de l’équation (2.6), dite équation de copolymérisation ou encore

équation de composition instantanée du copolymère également appelée équation de Mayo et

Lewis :

d [M1]

d [M2]
=

[M1] (r1 [M1] + [M2])

[M2] ([M1] + r2 [M2])
(2.9)

L’équation de copolymérisation peut être exprimée en terme de fractions molaires. Ainsi, en définissant

f1 et f2 les fractions molaires des monomères M1 et M2 présents dans le milieu réactionnel à un instant

t, et F1 et F2 les fractions molaires de M1 et M2 présents dans le copolymère formé, on obtient ainsi :

f1 = 1− f2 =
[M1]

[M1] + [M2]
et F1 = 1− F2 =

d [M1]

d [M1] + d [M2]
(2.10)

La combinaison des deux équations donne une autre expression de l’équation de copolymérisation :

F1 =
r1f

2
1 + f1f2

r1f21 + 2f1f2 + r2f22
(2.11)

Cette équation de copolymérisation permet de calculer la composition instantanée du copolymère i.e.

la composition du copolymère obtenue à très faible taux de conversion (≤5%), à partir d’un mélange de

monomères de composition donnée.

Pour déterminer la composition instantanée d’un copolymère en fonction de la conversion quelles

que soient les fractions molaires des deux monomères, la forme intégrée de l’équation de Skeist est uti-

lisée (Équation 2.14). Il s’agit de considérer un système contenant au total M moles de monomères et

d’appliquer le principe de conservation de la matière qui se traduit par :

M f1 − (M − dM)(f1 − df1) = F1dM (2.12)
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Le terme df1dM est négligé de par son faible poids au sein de l’équation (2.12), la forme intégrale de

l’équation devient :

∫ M

M0

dM
M

= ln
M

M0
=

∫ f1

(f1)0

df1
F1 − f1

(2.13)

où M0 et (f1)0 représentent les valeurs initiales de M et de f 1.

En intégrant l’équation (2.13) entre les limites (f1)0 et f1, la variation de la composition du copolymère

et celle du mélange de monomères en fonction du taux de conversion (égal à 1-[M ]/[M ]0) peuvent être

déterminées. Sa solution analytique a pour forme :

1− [M1]

[M1]0
= 1−

[
f1

(f1)0

]α [ f2
(f2)0

]β [
(f1)0 − δ
f1 − δ

]γ
(2.14)

L’indice zéro se réfère aux quantités initiales et α, β, δ et γ sont définis comme suit :

α =
r2

1− r2
, β =

r1

1− r1
, δ =

1− r2

2− r1 − r2
, γ =

1− r1r2

(1− r1)(1− r2)
(2.15)

Ainsi l’équation (2.14), appelée équation de Skeist, ou encore équation de composition/conversion,

et toute autre équation équivalente peuvent être utilisées pour relier la composition instantanée du copo-

lymère à la conversion, quelle que soit la composition initiale du mélange de monomères.

2.1.5.2 Méthodes de détermination des rapports de réactivité

Plusieurs méthodes s’offrent à nous pour déterminer les rapports de réactivité de deux monomères.

Pour la plupart des méthodes, il s’agit de déterminer expérimentalement la composition des copolymères

issus de compositions initiales en monomères différentes.

Les méthodes les plus connues sont celles de Mayo-Lewis (1944),251 de Fineman-Ross (1950)252 et

Kelen-Tüdos (1975).253 Elles reposent sur l’utilisation de l’équation différentielle de copolymérisation

(2.11) et nécessitent de se placer à de faibles taux de conversion, typiquement inférieurs à <5%, pour que

les compositions soient exploitées, exception faite pour la méthode étendue de Kelen-Tüdos. Pour obtenir

les coefficients de réactivité, l’équation de copolymérisation est réarrangée pour aboutir à une équation

linéaire reliant les rapports de réactivité.

Lorsque les copolymérisations sont caractérisées par une cinétique très rapide, l’extraction de données

expérimentales à faible conversion devient difficile et par conséquent les méthodes énoncées ci-avant

deviennent inexploitables. Pour pallier ce phénomène, la méthode numérique non linéaire des moindres

carrés permet une exploitation des données expérimentales pour toute conversion, puisqu’elle utilise la
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forme intégrée de l’équation de Skeist.

Les rapports de réactivité sont déterminés par ajustement des données expérimentales de la fraction

molaire d’un des deux monomères dans le milieu en fonction de la conversion molaire globale et des

données théoriques obtenues à partir de l’équation intégrée de Skeist par la méthode non linéaire des

moindres carrés. Les paramètres r1 et r2 sont des paramètres qu’il faudra moduler pour minimiser la

somme des carrés des écarts entre données expérimentales et théoriques.

2.1.5.3 Influence des valeurs des coefficients de réactivité r1 et r2

Plusieurs enchaînements de monomères peuvent se produire selon la grandeur des rapports de réacti-

vité r1 et r2.

Lorsque r1 ≈ r2 ≈ 1, les deux sites actifs ont sensiblement la même préférence pour les deux espèces

propagatrices rencontrées. Les monomères sont intégrés dans le copolymère de manière aléatoire.

Le copolymère obtenu est strictement alterné, lorsque r1=r2=0. Chaque site réagit préférentiellement

avec l’autre monomère, ce qui provoque l’alternance des monomères, quelle que soit la composition initiale

en monomères. Il se produit une alternance modérée lorsque le produit r1r2 tend vers 0 ou lorsqu’une des

deux valeurs de rapport de réactivité est égale à zéro.

Lorsque les rapports de réactivité vérifient r1>1 et r2<1 ou inversement, l’un des monomères est

plus réactif que l’autre vis-à-vis des sites actifs. Le copolymère obtenu contiendra alors une plus grande

fraction du monomère le plus réactif.

Lorsque les rapports de réactivité vérifient r1>1 et r2>1, le copolymère obtenu aura une structure

de copolymère à blocs, où le premier bloc formé correspondra au bloc de monomère ayant le rapport de

réactivité le plus élevé, s’ensuivra alors la formation du second bloc de monomère ayant le rapport de

réactivité le plus faible. Il s’agit d’un cas assez peu rencontré.

2.2 Étude de la synthèse d’homo- et copolymères à base de NAS

Avant de s’intéresser à la copolymérisation par NMP du NAS et de la NVP à partir de la macro-

alcoxyamine PLA-SG1, nous avons souhaité étudier l’homopolymérisation du NAS, très peu reportée par

PRC et jamais décrite par NMP, et sa copolymérisation avec la NVP par NMP à partir d’une alcoxyamine

modèle, la MAMA-SG1.
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2.2.1 Étude de la NMP du NAS amorcée par la MAMA-SG1

Le NAS est un monomère intéressant pour sa capacité à réagir avec des molécules dotées d’amines

primaires, grâce à la présence d’une fonction réactive ester de N -succinimidyle (NS), ce qui a suscité un

intérêt important pour son homopolymère correspondant, le PNAS, hautement fonctionnalisable.

Le NAS a déjà été homopolymérisé par polymérisation radicalaire conventionnelle,254 ATRP255 et

RAFT,256 mais le plus souvent ce monomère a été copolymérisé principalement par RAFT (avec le

N -isopropylacrylamide (NIPAM),257 le HEA,258 le N,N -diméthylacrylamide (DMA),259–261 la N -acryloyl-

morphine (NAM)262–264 et la NVP265) et dans une moindre mesure par ATRP avec le styrène241 et par

NMP avec le DMA.266 En revanche, les études d’homopolymérisation et de caractérisation du PNAS sont

succinctes dans la littérature.

2.2.1.1 Études cinétiques de la NMP du NAS amorcée par la MAMA-SG1 : influence des

facteurs température et pourcentage de SG1 libre

La NMP du NAS a été conduite dans le DMF (25% de NAS dans le solvant), en utilisant la MAMA-SG1

comme alcoxyamine. Les masses molaires Mn visées sont de 10 000 g.mol-1. L’influence de la température

et celle du SG1 libre ont été étudiées en vue d’un contrôle optimal de la polymérisation.

Une évolution non linéaire de l’expression logarithmique ln([M]0/[M]) en fonction du temps est obser-

vée lorsque le milieu de polymérisation ne contient aucun SG1 libre, quelles que soient les température

utilisées (Figures 2.26 (a), (c) et (e)), ce qui suggère fortement une absence de contrôle de la polymérisa-

tion. Ceci peut être dû à une forte constante de propagation (kp) du monomère NAS, dont la structure

est proche d’un monomère acrylate. Il n’est donc pas aberrant d’avoir à ajouter du SG1 libre dans le

milieu pour assurer un meilleur contrôle de la polymérisation en aidant l’effet radicalaire persistant à

se mettre en place pour la polymérisation de monomères acrylates, comme expliqué dans les travaux de

Chauvin et coll.160

Ainsi l’ajout de SG1 libre dans le milieu de polymérisation permet d’améliorer la linéarité de l’expres-

sion logarithmique ln([M]0/[M]) en fonction du temps, suggérant un meilleur contrôle de la polymérisation

pour toutes les températures testées (Figures 2.26 (a), (c) et (e)).
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Figure 2.26 – Influence des paramètres température et quantité initiale de SG1 libre sur la cinétique de
polymérisation du NAS par NMP dans le DMF, Mn visée 10 000 g.mol-1. Les figures (a), (c) et (e)
représentent l’évolution du ln([M]0/[M]) en fonction du temps et les figures (b), (d) et (f) celle de la

conversion en fonction du temps : à différentes températures : respectivement à 100, 110 et 120̊ C, avec
� : 0%, • : 2.5%, N : 5% et H : 7.5% molaire de SG1 libre par rapport à la MAMA-SG1

Lorsque toutes les polymérisations sont conduites sans SG1 libre, il peut être constaté que le NAS

est converti à plus de 80% (Figures 2.26 (b), (d) et (f)). Dès lors que le nitroxyde libre est ajouté dans

le milieu, la conversion est ralentie pour atteindre un plateau à 40% de conversion à 100̊ C. A 120̊ C,

le contrôle de la polymérisation n’est pas assuré même en présence de SG1 libre. Les meilleures condi-
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tions de polymérisation pour un bon compromis entre temps de polymérisation et linéarité de la fonction

ln([M]0/[M])=f(t) sont une température de 110̊ C et l’ajout de 5% de SG1 libre dans le milieu. Elles seront

les conditions retenues pour la suite de l’étude de l’homopolymérisation du NAS dans ce manuscrit.

2.2.1.2 Contrôle de la NMP du NAS

En sélectionnant ces conditions de polymérisation, un déplacement des chromatogrammes du PNAS

obtenus par chromatographie d’exclusion stérique (CES) au cours de la polymérisation (Figure 2.27(a))

peut être constaté. Les masses molaires apparentes déterminées par CES dans le DMF tendent à augmen-

ter et les indices de polymolécularité tendent à diminuer avec la conversion, quels que soit les standards

de calibration utilisés (PS, PMMA ou PEG), ce qui suggère un contrôle relativement correct de la poly-

mérisation (Figure 2.27(b)), conforté par des indices de polymolécularité faibles.
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Figure 2.27 – Influence du choix des standards dans la détermination des Mn et Ip apparents de PNAS
obtenus par NMP. (a) CES dans le DMF suivant l’évolution de la conversion, de droite à gauche à 25,
30, 35, 40, 45 et 50 min de polymérisation. (b) Évolution des Mn apparents (symboles pleins) et Ip

(symboles creux) en fonction de la conversion pour différents standards (�,�) : PS, (N,4) : PMMA et
( ,#) : PEG

Il est important de noter ici l’influence du choix des standards sur la détermination des masses mo-

laires. La CES est en effet une méthode d’analyse des polymères basée sur la séparation de ces derniers

suivant leur volume hydrodynamique dans le solvant d’élution et non suivant leur masse moléculaire.

Les masses molaires vraies d’un polymère étudié peuvent être déterminées par l’utilisation de standards

de ce même polymère. Lorsqu’aucun standard n’existe, l’utilisation d’une courbe de calibration univer-

selle permet de relier les masses molaires du polymère étudié et des standards choisis. Pour ce faire, il

est nécessaire de connaître les coefficients de Mark-Houwink K et α du polymère de la gamme et du

polymère à analyser, dans les mêmes conditions d’analyse (éluant, température). Or dans notre cas, les

paramètres de Mark-Houwink du PNAS n’ont jamais été déterminés. Nous n’aurons donc pas accès aux
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masses vraies mais seulement aux masses apparentes du polymère, dépendantes du polymère standard

utilisé. C’est pourquoi il est intéressant et nécessaire de discuter l’influence des standards choisis sur les

valeurs de masses molaires apparentes.

Récemment, l’influence des standards de calibration utilisés sur la détermination des masses molaires

apparentes a été reportée par Guillaneuf et coll.267 en effectuant des simulations basées sur les coefficients

de Mark-Houwink. Les auteurs ont ainsi démontré que la masse molaire apparente est surestimée lorsque

le solvant utilisé est un moins bon solvant pour le standard polymère que pour le polymère étudié. Ceci

semble concorder pour notre étude avec l’utilisation de standards de PS, pour lequel le DMF est plutôt

un mauvais solvant (α=0.603 à 35̊ C268) (Figure 2.27 (b), �).

A l’inverse, les auteurs ont aussi démontré que l’utilisation d’un meilleur solvant pour le standard que

pour le polymère à analyser entraîne une sous-estimation des masses molaires apparentes. Ceci semble

correspondre ainsi à l’utilisation d’une calibration à base de standards de PEG entraînant la détermina-

tion des masses molaires bien en-dessous de nos masses molaires théoriques. En effet, le DMF est un très

bon solvant pour le PEG avec une valeur de α à 25̊ C de 0.73268 (Figure 2.27 (b),  ). De par la nature

structurale proche d’un acrylate, le PMMA (α=0.65 à 30̊ C269) aurait sans doute le comportement le plus

proche du PNAS dans le DMF, ce qui tendrait à expliquer la relative bonne adéquation avec ce standard

(Figure 2.27 (b), N).

La transformation chimique du PNAS en poly(acrylate de méthyle) (PAM) a été tentée en deux

étapes : (i) hydrolyse des fonctions ester de NS en milieu basique organique et (ii) méthylation du

poly(acide acrylique) en PAM. Cette transformation chimique est intéressante puisque les masses mo-

laires vraies des PAM peuvent être déterminées avec l’utilisation d’une calibration universelle à partir de

standards PS (KPS=11.4 10-5 dL.g-1, αPS=0.716 et KPAM=9.5 10-5 dL.g-1, αPAM=0.719 en CES THF

30̊ C). Cependant, bien que le suivi de ces différentes étapes par RMN 1H atteste le caractère quantitatif

des deux réactions, les chromatogrammes analysés par CES THF présentent des distribution bimodales,

difficilement exploitables.

Le profil observé pour l’évolution duMn en fonction de la conversion est une fonction affine ne passant

pas par l’origine. Ceci pourrait être la conséquence d’une constante de propagation élevée du NAS, qui

entraînerait la formation de masses molaires plus élevées à faible conversion si l’amorçage n’est pas assez

efficace.160

Un spectre RMN 1H d’un PNAS typiquement obtenu après précipitation dans l’éther diéthylique froid

est présenté dans la Figure 2.28. Le spectre révèle la présence des signaux correspondants aux protons
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-CH2- de la chaîne carbonée (1.8-2.2 ppm), aux protons -CH2- de l’unité NHS (2.7-2.9 ppm) et aux

protons -CH- de la chaîne carbonée du polymère (3-3.2 ppm). Les signaux relatifs aux protons des deux

groupes tert-butyle du SG1 sont détectés vers 1 ppm.

SG1

OCO2H
n

O
N OO

a b

c

Figure 2.28 – Spectre RMN 1H d’un PNAS obtenu après précipitation dans l’éther diéthylique
(DMSO-d6, 400 MHz).

2.2.1.3 Influence du solvant sur le contrôle de la NMP du NAS

Lorsque des masses molaires plus élevées (typiquement 50 000 g.mol-1) sont visées dans ces mêmes

conditions (25% en DMF, 110C̊ , 5% molaire de SG1 libre), le contrôle de la polymérisation n’est plus

observé, avec des masses molaires bien plus faibles que celles attendues (Figure 2.29,  ).
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Figure 2.29 – Évolution des Mn et Ip en fonction de la conversion, avec les valeurs de Mn (symboles
pleins) et Ip (symboles creux) obtenues pour deux polymérisations du NAS par NMP (110̊ C, 5%

molaire SG1 libre, Mn,visé= 50 000 g.mol-1) dans le PC (�,�) et dans le DMF ( ,#). CES DMF avec
une calibration relative en PMMA.

Nous avons donc fait l’hypothèse de réactions de transfert du monomère NAS au solvant DMF. Un

autre solvant de polymérisation présentant un faible pouvoir transférant a été recherché. Une solubilité
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a pu être remarquée pour le NAS et le PNAS dans l’éthylène carbonate (EC) et le propylène carbonate

(PC), dont les points de fusion de l’EC et du PC sont respectivement de 35-38̊ C et -55̊ C. Si l’on souhaite

rester dans les mêmes conditions expérimentales que pour les polymérisations précédemment effectuées

dans le DMF, i.e. solubilisation du NAS, de la MAMA-SG1 et du SG1 dans le DMF puis dégazage, il est

nécessaire de chauffer l’EC dont la température de fusion est de l’ordre de 35̊ C. Or à cette température,

l’alcoxyamine MAMA-SG1 commence sa dissociation. Nous avons donc préféré l’utilisation de PC pour

effectuer la polymérisation.

Dans le PC, on peut constater une augmentation linéaire des Mn par rapport à la conversion avec

des valeurs d’Ip plus faibles (Figure 2.29, (�,�)). Pour les procédés RAFT et ATRP, l’utilisation de

ce type de solvant est parfois privilégiée, lorsque cela est nécessaire, comme par exemple l’EC pour la

polymérisation de l’acrylonitrile comme alternative au DMF.270 Dans ce cas, il a été fait l’hypothèse d’un

rôle du radical issu de l’abstraction d’un atome d’hydrogène d’un des groupements méthyle du DMF. Or

dans notre situation, des réactions de transfert à solvant peuvent aussi être envisagées pour expliquer la

baisse des valeurs des masses moléculaires par rapport à celles attendues (amorçage d’unités NAS par les

radicaux issus du DMF).

2.2.1.4 Caractère vivant

Bien qu’il ne soit pas un aspect fondamental pour ce projet, le caractère vivant de la polymérisation

du NAS par NMP à partir de la MAMA-SG1 demeure une caractéristique intéressante et utile pour

la synthèse ultérieure de copolymères à blocs à partir d’un macroamorceur de type PNAS-SG1. Pour

l’étudier, différentes analyses ont été réalisées.

Tout d’abord un test de reprise de polymérisation du styrène à partir du macro-amorceur (supposé

PNAS-SG1 d’une masse molaire de 9 600 g.mol-1) pour une Mn visée de 40 000 g.mol-1 en PS a été

effectué. La polymérisation a dû être effectuée dans le DMF en raison de l’insolubilité du PNAS dans le

styrène. Il a pu être constaté un déplacement des chromatogrammes en CES DMF vers les hautes masses

molaires, en passant du PNAS-SG1 au PNAS-b-PS. Ce déplacement nous indique l’amorçage de la po-

lymérisation du styrène par le PNAS-SG1 (Figure 2.30). Toutefois, le chromatogramme du PNAS-b-PS

présente une légère traînée observée aux basses masses ne nous permettant pas de conclure de manière

précise sur l’efficacité d’amorçage.
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Figure 2.30 – Chromatogrammes obtenus par CES DMF du PNAS-SG1 (—) et du PNAS-b-PS (- -)
obtenu par NMP du styrène à partir du PNAS-SG1 dans le DMF

Sur l’échantillon PNAS-b-PS obtenu, il a été effectué une RMN du solide du 13C par rotation à l’angle

magique pour pallier l’absence de solubilité dans les solvants deutérés (Figure 2.31). Les signaux relatifs

aux carbones aromatiques du styrène apparaissent sur le spectre entre 128.6 et 146.0 ppm et ceux des

protons de la chaîne aliphatique entre 26.5 et 40.6 ppm, le signal des carbonyles du NAS à 171.1 ppm.

En comparant les valeurs d’intégrale des signaux relatifs aux carbones des motifs styrène avec celles des

signaux relatifs aux carbones des motifs NAS, il a été déterminé que le copolymère dibloc obtenu présente

trois fois plus de moles de PS que de PNAS, soit un taux de chaînes vivantes estimé à environ 50%.
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Figure 2.31 – RMN 13C solide par rotation à l’angle magique (NH-21 : PNAS-SG1 et NH-22 :
PNAS-b-PS, 400 MHz)
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Une mesure du taux de chaînes vivantes a été enfin effectuée par l’analyse du PNAS-SG1 par résonance

paramagnétique électronique (RPE). L’analyse a été conduite dans le DMF avec l’utilisation de SG1

comme standard et conforte le taux de chaînes vivantes de 50%.

2.2.2 Étude de la NMP du NAS et de la NVP amorcée par la MAMA-SG1

Après une étude approfondie du comportement du NAS en homopolymérisation, sa copolymérisation

avec la NVP a été étudiée pour générer le segment hydrophile/fonctionnel P(NAS-co-NVP) envisagé dans

le cadre de ce projet.

2.2.2.1 Détermination des rapports de réactivité du NAS et de la NVP

L’étude de la copolymérisation du NAS et de la NVP par NMP a été conduite à 100̊ C (pour prévenir

la dégradation de la NVP271 au-delà de 95̊ C) dans le DMF (1 mol.L-1 totale en monomères) avec l’utili-

sation de la MAMA-SG1 comme amorceur. Plusieurs fractions molaires initiales en monomère NAS ont

été réalisées afin de déterminer le couple de rapports de réactivité rNAS et rNV P .

Comme discuté dans la partie bibliographique, la majorité des procédures de calculs de rapports de

réactivité exploitent les données expérimentales à de faibles taux de conversion (<5%), puisqu’elles sont

basées sur l’équation différentielle de copolymérisation. C’est le cas pour les techniques de Mayo-Lewis, de

Fineman-Ross et de Kelen-Tüdos. Pour des données expérimentales obtenues pour des taux de conversion

moyens (40-50%), la méthode Kelen-Tüdos étendue peut être appliquée.

Cependant, la copolymérisation du NAS et de la NVP par NMP suit une cinétique de copolymérisation

très rapide avec des conversions élevées en monomères en des temps courts (environ 60 minutes). À ce

phénomène, s’ajoute le fait que lorsque le NAS est en défaut molaire par rapport à la NVP, comme

par exemple pour des fractions molaires initiales de 20 et 30% de NAS, le NAS est converti en moins

de 10 minutes de polymérisation ce qui provoque un arrêt de la conversion de la NVP. Par conséquent,

la méthode des moindres carrés a été choisie pour corréler les données expérimentales et théoriques,

obtenues suivant l’équation intégrée de copolymérisation rappelée dans l’équation (2.16), pour déterminer

les rapports de réactivité rNAS et rNV P .

1− [M1]

[M1]0
= 1−

[
f1

(f1)0

]α [ f2
(f2)0

]β [
(f1)0 − δ
f1 − δ

]γ
(2.16)
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avec :

α =
r2

1− r2
, β =

r1

1− r1
, δ =

1− r2

2− r1 − r2
, γ =

1− r1r2

(1− r1)(1− r2)
(2.17)

Pour déterminer, les rapports de réactivité rNAS et rNV P , il s’agit de tracer les valeurs expérimentales

de la fraction molaire dans le milieu d’un des deux monomères (dans notre cas le NAS, fNAS) en fonction

de la conversion globale. L’équation de Skeist intégrée est ensuite utilisée pour tracer les courbes théoriques

d’évolution des fractions molaires fNAS en fonction de la conversion.

Les paramètres α, β, δ et γ de l’équation de copolymérisation intégrée étant dépendants des rapports

de réactivité, ces derniers deviennent des paramètres modulables. Les valeurs des rapports rNAS et rNV P

sont définies par l’utilisateur de sorte à ajuster les données expérimentales avec les valeurs théoriques

suivant la méthode non-linéaire des moindres carrés en minimisant la somme des carrés des écarts entre

données théoriques et expérimentales, définie par l’équation 2.18.

ss(r1, r2) =

n∑
i=1

wi(yi − f(fi, r1, r2))2 (2.18)

avec wi = 1
y2i

et dans laquelle yi représente la conversion molaire globale expérimentale et où f(fi, r1, r2)

représente la conversion molaire globale calculée selon l’équation (2.14).

Les différents graphiques d’ajustement entre données expérimentales et théoriques de la fraction mo-

laire du NAS en fonction de la conversion molaire globale sont exposés dans la Figure 2.32.

Les données expérimentales et théoriques sont en bonne adéquation. Les rapports de réactivité rNAS

et rNV P ont été calculés en présence et en l’absence de SG1 libre dans le DMF et dans le PC avec SG1

libre. Les résultats sont répertoriés dans le Tableau 2.2, où il est constaté que les différentes conditions

expérimentales (présence versus absence de SG1 libre et DMF versus PC) ont peu d’influence sur les

rapports de réactivité.
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Figure 2.32 – Graphiques des fractions molaires du NAS (fNAS) (� expérimentales et — théoriques)
dans le milieu réactionnel en fonction de la conversion molaire globale (a) dans le DMF, sans SG1 libre

et (b) avec 5% molaire de SG1 libre et (c) en présence de 5% de SG1 libre dans le PC

[SG1]0/[MAMA-SG1]0 DP visé Solvant rNAS rNV P
Composition azéotropique

(% mol NAS)

0 300 DMF 0.15 0 54
0.05 300 DMF 0.12 0 53
0.05 300 PC 0.10 0 53

Tableau 2.2 – Influence des conditions expérimentales sur les valeurs des rapports de réactivité rNAS et
rNV P déterminées suivant l’équation intégrée de copolymérisation par corrélation des données

expérimentales et théoriques par la méthode des moindres carrés. Résultats obtenus avec une erreur
maximale de 5%.

Le produit des rapports de réactivité étant égal à 0, avec rNV P=0 et rNAS 6= 0, indique que la pro-

pagation croisée est préférée, provoquant une intégration des monomères suivant un comportement qui

tend à l’alternance. En définitive, la technique de polymérisation n’a aussi que très peu d’influence sur

les rapports de réactivité, puisque Erout et coll.265 avaient déterminé des valeurs de rapports de réacti-

vité rNAS=0.27 et rNV P=0.01, avec l’obtention d’un produit rNAS x rNV P tendant vers 0 et donc d’un

copolymère avec un enchaînement alterné des monomères NAS et NVP. Ces valeurs étaient relativement

attendues. En effet, lorsque la NVP est copolymérisée avec des acrylates, et notamment avec des ester

activés d’acide insaturé, la valeur rNV P approche toujours la valeur 0, provoquant la formation de copo-

lymères dont la structure présente une tendance à l’alternance des monomères.265,272
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La composition azéotropique, i.e. F1=f1, déduite des rapports de réactivité, est sensiblement la même

quelles que soient les conditions opératoires utilisées avec 53/54% molaire de NAS et 47/46% molaire de

NVP.

2.2.2.2 Étude de la NMP du NAS et de la NVP

La suite de cette étude portant sur la copolymérisation du NAS et de la NVP est menée avec les

paramètres suivants : 100̊ C, 1M totale de monomères dans le DMF, 5% de SG1 libre pour assurer un

meilleur contrôle de la copolymérisation et une fraction molaire initiale de NAS dans le milieu à 60%,

proche de la composition azéotropique. Malgré une dilution des monomères à 1M, la copolymérisation

du NAS et de la NVP est plus rapide que l’homopolymérisation du NAS (Figure 2.33(a) en comparaison

avec la Figure 2.26 (a) et (b)). Cette rapidité est un atout pour la future copolymérisation du NAS et

de la NVP à partir du PLA-SG1. En effet, la polymérisation à partir de cette macro-alcoxyamine devra

être effectuée à 120̊ C pour avoir une meilleure efficacité d’amorçage. Or si la NVP n’est pas intégrée au

polymère, elle se dégrade au bout de 6h. Par conséquent, avec une cinétique aussi rapide nous pouvons

envisager sereinement la copolymérisation à partir de la macro-alcoxyamine PLA-SG1.
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Figure 2.33 – (a) Évolution de la conversion (symboles pleins) et du ln([M]0/[M]) (symboles vides) en
fonction du temps. (b) Évolution des Mn (symboles pleins) et Ip (symboles vides) en fonction de la

conversion pour différentes Mn visées (10 000 g.mol-1 : N) (20 000 g.mol-1 :  ) et (40 000 g.mol-1 : �),
respectivement. NMP du NAS et de la NVP à 100̊ C, 1M total de monomères dans le DMF,

[SG1]/[MAMA-SG1]=0.05

L’expression logarithmique ln([M]0/[M]) augmente linéairement avec le temps pour différentes Mn

visées (10 000, 20 000 et 40 000 g.mol-1). La masse molaire augmente également avec la conversion et les

polymères formés présentent des Ip inférieurs à 1.4 nous indiquant un contrôle relatif de la copolyméri-

sation du NAS et de la NVP par NMP dans ces conditions (Figure 2.33(b)).
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Un spectre RMN 1H d’un P(NAS-co-NVP) typiquement obtenu après précipitation dans l’éther

diéthylique froid est présenté dans la Figure 2.34. Le spectre révèle la présence des signaux correspondants

aux protons -CH2- de la chaîne carbonée du NAS, aux protons des groupements -CH2- du cycle en α

et en β du carbonyle de la NVP (1.4-2.4 ppm), aux protons -CH2- de l’unité NS (2.7-2.9 ppm) et aux

protons -CH- de la chaîne carbonée correspondant aux motifs NAS et NVP, ainsi que les signaux des

groupements méthylène en α de l’azote de la NVP (3.0-3.6 ppm). Les signaux relatifs aux protons des

groupements tert-butyle du SG1 apparaissent vers 1 ppm.
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Figure 2.34 – Spectre RMN 1H d’un P(NAS-co-NVP) après précipitation dans l’éther diéthylique
(DMSO-d6, 300MHz)

La composition finale du copolymère obtenu après purification par précipitation dans l’éther diéthy-

lique a été déterminée en mesurant l’absorbance à 260 nm des anions NHS libérés dans le milieu après

réaction quantitative de l’éthanolamine sur les fonctions ester. Ainsi, la composition obtenue est de 54

et de 46% molaire de NAS et NVP respectivement et est en bon accord avec la détermination théorique

obtenue précédemment à l’aide des rapports de réactivité.

2.3 Synthèse du copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP) par

couplage ROP/NMP

Le copolymère dibloc PLA-b-P(NAS-co-NVP) est élaboré suivant une stratégie de couplage ROP/NMP,

qui repose sur la fonctionnalisation du bout de chaînes du premier bloc, ici le PLA, par le nitroxyde SG1,

afin d’obtenir une macro-alcoxyamine PLA-SG1 capable d’amorcer la NMP du NAS et de la NVP. Cette
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stratégie requiert trois étapes exposées dans la Figure 2.35. La première est celle de la polymérisation

du d,l-LA par ROPc,i catalysée par le Sn(Oct)2, amorcée par l’acrylate de 2-hydroxéthyle (HEA). Cette

étape 1 permet d’aboutir à un PLA α-acrylate fonctionnel, doté d’une double liaison vinylique en bout

de chaînes sur laquelle sera effectuée l’addition radicalaire intermoléculaire de type 1-2 de l’alcoxyamine

MAMA-SG1 dans l’étape 2. La macro-alcoxyamine PLA-SG1 ainsi obtenue permettra d’amorcer la NMP

du NAS et de la NVP dans l’étape 3 pour accéder ainsi au copolymère dibloc PLA-b-P(NAS-co-NVP).

Ces trois étapes vont donc être abordées dans la suite de ce manuscrit.
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Figure 2.35 – Schéma de synthèse du copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP) par couplage
ROP/NMP

2.3.1 Synthèse de la macro-alcoxyamine PLA-SG1

Pour aboutir à la macro-alcoxyamine PLA-SG1, les étapes 1 et 2 du schéma réactionnel de la Figure

2.35 sont réalisées successivement.

2.3.1.1 ROPc,i du d,l-LA amorcée par le HEA et catalysée par le Sn(Oct)2

Les travaux de Clément273 décrivent tout particulièrement la ROPc,i du d,l-LA amorcée par le HEA

et catalysée par le Sn(Oct)2. Nous nous sommes basés sur ses travaux, i.e. en utilisant les conditions de

polymérisation : rapport initial [Sn(Oct)2]0/[HEA]0=0.05 et température de polymérisation de 135̊ C.

Selon cette méthode, il a été obtenu des PLA α-acrylate avec de faibles Ip, généralement inférieurs

à 1.2 (Tableau 2.3). Les masses molaires ont été déterminées par CES THF avec l’utilisation d’une cali-

bration universelle reliant la masse molaire des standards PS avec celle des échantillons PLA (coefficients

de Mark-Houwink du PLA (K=0.055 et α=0.639) et du PS (K=0.0114 et α=0.716), dans le THF à
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30̊ C). Les masses molaires peuvent être également déterminées par la relation de Save et coll.274 où

Mn exp = 0.58± 0.05×Mn calibration PS grâce à la calibration PS utilisée. Les masses molaires obtenues

par la calibration universelle ou par la relation de Save sont proches des valeurs visées (en tenant compte

de la conversion), comme en témoigne le Tableau 2.3.

Code Mn visée Conversion (RMN 1H) Mn attendue Mn (Ip) (a) Mn (b)
(g.mol-1) (%) (g.mol-1) (g.mol-1) (g.mol-1)

PLA1 27 000 75 20 250 19 100 (1.14) 17 900
PLA2 20 000 50 10 000 11 340 (1.14) 10 850
PLA3 10 000 91 9 100 8 670 (1.15) 8 500
PLA4 14 000 83 11 620 12 880 (1.08) 12 240

Tableau 2.3 – Récapitulatif des masses molaires obtenues pour plusieurs PLA suivant différentes
méthodes en comparaison avec les valeurs théoriques attendues. (a) Mn déterminées par calibration

universelle par CES THF et (b) Mn obtenues suivant la méthode de Save
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Figure 2.36 – Spectre RMN 1H d’un PLA α-acrylate après précipitation dans le méthanol (CDCl3, 400
MHz).

Le spectre RMN 1H typique d’un PLA α-acrylate obtenu après précipitation dans le méthanol froid est

exposé dans la Figure 2.36. Le spectre montre la présence des signaux correspondant aux bouts de chaînes

du PLA α-acrylate, avec les pics caractéristiques des protons de la double liaison vinylique (3H, 5.75-6.50

ppm), des protons des groupements -CH2- du HEA et du proton -CH- adjacent à la fonction hydroxyle

du bout de chaînes ω (5H, 4.25-4.5 ppm). Le spectre présente bien les signaux relatifs aux protons de la

chaîne aliphatique du PLA avec les groupements -CH- entre 5.1 et 5.3 ppm et les groupements -CH3-

entre 1.5 et 1.6 ppm.

L’efficacité d’amorçage par le HEA peut être déterminée en utilisant comme référence l’intégrale des
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protons -CH- du PLA correspondant à la masse molaire absolue obtenue par CES, la valeur de l’intégrale

des protons vinyliques de HEA étant de 3 si l’amorçage est efficace à 100%. Le rapport de la valeur

expérimentale sur la valeur théorique (3) donne accès à l’efficacité d’amorçage de la ROP par le HEA.

L’efficacité d’amorçage par le HEA est typiquement de 85-90%.

2.3.1.2 Addition radicalaire intermoléculaire de type 1-2 de la MAMA-SG1 sur le PLA-

HEA

La deuxième étape de synthèse est celle de l’addition radicalaire intermoléculaire de type 1-2 de

l’alcoxyamine MAMA-SG1 sur l’extrémité vinylique du PLA α-acrylate obtenu précédemment, condui-

sant à la macro-alcoxyamine PLA-SG1, qui constituera le macro-amorceur de la NMP du NAS et de la

NVP.

Les travaux à l’origine de cette synthèse sont ceux de Dufils et coll.,245 qui ont récemment proposé une

approche innovante pour l’élaboration de nouvelles alcoxyamines comme amorceurs de NMP. L’addition

radicalaire intermoléculaire radicalaire de type 1,2 de la MAMA-SG1 sur des oléfines activées donne accès

à des alcoxyamines dites de deuxième génération suivant le schéma réactionnel de la Figure 2.37.
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Figure 2.37 – Mécanisme de l’addition radicalaire intermoléculaire de type 1,2 de l’alcoxyamine
MAMA-SG1 sur des oléfines α-substituées pour l’obtention d’alcoxyamines secondaires comme adduit

1-2

L’homolyse sous l’influence de la chaleur de la liaison NO-C de l’alcoxyamine MAMA-SG1 produit

deux radicaux : un radical alkyle tertiaire et un radical nitroxyle SG1 stable. Lorsque l’effet radical

persistant est mis en place, le radical alkyle peut soit s’additionner sur l’oléfine activée pour conduire

à un radical transitoire, soit recombiner avec le nitroxyde SG1 pour redonner l’alcoxyamine de départ.

L’adduit 1,2 de cette réaction, plus stable thermiquement que l’alcoxyamine de départ, est obtenu par

recombinaison irréversible du radical transitoire avec le nitroxyde SG1, dans des conditions opératoires

adaptées.

Le succès de cette réaction repose sur la différence de stabilité thermique entre l’alcoxyamine de départ
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et l’alcoxyamine finale. Marque et coll.160,275 ont démontré que les alcoxyamines tertiaires avaient des

énergies d’activation de dissociation (Ea) inférieures à celles des alcoxyamines secondaires de structure

proche (Figure 2.38). Ainsi, la température de cette réaction doit être supérieure à celle de la dissociation

de l’alcoxyamine de départ et inférieure à celle de la dissociation de l’alcoxyamine finale.

Figure 2.38 – Profil réactionnel de la dissociation des alcoxyamines initiales et finales lors d’une
réaction d’addition radicalaire intermoléculaire de type 1-2. Source E. Dufils276

Dufils a effectué une fine mise au point des conditions expérimentales de la température et du temps

de réaction, afin que la dissociation de l’alcoxyamine de départ se produise mais sans provoquer la dis-

sociation de l’alcoxyamine finale. Ainsi, il a été déterminé qu’une température de 100̊ C, avec un temps

de réaction de 1h et une concentration initiale en MAMA-SG1 de 1M étaient des conditions idéales pour

aboutir à un rendement optimal. Grâce à cette mise au point, une nouvelle gamme variée d’alcoxyamines

a pu être obtenue grâce à la diversité des substituants Y des oléfines disponibles à partir de n-butyle

acrylate, d’acide acrylique, d’acrylamide ou encore de styrène, avec des rendements de fonctionnalisation

proches de 85%.

Les conditions expérimentales déterminées par Dufils pour l’addition radicalaire intermoléculaire de

type 1-2 sur le PLA α-acrylate ont été retenues : température de réaction de 100̊ C, atmosphère inerte

d’argon et solvant THF avec une concentration initiale en MAMA-SG1 de 0.2M. Afin d’augmenter le ren-

dement de fonctionnalisation de 75% obtenu par l’utilisation de quantités stoechiométriques de MAMA-

SG1 et de PLA α-acrylate, la réaction a été conduite en présence de 10 équivalents de MAMA-SG1 par

double liaison vinylique.193 La solution finale obtenue est refroidie pour être précipitée dans le méthanol

froid, afin d’éliminer l’excès de MAMA-SG1 n’ayant pas réagi.
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Figure 2.39 – Spectres 1H (a) du PLA α-acrylate et (b) de la macro-alcoxyamine PLA-SG1 après
précipitation dans le méthanol (CDCl3, 400MHz)

Le précipité est analysé par RMN 1H et 31P. Le spectre RMN 1H de la Figure 2.39 révèle la disparition

des protons vinyliques acrylates (5.75 - 6.50 ppm) et l’apparition des signaux correspondant aux protons

des deux groupements tert-butyle du fragment nitroxyde (1.1 - 1.2 ppm). Les intégrations de ces différents

signaux sont en bon accord avec celles attendues.

Le spectre RMN 31P révèle la présence d’un seul pic à 25 ppm caractéristique du nitroxyde SG1,

confirmant l’absence de pic résiduel de la MAMA-SG1. L’analyse RMN 31P en présence de diéthyl-

phosphite comme étalon interne à la même concentration que le PLA-SG1 (10 -2 M) confirme un taux de

fonctionnalisation typique de 70 à 90% selon l’efficacité d’amorçage par le HEA lors de la ROP du d,l-LA.

Une analyse RPE a été effectuée pour déterminer le taux de fonctionnalisation en SG1 dans le tert-

butylbenzène. Ce solvant est choisi parce qu’il représente le solvant de choix de la RPE : inerte et

apolaire. Cependant, des valeurs inférieures à celles obtenues précédemment par RMN 31P sont à constater

probablement en raison d’une solubilité incomplète du PLA dans ce solvant.

2.3.2 Copolymérisation du NAS et de la NVP amorcée par le PLA-SG1

2.3.2.1 Détermination des rapports de réactivité

La copolymérisation du NAS et de la NVP à partir du PLA-SG1 a été conduite dans les mêmes

conditions que celle amorcée par la MAMA-SG1, i.e. 1M totale de monomères dans le DMF en présence

de 5% de SG1 libre. L’utilisation du propylène carbonate aurait été judicieux pour un meilleur contrôle

des masses molaires mais la solubilité du PLA n’étant pas complète, nous avons préféré conserver le
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DMF. La macro-alcoxyamine PLA-SG1 (kd = 1.09 x 10-2 s-1 et Ea = 122.9 kJ.mol-1) est plus stable que

la MAMA-SG1 (kd = 0.34 s-1 et Ea = 117 kJ.mol-1 à 120̊ C). Par conséquent, pour avoir un amorçage

efficace, il est nécessaire de conserver la température de 120̊ C utilisée par Clément et coll.193,273 pour la

NMP du HEA amorcée par le PLA-SG1.
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Figure 2.40 – Fraction molaire du NAS (fNAS) dans le milieu réactionnel en fonction de la conversion
molaire globale. NMP du NAS et de la NVP amorcée par le PLA-SG1 (8 500 g.mol-1) 120̊ C, 5% de

SG1 libre avec 1M totale de monomères dans le DMF (DP visé 300)

De la même manière que pour la NMP du NAS et de la NVP amorcée par la MAMA-SG1, les rapports

de réactivité ont été déterminés pour la NMP de nos deux co-monomères amorcée par le PLA-SG1 (8500

g.mol-1) par la méthode numérique non linéaire des moindres carrés. Il est retrouvé la même tendance

que pour l’utilisation de l’alcoxyamine MAMA-SG1, i.e. un produit rNAS × rNV P tendant vers zéro avec

des valeurs rNAS=0.17 et rNV P=0.02 et une composition azéotropique à 54% molaire de NAS et 46%

molaire de NVP dans le copolymère (Figure 2.40). Ainsi, quelles que soient les conditions (amorceurs,

solvant, température), la copolymérisation de ce couple de co-monomères entraîne la formation d’un bloc

P(NAS-co-NVP) avec une alternance des monomères.

2.3.2.2 Caractérisation du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Concernant la cinétique de copolymérisation, avec une hausse de la température de 100 à 120̊ C, le

temps de copolymérisation est réduit à 30 min, rampe de température jusqu’à 120̊ C comprise, pour

atteindre des conversions molaires proches de 100% en se plaçant à une fraction molaire de NAS dans le

milieu proche de la composition azéotropique (60%).

Les analyses par CES DMF révèlent clairement un déplacement des chromatogrammes vers les hautes

masses en passant du PLA-SG1 au PLA-b-P(NAS-co-NVP) quelles que soient les masses visées (Figure

2.41 (a)). Ceci suggère la formation du copolymère à blocs, sans pouvoir conclure précisément sur l’effi-

cacité d’amorçage. Toutefois, par analyse RMN 1H des bruts de polymérisation au cours de la conversion,
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on peut noter que les signaux des protons des groupements tert-butyle (1-1.5 ppm) du SG1 se déplacent

durant la polymérisation (Figure 2.41(b)). Ceci résulte d’un changement d’environnement du SG1 qui

était à l’origine lié en α du PLA et qui devient alors adjacent aux monomères NAS et NVP. Ceci nous

indique un amorçage relativement efficace de la NMP par le PLA-SG1. Les Ip sur les bruts réactionnels

sont tous inférieurs à 1.5. Cependant, une augmentation de ces derniers est constatée sur les copolymères

précipités avec des valeurs inférieures à 1.8. Ces Ip, bien qu’élevés, demeurent acceptables.
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Figure 2.41 – (a) Chromatogrammes obtenus par CES DMF du PLA-SG1 (—), du
PLA-b-P(NAS-co-NVP) pour une Mn visée de 10 000 g.mol-1 (- -) et une Mn visée de 20 000
g.mol-1 (. . .). (b) Spectres RMN 1H de bruts réactionnels à 15, 30, 45 et 60 min de haut en bas.
Copolymérisation du NAS et de la NVP à partir du PLA-SG1, 5% de SG1 libre, 1M totale de

monomères, fNAS,0=0.61

Les masses molaires du copolymère sont déterminées par RMN 1H sur le copolymère précipité, en

exploitant l’intégrale des signaux des protons -CH- du PLA, correspondant à la masse molaire vraie du

PLA déterminée par CES THF, et l’intégrale correspondant aux protons -CH2- des groupes NS (Figure
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2.42). Les masses molaires obtenues sont en relativement bonne adéquation avec celles visées. Les valeurs

légèrement supérieures aux valeurs visées peuvent s’expliquer par un amorçage non total de la NMP du

NAS et de la NVP depuis la macro-alcoxyamine PLA-SG1 (Tableau 2.4).

Code Mn PLA-SG1 Mn,visée CNAS CNVP Mn Ip (b)P(NAS-co-NVP) P(NAS-co-NVP) (a)
(g.mol-1) (g.mol-1) (g.mol-1)

Copo1 19 000, 1.14 20 000 0.95 0.90 22 000 1.79
Copo2 19 000, 1.14 10 000 0.94 0.92 13 000 1.74
Copo3 11 400, 1.14 20 000 0.96 0.90 30 000 1.79
Copo4 11 400, 1.14 10 000 0.98 0.96 16 000 1.49

Tableau 2.4 – Liste de quelques copolymères PLA-b-P(NAS-co-NVP) utilisés dans la suite de l’étude
pour l’élaboration de nanoparticules et/ou micelles, avec les valeurs de Mn des différents blocs, Mn

obtenues (a) par RMN 1H et (b) par CES dans le DMF
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Figure 2.42 – Spectre 1H d’un PLA-b-P(NAS-co-NVP) purifié par précipitation dans un mélange
méthanol/éther diéthylique (v/v) (CDCl3, 400MHz)

Le spectre RMN 1H typiquement obtenu pour le copolymère révèle en outre la présence des signaux

caractéristiques des protons -CH- et -CH3- du PLA respectivement à 5.3-5.1 ppm et 1.65-1.50 ppm, la

présence des signaux des protons -CH2- des groupements NS à 2.8 ppm, ainsi que les signaux des protons

-CH- de la chaîne carbonée des motifs NAS et NVP et ceux des protons -CH2- en α de l’azote de la NVP

entre 3.5 et 3.1 ppm. Les signaux relatifs aux protons -CH2- de la chaîne carbonée des motifs NAS et

NVP ainsi que du cycle à 5 en α et β du carbonyle se situent sous un massif entre 2.6 et 1.7 ppm.
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2.4 Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié l’influence des facteurs température et quantité de SG1

libre sur l’homopolymérisation du NAS et sur la copolymérisation du NAS et de la NVP par NMP amor-

cée par la MAMA-SG1, pour obtenir le meilleur contrôle de ces polymérisations afin de produire des

polymères PNAS et P(NAS-co-NVP) présentant des distributions étroites des masses molaires.

La NMP du NAS permet de donner accès à des homopolymères fonctionnalisables bien définis. La

linéarité de la fonction ln([M]0/[M]) en fonction du temps, l’augmentation des masses molaires avec la

conversion et les faibles indices de polydispersité (<1.4) suggèrent le contrôle de ce type de polymérisation.

Le taux de chaînes vivantes déterminées à environ 50% peut être le résultat d’un amorçage peu ef-

ficace de la MAMA-SG1 sur le NAS associé à une constante de propagation élevée. Afin d’élargir le

champ d’application du PNAS et de l’envisager en tant que macro-amorceur de NMP, il serait intéressant

d’approfondir l’étude du taux de chaînes vivantes, en suivant notamment son évolution en fonction de la

conversion.

La ROPc,i du d,l-lactide, amorcée par l’HEA et catalysée par le Sn(Oct)2, associée à l’addition in-

termoléculaire radicalaire de type 1-2 de la MAMA-SG1 sur la liaison vinylique de PLA α-acrylate est

une méthode efficace dans l’obtention de PLA-SG1 comme macro-amorceur de NMP.

La copolymérisation du NAS et de la NVP par NMP amorcée par l’alcoxyamine modèle MAMA-SG1

puis par la macro-alcoxyamine PLA-SG1 donne accès à des copolymères bien définis avec alternance des

monomères. Le comportement à l’alternance de ces deux monomères ne nous permettra pas toutefois

de moduler les fractions molaires de NAS et de NVP incorporées dans le copolymère final. Cependant,

notre objectif principal est d’avoir une grande fraction de monomères fonctionnalisables et ce type de

copolymérisation nous permet d’ores et déjà d’obtenir des copolymères avec une fraction molaire de NAS

très importante. Ce dernier point est très intéressant puisque cela devrait permettre de fonctionnaliser le

bloc P(NAS-co-NVP) avec une quantité importante de biomolécules.

En conclusion, la combinaison de la ROP du d,l-LA et de la NMP du NAS et de la NVP, via l’uti-

lisation d’une macro-alcoxyamine PLA-SG1, s’est révélée être une stratégie judicieuse et efficace, pour

accéder aisément au copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP).
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Après avoir réalisé la synthèse du copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP), notre premier objectif

a été la formation de micelles à partir de ce copolymère préalablement synthétisé.

D’une part, la formation de micelles permet d’attester le caractère amphiphile de ce copolymère, qui

est un point important de notre travail de recherche.

D’autre part, outre leur utilisation depuis des décennies pour la délivrance de principes actifs (en-

capsulés en leur cœur),277–280 les micelles sont décrites tout récemment comme moyen de vaccination

ADN281 et pour le le ciblage des cellules dendritiques (DC).282 Après leur administration par voie sous-

cutanée, les micelles, grâce à leur petite taille (<100 nm), sont aisément transportées jusqu’aux ganglions

lymphatiques via les vaisseaux lymphatiques et constituent par conséquent un excellent moyen de déli-

vrance de biomolécules dans ces foyers aux nombreuses cellules immunitaires.283,284 Il était donc judicieux

d’élaborer des micelles fonctionnelles à partir du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP).
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3.1 Rappels bibliographiques sur les micelles

Avant d’exposer et de discuter nos résultats obtenus pour l’élaboration de micelles fonctionnelles à

partir du copolymère PLA-b-P-(NAS-co-NVP), nous allons détailler quelques rappels sur la concentration

micellaire critique (CMC) et les différentes méthodes de préparation de micelles à partir de copolymères

à blocs.

3.1.1 Concentration Micellaire Critique

Les micelles sont des agrégats colloïdaux obtenus par auto-assemblage de molécules amphiphiles (com-

munément appelées tensioactifs) dans un solvant sélectif. De manière générale, dans un solvant sélectif

aqueux, les molécules de tensioactif sont disposées de telle sorte que leur partie hydrophobe soit dirigée

vers l’intérieur des micelles, tandis que leur partie hydrophile est dirigée vers la phase aqueuse.

Les micelles sont caractérisées par une concentration en tensioactifs, à partir de laquelle la formation

de ces systèmes est observée. Cette concentration est communément appelée concentration micellaire

critique (CMC), et plus rarement concentration d’agrégation critique (CAC). En effet, comme illustré

dans la Figure 3.1, qui reporte l’évolution de la tension superficielle en fonction de la concentration en

tensioactifs (molécules/copolymères amphiphiles), on dénombre deux régimes. Dans un premier régime

correspondant à une faible concentration en tensioactifs dans le milieu aqueux, ces derniers se positionnent

à l’interface eau/air pour former un film monomoléculaire, diminuant ainsi la tension de surface entre

l’air et l’eau proportionnellement à la concentration en tensioactifs suivant la loi de Gibbs (Figure 3.1

(A)). Lorsque la surface devient saturée en tensioactifs, la tension superficielle reste constante et tout

ajout supplémentaire de molécules/copolymères amphiphiles provoque leur auto-assemblage sous forme

de micelles. Ces dernières sont en équilibre avec la forme libre de la molécule/copolymère amphiphile

(Figure 3.1 (B)). Outre la méthode de détermination de la CMC par le suivi de la tension superficielle

en fonction de la concentration en tensioactifs, la CMC est souvent déterminée grâce à l’utilisation de

molécules sondes fluorescentes hydrophobes, telles que le pyrène285 et le Nile Red,286 qui se logent dans

les régions hydrophobes des micelles.

La CMC dépend de la balance hydrophobe/hydrophile du tensioactif mais aussi de facteurs externes

tels que la température ou encore la force ionique pour des molécules amphiphiles ioniques. La CMC est

d’autant plus faible que la longueur du bloc hydrophobe est grande devant celle du bloc hydrophile.287



3.1 Rappels bibliographiques sur les micelles 99

CMC 

eau 

air 

Concentration en polymère amphiphile 

Te
ns

io
n 

su
pe

rf
ic

ie
lle

 

A B 

Figure 3.1 – Détermination de la CMC par l’étude de l’évolution de la tension superficielle en fonction
de la concentration en tensioactifs

3.1.2 Méthodes de préparation de micelles

Plusieurs techniques sont couramment employées pour l’élaboration de micelles à partir de copo-

lymères amphiphiles, dont les plus utilisées sont décrites ci-après. Elles peuvent être divisées en deux

grandes catégories : dissolution directe et utilisation de co-solvants.

3.1.2.1 Dissolution directe

Si le copolymère amphiphile utilisé présente un caractère hydrophobe modéré, tel que le poly(oxyde

d’éthylène)-b-poly(oxyde de propylène)-b-poly(oxyde d’éthylène) (POE-b-POP-b-POE) (Pluronics), les

micelles peuvent être obtenues par dissolution directe dans un solvant aqueux.287 La micellisation peut

être favorisée par chauffage de la solution de copolymères.287 Lorsque le polymère est trop peu hydroso-

luble, les procédés utilisant un co-solvant sont préférés.

3.1.2.2 Méthodes basées sur l’utilisation de co-solvant

A- La dialyse

Le copolymère est dissous dans un solvant organique miscible à l’eau, tel que le DMF, le DMSO,

l’acétone ou encore le THF. Une dialyse contre l’eau est effectuée pour éliminer le solvant organique et

provoquer la formation de micelles, puisque le copolymère se retrouve progressivement dans le solvant

sélectif du bloc hydrophile.244,287 Lorsque le principe actif à encapsuler est hydrophobe, il peut être

dissous dans la phase organique en même temps que le tensioactif.
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B- Évaporation de solvant (ou nanoprécipitation)

Ce procédé repose sur l’utilisation d’un solvant organique du polymère amphiphile miscible à l’eau.288

Cette phase organique est ajoutée à une phase aqueuse, ce qui provoque l’assemblage du copolymère en

micelles. Le solvant organique est ensuite éliminé par évaporation. Le principe actif à encapsuler peut

être ajouté à la phase organique.

C- Émulsion de solvant dans l’eau

Le polymère est solubilisé dans un solvant organique non miscible à l’eau, typiquement de l’acétate

d’éthyle, du dichlorométhane ou encore du chloroforme.287 De l’eau est ajoutée rapidement dans cette

phase organique, qui est ensuite émulsifiée par sonication ou par agitation. La phase d’émulsification per-

met de produire des gouttelettes de taille nanométrique dispersées dans la phase aqueuse. Le polymère

s’agence ainsi à l’interface entre l’eau et le solvant organique pour stabiliser la gouttelette. Le solvant

organique est ensuite éliminé par évaporation. Cette technique permet aussi l’encapsulation de principes

actifs en l’intégrant à la phase organique avant son émulsification.

3.2 Préparation de micelles

Dans un premier temps, il est étudié ici l’élaboration et la caractérisation de micelles à partir du co-

polymère PLA-b-P(NAS-co-NVP). Puis nous nous consacrerons aux résultats obtenus pour l’élaboration

de micelles à partir de copolymères modifiés par des sucres.

3.2.1 Micelles de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Dans notre projet, les copolymères PLA-b-P(NAS-co-NVP) présentent un bloc hydrophobe de PLA

de taille conséquente, par conséquent la dissolution directe n’a pas été possible. Le copolymère étant

soluble dans un solvant organique volatil et miscible à l’eau tel que l’acétonitrile (ACN), la méthode

d’évaporation de solvant a donc été choisie. Concrètement le copolymère est dissous dans l’ACN (10

mg.mL-1), la phase organique est ajoutée sous agitation à une phase d’eau stérile (un volume de phase

organique pour deux volumes d’eau), le solvant est évaporé sous pression réduite à 30̊ C. Cette technique

est simple et rapide à mettre en œuvre pour la préparation de micelles.

Grâce à cette technique, des micelles à base des copolymères Copo1 à Copo4 (Mic-Copo1 à Mic-

Copo4) ont été élaborées, caractérisées par des tailles (i.e. diamètres hydrodynamiques déterminés par
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diffusion dynamique de la lumière : DDL) variant de 53 à 75 nm et des indices de polydispersité (IP)

faibles compris entre 0.021 et 0.040 (Tableau 3.1). L’influence de la longueur des blocs sur la taille des

micelles reste limitée. Cependant, nous pouvons tout de même noter qu’à taille de bloc PLA identique,

l’augmentation duMn du bloc hydrophile P(NAS-co-NVP) entraîne une légère augmentation du diamètre

des micelles. En effet, pour un Mn du bloc PLA constant et égal à 19 000 g.mol-1, l’augmentation du Mn

du bloc P(NAS-co-NVP) de 13 000 g.mol-1 à 22 000 g.mol-1 entraîne une augmentation du diamètre des

micelles de 53 nm (Mic-Copo2) à 59 nm (Mic-Copo1). Le même phénomène est observé avec les micelles

Mic-Copo3 et Mic-Copo4, où une augmentation plus forte du Mn du bloc P(NAS-co-NVP) de 16 000

g.mol-1 à 30 000 g.mol-1 provoque une variation à la hausse de 9 nm, pour un même bloc de PLA d’un

Mn de 11 400 g.mol-1. Le faible caractère hydrophile du bloc P(NAS-co-NVP) peut expliquer les faibles

variations de taille des micelles en fonction de celle de la masse molaire du bloc hydrophile. En effet, le

bloc P(NAS-co-NVP) présente environ 54% molaire d’unités NAS contre 46% d’unités NVP.

Code Mn PLA Mn P(NAS-co-NVP) Taille IP CMC
(g.mol-1) (g.mol-1) (nm) (mg.L-1)

Mic-Copo1 19 000 22 000 59±0.15 0.021±0.006 20
Mic-Copo2 19 000 13 000 53±0.24 0.042±0.020 20
Mic-Copo3 11 400 30 000 75±0.51 0.021±0.016 20
Mic-Copo4 11 400 16 000 66±0.34 0.040±0.006 15

Tableau 3.1 – Caractéristiques des micelles de PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Les CMC sont déterminées à 25̊ C avec l’utilisation de Nile Red (9-(diethylamino)-5H-benzo[α]phenoxa-

zin-5-one), comme sonde fluorescente.289,290 Cette molécule étant quasi insoluble dans l’eau, lorsqu’elle

est ajoutée dans l’eau, elle se niche dans les régions hydrophobes des micelles lorsqu’elle est ajoutée dans

l’eau. Par conséquent la fluorescence du milieu est augmentée dès que les micelles se forment puisqu’elles

solubilisent le Nile Red en leur cœur (Figure 3.2(a)).
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Figure 3.2 – Graphiques (a) de l’intensité de fluorescence émise par le Nile Red et (b) de la longueur
d’onde d’émission maximale (λém,max) en fonction de la concentration de copolymère pour Copo1 (�),

Copo2 ( ) et Copo3(N) et Copo4 (H)



102 Préparation de micelles multifonctionnelles

De plus, la diminution de polarité de l’environnement du Nile Red lorsqu’il est encapsulé au sein des

micelles provoque une diminution de la longueur d’onde maximale d’émission (λém,max), qui est exploi-

tée pour mesurer de manière précise la CMC au point d’inflexion de la courbe λém,max=f([copolymère])

(Figure 3.2(b)).290

La CMC des quatre copolymères étudiés est d’environ 20 mg.L-1. Ces valeurs de CMC relativement

faibles sont typiques de celles des micelles de copolymère à base de PLA-b-PEG,291,292 de PLA-b-PNVP242

ou encore de PCL-b-PNVP.246

3.2.2 Micelles de copolymères modifiés par des sucres

Comme détaillé dans le chapitre d’étude bibliographique, un intérêt tout particulier est porté actuel-

lement sur l’utilisation de ligands simples, tels que le d-mannose. Nous l’avons choisi pour fonctionnaliser

la couronne des micelles, parce qu’il est un excellent ligand des récepteurs lectines de type C et des TLR4.

Le d-glucose sera utilisé comme molécule contrôle non supposée interagir avec les cellules de l’immunité.

Afin d’obtenir des micelles fonctionnalisées en surface par un sucre à partir du copolymère PLA-b-

P(NAS-co-NVP), deux stratégies sont envisageables : (i) élaboration de micelles, puis couplage de la

d-mannosamine ou de la d-glucosamine sur les solutions micellaires ou (ii) couplage en milieu organique

du sucre aminé sur le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP), puis élaboration de micelles à partir du co-

polymère obtenu. Nous avons opté pour cette seconde approche, pour deux raisons : (i) les couplages en

milieu organique permettent d’envisager de très bons rendements et (ii) par cette méthode, la formation

de micelles se produit pendant la même étape que la purification du copolymère de ses impuretés de

réaction par dialyse.

Par la suite, les copolymères obtenus par le couplage avec la d-mannosamine et la d-glucosamine

seront appelés respectivement copolymères mannosylé et glucosylé.

3.2.2.1 Synthèse de copolymères modifiés par des sucres

Le couplage des deux sucres aminés, d-mannosamine et d-glucosamine, a été effectué sur le copoly-

mère PLA-b-P(NAS-co-NVP), dans le DMSO (10 mg.mL-1), en présence de triéthylamine (TEA) (deux

équivalents par rapport au sucre) pendant quatre jours.

Les spectres RMN des copolymères mannosylé et glucosylé typiquement obtenus après dialyse du

milieu réactionnel contre l’eau et lyophilisation sont présentés dans la Figure 3.3. Les spectres des réactifs
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de départ : PLA-b-P(NAS-co-NVP), d-mannosamine et d-glucosamine sont également présentés à titre

de référence.

(a) PLA-b-P(NAS-co-NVP) 

(b) Copolymère glucosylé 

(c) D-glucosamine 

(d) Copolymère mannosylé 

(e) D-mannosamine 

DMSO H20 

Figure 3.3 – Spectres RMN 1H, de bas en haut : (a) PLA-b-P(NAS-co-NVP), (b) copolymère
glucosylé, (c) d-glucosamine, (d) copolymère mannosylé et (e) d-mannosamine (2.7 équivalents de sucre

par rapport aux fonctions ester de NS, température ambiante) (DMSO-d6, 400 MHz)

L’apparition des signaux caractéristiques de chacun des protons des deux sucres est constatée dans

les plages de déplacement chimique 3.4-5.1 ppm et 3.0-3.2 ppm.

De plus, dans la gamme 6.2-7.9 ppm, les signaux des protons des fonctions hydroxyle des sucres (4H)

sont révélés. Ces derniers sont les seuls signaux réellement distincts et éloignés des autres signaux relatifs

aux protons du copolymère. Ainsi en prenant comme référence l’intégrale correspondant aux protons

-CH- du PLA (5.0-5.3 ppm), l’intégrale des pics compris entre 6.2 et 7.9 ppm, comparée à celle du pic

de -CH2 (4H, 2.8 ppm) du résidu NS sur le spectre PLA-b-P(NAS-co-NVP) de référence, donne accès au

taux de couplage.

Pour les spectres ici présentés, des taux de couplages de 60% et 100%, respectivement pour la d-

mannosamine et la d-glucosamine, sont déterminés. Ils corroborent les valeurs de taux d’ester de NS

résiduels, respectivement de 40% et 0%, obtenus par le rapport de l’intégrale du signal des -CH2- du

groupement NS après couplage sur celle avant couplage (en prenant toujours pour référence l’intégrale

des signaux -CH- du PLA).
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L’influence du nombre d’équivalents de sucre et de la température sur le rendement de couplage est

reportée dans le Tableau 3.2.

Un minimum de 2.7 équivalents de d-glucosamine par rapport aux fonctions ester de NS nécessite

d’être ajoutés pour obtenir une réaction quantitative, après quatre jours de réaction à température am-

biante (Tableau 3.2).

Sucre Température Nb d’équivalents Rendement de Taux de fonctions
(̊ C) couplage (%) ester de NS résiduels (%)

d-gluc TA

1.2 28 22
1.7 85 26
2.7 100 0
5 100 0

d-man TA

1.2 0 17
1.7 52 48
2.7 60 40
5 60 40

45 2.7 57 0

Tableau 3.2 – Influence du nombre d’équivalents de sucre et de la température sur l’aminolyse des
fonctions ester de NS du Copo2 par la d-glucosamine (d-gluc) et la d-mannosamine (d-man). TA :

température ambiante (25̊ C)

À température ambiante, l’augmentation du nombre d’équivalents de la d-mannosamine (de 1.7 à 5)

ne permet pas d’augmenter de manière considérable les rendements de couplage, le maximum de couplage

(60%) étant obtenu pour 2.7 équivalents (Tableau 3.2). La température de couplage a donc été augmen-

tée de 25̊ C à 45̊ C pour favoriser le couplage, mais sans effet positif. En revanche, il peut être constaté

qu’avec la hausse de la température, l’intégralité des fonctions ester est consommée, ce qui suggère une

importante compétition entre leur aminolyse avec la d-mannosamine et leur hydrolyse avec l’eau rési-

duelle potentiellement contenue dans le DMSO et la TEA à cette température.

Ces résultats nous indiquent une certaine différence de réactivité entre les deux sucres étudiés. On

peut s’interroger sur l’implication de la gêne stérique liée à la position de l’amine primaire (axiale pour

la d-mannosamine et équatoriale pour la d-glucosamine, Figure 3.4) dans la différence de réactivité entre

ces deux sucres.
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OH

OH

(a) d-mannosamine

O
HO
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NH2

OH

OH

(b) d-glucosamine

Figure 3.4 – Conformation chaise de la d-mannosamine et de la d-glucosamine
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3.2.2.2 Élaboration et caractérisation de micelles de copolymères modifiés par des sucres

De manière intéressante, la dialyse nécessaire à la purification du copolymère (élimination du DMSO,

de la TEA et du sucre en excès) permet en même temps la formation de micelles. Celles-ci sont caracté-

risées par des tailles de 80-90 nm, avec des IP d’environ 0.216. Une légère augmentation de la taille des

micelles est donc à constater suite au couplage des sucres sur le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP), en

raison de l’apparition d’un bloc de surface hautement hydrophile, suite à la substitution des fonctions

ester de NS par les sucres.

Cependant, notamment pour la réaction de couplage entre le copolymère et la d-mannosamine, il

subsiste des fonctions ester de NS, qui doivent être éliminées dans l’optique d’une administration chez

l’homme. Les meilleures conditions ont été obtenues par l’ajout d’éthanolamine directement sur le milieu

réactionnel après quatre jours de couplage. La phase organique du copolymère dans le DMSO est diluée

dans deux volumes d’eau avant sa dialyse contre l’eau.

La CMC a été déterminée pour chaque solution micellaire obtenue à partir des copolymères glucosylé,

mannosylé et enfin modifié uniquement par l’éthanolamine (Figure 3.5).

Les valeurs de CMC sont d’environ 100 mg.L-1, plus élevées que celles des micelles du copolymère

PLA-b-P(NAS-co-NVP) initial correspondant (environ 20 mg.L-1). Ce résultat était attendu : en effet le

caractère hydrophile se trouve accentué à la suite de la substitution des fonctions ester de NS par des

sucres (et/ou uniquement par l’éthanolamine), ce qui contribue à une augmentation de la CMC. Ces

valeurs confortent donc bien la présence des sucres sur la couronne hydrophile des micelles. Les CMC

des copolymères ici obtenues sont plus élevées que la gamme de valeurs retrouvées typiquement pour des

CMC de micelles de copolymères amphiphiles, décrites précédemment. Elles demeurent tout de même en-

deçà des copolymères classiquement employés tels les Pluronics (dont la CMC est d’environ 300 mg.L-1).

Dans notre cas, le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) d’origine présente un bloc de PLA (Mn = 19 000

g.mol-1) d’une taille supérieure à celui de P(NAS-co-NVP) (Mn = 13 000 g.mol-1). Il serait intéressant

d’élaborer de nouveaux copolymères dotés d’un bloc de PLA de taille bien plus importante, par exemple

deux à trois fois supérieure à celle de P(NAS-co-NVP), afin de pouvoir diminuer, à terme, la CMC de

copolymères mannosylés et glucosylés.
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Figure 3.5 – Graphiques (a) de l’intensité de fluorescence émise par le Nile Red et (b) de la longueur
d’onde d’émission maximale (λém,max) en fonction de la concentration en copolymère pour Copo2-gluc

(�), Copo2-man ( ) et Copo2-eth (N)

3.2.3 Étude de l’encapsulation de l’imiquimod dans les micelles

Les micelles préalablement préparées ont été utilisées pour encapsuler de l’imiquimod, un ligand des

TLR7 au caractère fortement hydrophobe. Dans un premier temps, l’étude a porté sur l’utilisation de

micelles de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP).

Une méthode simple pour encapsuler un composé non hydrosoluble est de l’incuber en présence de

micelles. En effet, ces dernières, lorsque leur cœur n’est pas réticulé chimiquement, sont des systèmes

non-figés en équilibre avec la forme libre du copolymère. Ainsi, tout comme le Nile Red utilisé pour

déterminer les CMC, l’imiquimod devrait se nicher dans un environnement qui lui est plus favorable, et

donc hydrophobe, i.e. au cœur des micelles.

L’imiquimod a donc été incubé pendant 24h dans la solution micellaire de PLA-b-P(NAS-co-NVP)

(Mic-Copo4) à 6.4 mg.mL-1. À titre de contrôle, l’imiquimod a été également incubé dans de l’eau pure,

i.e. sans micelles, afin d’évaluer la fraction solubilisée dans ce solvant (supposée très faible). Les spectres

de fluorescence de l’imiquimod dans des solutions micellaires (ou dans l’eau comme contrôle) ont été

réalisés après l’élimination des grains d’imiquimod non solubilisés par centrifugation. Les spectres re-

présentent ainsi l’imiquimod qui est solubilisé dans les micelles ou dans l’eau. De manière qualitative,

l’intensité de fluorescence de l’imiquimod est considérable pour la solubilisation micellaire par rapport à

celle obtenue dans l’eau, indiquant que ce ligand s’est logé massivement dans le cœur des micelles (Figure

3.6). Signalons ici qu’il a été vérifié que le spectre de fluorescence des micelles de PLA-b-P(NAS-co-NVP)

n’interfère pas avec le spectre de fluorescence de l’imiquimod (Figure 3.6).
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Figure 3.6 – Spectres de fluorescence des milieux de micelles seules (—), de l’eau-imiquimod (—) et
des micelles-imiquimod (—), obtenus après 24h d’incubation sur roue à température ambiante.

λex=325 nm, [imiquimod] =1.28 mg.mL-1, [micelles] = 6.4 mg.mL-1

L’expérience a été reconduite sur quatre lots de micelles (4 mg.mL-1) pour quatre copolymères diffé-

rents (Copo1 à Copo4).

De manière à pouvoir quantifier l’imiquimod encapsulé dans les micelles de copolymères, la fluorescence

de l’imiquimod a été mesurée après destruction des micelles par solubilisation du copolymère dans le

DMSO (dilution de la solution micellaire au vingtième dans le DMSO) (Figure 3.7 (a)). Grâce à une

courbe de calibration Ifluo,imi=f([imiquimod]) établie dans les mêmes conditions (Figure 3.7 (b)), la

concentration en imiquimod et donc la quantité encapsulée d’imiquimod dans les micelles ont pu être

déterminées.
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Figure 3.7 – (a) Spectres de fluorescence de micelles Mic-Copo1 (—), Mic-Copo2 (—), Mic-Copo-3
(—) et Mic-Copo4 (—). Micelles à 4 mg.mL-1, incubées avec 0.4 mg.mL-1 d’imiquimod pendant 24h.
Centrifugation à 1 377 g, dilution 20 fois dans le DMSO, λex=325 nm, λem=350 nm. (b) Droite de

calibration de l’imiquimod solubilisée dans une solution 19 : 1 de DMSO : eau

Le taux d’encapsulation (TE), qui représente le pourcentage massique d’imiquimod par rapport au

copolymère, est de l’ordre de 4% par cette méthode (Tableau 3.3). On peut noter que le taux d’encapsu-

lation semble augmenter lorsque la taille du bloc de PLA diminue (19 000 versus 11 400) et que la taille
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des micelles augmente en conséquence.

Code Mn Mn Taille IP [copolymère] [imi]0 [imi]enc TE
PLA P(NAS-co-NVP)

(g.mol-1) (g.mol-1) (nm) (mg.mL-1) (mg.mL-1) (mg.mL-1) (%)
Mic2-Copo1 19 000 22 000 59 0.021 4 0.4 0.152 3.8
Mic2-Copo2 19 000 13 000 53 0.042 4 0.4 0.133 3.3
Mic2-Copo3 11 400 30 000 75 0.021 4 0.4 0.180 4.5
Mic2-Copo4 11 400 16 000 66 0.040 4 0.4 0.171 4.3

Tableau 3.3 – Encapsulation de l’imiquimod dans quatre solutions de micelles élaborées à partir de
quatre copolymères PLA-b-P(NAS-co-NVP) différents avec [imi]enc la concentration en imiquimod

encapsulé

Des encapsulations d’imiquimod ont été menées dans des micelles de copolymères glucosylé (Copo2-

gluc), mannosylé (Copo2-man) ou encore simplement obtenu après réaction avec l’éthanolamine (Copo2-

eth). Cette fois-ci les micelles sont utilisées à 1 mg.mL-1, parce que les taux de solide sont plus faibles

que ceux obtenus pour les micelles de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP), en raison de la dialyse. Les

micelles de copolymères modifiés par des sucres permettent une encapsulation accrue de l’imiquimod par

rapport aux micelles de PLA-b-P(NAS-co-NVP). La nature du composé hydrophile de la couronne semble

avoir une influence significative sur la diffusion de l’imiquimod dans le cœur des micelles.

Code Taille IP [copolymère] [imi]0 [imi]enc TE
(nm) (mg.mL-1) (mg.mL-1) (mg.mL-1) (%)

Mic-Copo2-gluc 51±0.06 0.145±0.014 1 0.40 0.141 14.1
Mic-Copo2-man 39±0.27 0.120±0.023 1 0.37 0.067 6.7
Mic-Copo2-eth 41±0.22 0.134±0.068 1 0.44 0.057 5.7

Tableau 3.4 – Encapsulation d’imiquimod dans les micelles de copolymères glucosylé (Copo2-gluc),
mannosylé (Copo2-man) ou obtenu après réaction avec l’éthanolamine (Copo2-eth)

3.3 Conclusion

Lors de ce chapitre, le caractère amphiphile du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) a été démontré,

grâce à sa capacité d’auto-assemblage sous forme de micelles, à partir d’une certaine concentration (CMC

d’environ 20 mg.L-1). Les micelles obtenues par précipitation-évaporation de solvant sont caractérisées

par des tailles comprises entre 50 et 70 nm avec des IP faibles (<0.1).

En outre, le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) a pu être modifié par réaction de la d-glucosamine

ou de la d-mannosamine sur les fonctions ester de NS. Ces couplages menés en solution organique, asso-

ciés à une étape de purification par dialyse, permettent d’aboutir facilement à des solutions de micelles
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de copolymères modifiés par des sucres. La présence de sucres à la surface des micelles est confirmée par

l’augmentation de la CMC de ces systèmes (100 mg.L-1) par rapport à celle du copolymère initial (20

mg.L-1).

Qu’il s’agisse de solutions de micelles de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) ou de copolymère modi-

fié par des sucres, l’encapsulation de l’imiquimod s’est révélée très efficace, avec respectivement des taux

d’encapsulation typiques de 3-4% et de 6-14%.

Nous avons ainsi pu développer des systèmes hautement fonctionnels, avec la présence d’une impor-

tante quantité de d-mannose en leur surface et d’imiquimod en leur cœur.
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Ce chapitre a pour objectif de décrire la fonctionnalisation de surface de NP de PLA par le peptide de

l’IL-β, grâce à l’utilisation du copolymère amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP), et l’encapsulation
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de l’imiquimod au sein des NP de PLA. Quelques rappels bibliographiques sur les procédés de préparation

de NP sont décrits. Puis, l’élaboration de NP de PLA en présence du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP)

est détaillée. Le couplage du peptide d’intérêt de l’IL-β à la surface de NP de PLA-copolymère est ensuite

étudié. L’étude de l’encapsulation de l’imiquimod dans les NP de PLA terminera ce chapitre.

Les travaux décrits sur les NP de PLA-copolymère (non couplées au peptide) dans ce chapitre ont

fait l’objet d’une partie de la publication : Handké, N. ; Trimaille, T. ; Luciani, E. ; Rollet, M. ; Delair, T.,

Verrier, B. ; Bertin, D. and Gigmes, D., J. Polym. Sci., Part A : Polym. Chem. 2011, 49 :1341-1350.

4.1 Rappels sur les techniques d’élaboration de NP

Dans cette section, sont détaillées les principales techniques d’élaboration de NP à base de polymères

préformés de PLA/PLGA pour la délivrance de principes actifs.

4.1.1 Émulsification-évaporation de solvant

Cette technique a été appliquée pour la première fois à des nanosphères de PLA en 1981.293 Le

polymère est solubilisé dans un solvant organique volatil non miscible à l’eau (dichlorométhane ou chlo-

roforme). La phase organique est ensuite émulsifiée dans une phase aqueuse contenant un stabilisant

(gélatine, poly(alcool vinylique), poloxamer) afin d’obtenir l’émulsion O/W. Le solvant présent dans les

gouttes de l’émulsion diffuse vers la phase aqueuse jusqu’à saturation et s’évapore en atteignant la sur-

face. L’élimination du solvant provoque alors la précipitation du polymère, puisqu’il se retrouve dans un

non-solvant (l’eau), sous forme de NP. Pour obtenir des tailles inférieures au micron avec une distribu-

tion étroite, il est nécessaire de produire une émulsion fine et homogène, ce qui requiert l’utilisation de

grandes quantités d’émulsifiants et une forte énergie déployée pour l’émulsification.294 Cette technique

permet l’encapsulation de principes actifs hydrophobes par leur incorporation dans la phase organique

avant émulsification.293

4.1.2 Double émulsion W/O/W

Il s’agit d’une technique similaire à celle décrite précédemment mais adaptée à l’encapsulation de

principes actifs hydrophiles (certaines protéines, acides nucléiques).295,296 La première étape consiste

à émulsifier la phase aqueuse contenant le principe actif dans la phase organique solubilisant le poly-

mère. Cette émulsion W/O, dite primaire, est ensuite émulsifiée lors d’une seconde étape dans une phase
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aqueuse. L’élimination du solvant entraîne, tout comme pour la stratégie de simple émulsion, la formation

des particules. C’est la technique la plus répandue pour l’encapsulation de protéines antigéniques pour la

vaccination.115,116

4.1.3 Émulsion-changement de solubilité (ou salting-out)

Cette méthode a été développée par Ibrahim et coll.297 Le solvant organique solubilisant le polymère

doit être miscible à l’eau, typiquement de l’acétone. Une émulsion est produite sous forte agitation par le

mélange de la phase organique et de la phase aqueuse, qui contient un stabilisant et surtout un électrolyte

(sels ou sucrose) à forte concentration (plusieurs mol.L-1), qui empêche la miscibilité du solvant organique

avec l’eau. De l’eau pure est ensuite ajoutée pour permettre au solvant organique de diffuser complètement

dans l’eau, ce qui provoquera la précipitation du polymère sous forme de NP. Cette technique permet de

contrôler aisément la taille des nanosphères en modulant plusieurs paramètres, tels que la concentration

en tensioactif, la vitesse d’agitation ou la concentration en polymère dans la phase organique.

4.1.4 Émulsification-diffusion de solvant

Pour remplacer les solvants chlorés couramment employés dans le procédé d’émulsification-évaporation,

des solvants partiellement miscibles à l’eau, tels que l’acétate d’éthyle, le carbonate de propylène ou en-

core l’alcool benzylique, peuvent être utilisés. L’émulsion O/W est préparée à l’aide d’eau saturée avec

le solvant organique et avec une phase de solvant organique saturée en eau. L’émulsion O/W est ensuite

diluée dans un large volume d’eau pure. La dilution importante permet la miscibilité complète et donc

la diffusion intégrale du solvant organique des gouttelettes dans la phase aqueuse et par conséquent la

précipitation du polymère en nanoparticules.296,298 La saturation mutuelle des solvants est réalisée de

manière à se placer à l’équilibre thermodynamique et à prévenir les phénomènes de diffusion lors de

l’ajout de la phase organique dans la phase aqueuse durant la phase d’émulsification. Les tailles peuvent

être modulées de la même manière que pour le salting-out.

4.1.5 Nanoprécipitation (ou déplacement de solvant)

La nanoprécipitation a été développée par Fessi et coll.299 Cette méthode permet d’accéder à des

nanosphères de taille typique d’environ 100 à 300 nm, avec de nombreux avantages, tels que la simplicité

et la rapidité de réalisation, une excellente reproductibilité et l’absence de tensioactif.

Les composés de base sont le polymère, le solvant et le non-solvant du polymère. Le solvant du

polymère doit être miscible à l’eau et volatil. L’acétone est ainsi souvent choisi, mais un mélange de
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solvants (acétone/éthanol, acétone/eau) peut être également préconisé.296

Les NP se forment instantanément dès lors que la solution organique de polymère est ajoutée à la

phase aqueuse, grâce à la diffusion rapide du solvant dans le non-solvant. La formation quasi-instantanée

des NP est gouvernée par l’effet Marangoni, causé par les turbulences à l’interface entre le solvant et

le non-solvant, qui dépendent de plusieurs paramètres, tels que le débit, la diffusion et la tension de

surface.300

Le solvant organique est ensuite éliminé. Les conditions idéales sont obtenues quand le polymère est

dissous dans un solvant thêta et quand la concentration en polymère se situe entre le régime dilué et

semi-dilué.296

L’ajout de tensioactifs, bien que non nécessaire au procédé, aide à préserver les suspensions de NP,

à prévenir de leur agrégation pendant un long stockage,296 mais également à favoriser leur redispersion

après centrifugation. Le principe actif peut être encapsulé dans les nanosphères en l’ajoutant dans la

solution organique de polymère. Plus la vitesse de diffusion du solvant dans l’eau est élevée, plus les

particules seront petites. Les constantes diélectriques des solvants semblent jouer un rôle important dans

la nanoprécipitation, puisqu’il semblerait que l’échec de cette technique se présente fréquemment lorsque

les constantes diélectriques du solvant et du non-solvant sont trop différentes.300 Une concentration trop

importante en polymère peut être à l’origine d’une mauvaise nanoprécipitation. Ceci est probablement la

conséquence d’une trop grande viscosité, qui empêche alors une diffusion appropriée du solvant organique

dans l’eau.300

4.1.6 Diafiltration (ou dialyse)

Dans cette méthode, le polymère d’intérêt est dissous dans un solvant organique miscible à l’eau.

Cette solution est placée dans un sac de dialyse pour être dialysée contre de l’eau pure. Le principe est un

échange du solvant contre de l’eau provoquant la précipitation lente du polymère sous forme de particules

à mesure de l’enrichissement en non-solvant dans le sac de dialyse.119,301 Cette technique ne requiert pas

l’utilisation de tensioactifs. La taille des NP obtenues par ce procédé peut être modulée en modifiant le

solvant du polymère par exemple.302

En plus de l’élaboration des particules, la dialyse permet d’éliminer les impuretés résiduelles des NP

telles que les principes actifs ou les tensioactifs en excès, lorsque ces derniers sont utilisés. Cependant il ne

faut pas négliger plusieurs points : risque de contamination microbienne avec une utilisation longue durée

d’eau, risque de libération prématurée du principe actif et inefficacité de la dialyse pour l’élimination de

certaines molécules à haut poids moléculaire telles que le stabilisant poly(alcool vinylique).303
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4.1.7 Stratégie utilisée

L’équipe de ”Nanovecteurs Biodégradables et Ingénierie Tissulaire” de l’IBCP possède une forte

expertise dans la préparation de NP de PLA par les procédés de nanoprécipitation103 et de diafiltra-

tion.119 Comme nous l’avons vu précédemment, ce sont des techniques de choix pour l’élaboration de NP

de PLA sans tensioactif.

Cette équipe a également développé plusieurs systèmes de NP de PLA - protéine et/ou glycoprotéine

de choix pour le développement d’un vaccin anti-VIH. La protéine p24 et la glycoprotéine gp120 du

VIH-1 ont par exemple été co-adsorbées sur des NP de PLA obtenues par nanoprécipitation pour aboutir

à des adjuvants potentiels qui induisent des titres élevés d’anticorps anti-p24 et anti-gp120. De même,

des NP de PLA élaborées par diafiltration ont été recouvertes par la p24 du VIH-1 et ont permis d’obte-

nir de fortes réponses humorale et cellulaire vis-à-vis de cette protéine chez différents modèles animaux.119

Dans l’optique d’augmenter la qualité et l’amplitude de la réponse immunitaire, nous souhaitons as-

socier des molécules immunostimulantes, qui agissent comme des signaux dangers, à la surface et au

cœur des particules. Pour aboutir à une couronne de biomolécules, nous désirons nano-déposer le copo-

lymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) à la surface de NP de PLA, grâce à l’ancrage du bloc hydrophobe de

PLA dans la matrice PLA des NP ; le bloc hydrophile, quant à lui, sera déployé à la surface des NP de

PLA pour permettre le couplage d’une quantité importante de ligands. La fonctionnalisation de cœur est

effectuée par une encapsulation classique du ligand par nanoprécipitation. Dans la suite de ce chapitre,

nous nous intéresserons donc à la préparation de NP de PLA en présence du tensioactif macromoléculaire

PLA-b-P(NAS-co-NVP) par diafiltration et nanoprécipitation. Ces nouvelles NP de PLA-copolymère ob-

tenues pourront être comparées avec leurs homologues PLA nues, i.e. sans copolymère et préparées dans

les mêmes conditions.

4.2 Préparation et caractérisation de NP de PLA-copolymère

Deux techniques de préparation de NP de PLA (diafiltration et nanoprécipitation) vont être ici adap-

tées à l’élaboration de NP de PLA en présence de PLA-b-P(NAS-co-NVP).

4.2.1 Diafiltration

La technique développée au sein de l’équipe ”Nanovecteurs Biodégradables et Ingénierie Tissulaire”

pour la préparation de NP de PLA nues par diafiltration emploie typiquement une solution de PLA

(Mn = 30 000 g.mol-1, Ip = 1.7) dans le DMSO (20 mg.mL-1) pour la dialyser contre l’eau.119 Notre

stratégie de préparation de NP de PLA-copolymère requiert la solubilisation de ce dernier dans la phase
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organique. Le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) étant parfaitement soluble dans le DMSO, le PLA

(400 mg) et le copolymère (typiquement 20, 40 ou 80 mg) sont dissous ensemble dans ce solvant (20mL),

la phase organique est ensuite dialysée contre l’eau.

Avec l’ajout de 10% massique (40 mg) de copolymère par rapport au PLA (400 mg), des tailles va-

riant de 435 et à 518 nm sont obtenues pour quatre copolymères différents (Dia3 à Dia6 du Tableau

4.1). Ces tailles sont assez proches de celles des NP de PLA nues (470 nm : Dia1 et Dia2). Toutefois,

nous pouvons remarquer qu’à taille de bloc de PLA identique, une augmentation de la taille du bloc

hydrophile P(NAS-co-NVP) provoque une légère augmentation de la taille des NP, comme en témoigne

les expériences Dia3 versus Dia4 et Dia5 versus Dia6. Les IP varient sur une plage de valeurs de 0.078

à 0.323. L’utilisation d’une quantité croissante de copolymère provoque une nette augmentation du dia-

mètre moyen des particules préparées (Dia7, Dia8 et Dia9).

Code Mn Mn % massique de Taille IP Potentiel zêta
PLA P(NAS-co-NVP) copolymère

(g.mol-1) (g.mol-1) ajouté (nm) (mV)
Dia1 - - ∅ 477±23.4 0.161±0.157 -74.2±1.2
Dia2 - - ∅ 461±10.0 0.098±0.058 -73.6±1.4
Dia3 19 000 18 000 10 452±39.5 0.088±0.082 -40.3±0.8
Dia4 19 000 13 000 10 435±9.8 0.195±0.050 -55.4±0.9
Dia5 11 400 20 000 10 518±19.9 0.323±0.365 -28.8±0.6
Dia6 11 400 13 000 10 451±3.9 0.086±0.039 -35.0±0.2
Dia7 8 500 25 000 5 367±10.6 0.136±0.047 -46.2±0.2
Dia8 8 500 25 000 10 485±10.0 0.078±0.045 -58.2±1.4
Dia9 8 500 25 000 20 635±18.3 0.237±0.026 -42.2±0.6

Tableau 4.1 – Caractéristiques des NP de PLA et NP de PLA-copolymère élaborées par diafiltration

Les particules de PLA nues présentent un potentiel zêta extrêmement négatif de -74mV (moyenne de

Dia1 et Dia2), en raison de l’exposition de bouts de chaînes acide carboxylique de PLA en surface. La

présence du copolymère à la surface des NP de PLA est clairement mise en évidence par une augmentation

des valeurs de potentiel zêta, passant de -74 mV en moyenne pour des PLA nues à un minimum de -58.2

mV (Dia8) jusqu’à -28.8 mV (Dia5). Nous pouvons noter une sensible diminution du potentiel zêta lorsque

la taille du bloc hydrophile P(NAS-co-NVP) décroît à taille de bloc de PLA constante (Dia3 versus Dia4

et Dia5 versus Dia6). Ceci pourrait s’expliquer par le recouvrement plus faible des charges négatives des

fonctions acide carboxylique du PLA. En revanche, l’influence de la quantité de copolymère dans les NP

sur le potentiel zêta n’est pas notable.

Malgré des quantités importantes de copolymère incorporées aux NP, le potentiel zêta reste toujours

négatif. Ceci peut être attribué à l’hydrolyse partielle des fonctions ester de N -succinimidyle (NS) ; ce

phénomène sera discuté en détail plus loin.
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La présence du copolymère à la surface des NP est également démontrée lorsque la stabilité colloï-

dale est étudiée. En effet, pour des NP de PLA nues, la stabilité colloïdale est régie par des répulsions

électrostatiques grâce à la présence de carboxylates à la surface des NP. Par conséquent, lorsque ces NP

sont diluées dans une solution saline, l’écrantage des charges provoque la floculation des NP à de faibles

concentrations comme c’est notre cas avec des NP de PLA nues (Figure 4.1). En présence de notre co-

polymère, la stabilité colloïdale est clairement augmentée, comme en témoigne la Figure 4.1, grâce à la

contribution stérique du bloc hydrophile P(NAS-co-NVP) présent à la surface des NP.
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Figure 4.1 – Stabilité colloïdale des NP de PLA nues ( ) versus NP de PLA-copolymère (�) obtenues
par diafiltration

4.2.2 Nanoprécipitation

4.2.2.1 Base de travail

La technique mise au point au sein de l’équipe ”Nanovecteurs Biodégradables et Ingénierie Tissulaire”

emploie une phase organique de PLA dans l’acétone (20 mg.mL-1).103 Le copolymère PLA-b-P(NAS-co-

NVP) n’étant pas soluble dans l’acétone, il a fallu trouver un solvant du copolymère volatil et miscible

à l’eau, qui nous permette d’ajouter cette phase organique à la phase organique de PLA-acétone sans

provoquer la précipitation du copolymère. La meilleure solubilité a été rencontrée avec l’acétonitrile

(ACN).

Il a été fixé que la part de co-solvant, donc de l’ACN, ne devrait pas excéder 10% volumique d’ajout

par rapport au volume d’acétone, afin de minimiser les perturbations du procédé.

Au sein de l’équipe, la phase aqueuse traditionnellement utilisée est constituée d’un mélange d’eau et

d’éthanol. Dans notre cas, la phase aqueuse est uniquement constituée d’eau afin d’éviter la multiplication

des solvants.
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4.2.2.2 Élaboration de NP de 100 nm de diamètre moyen

Afin de limiter la consommation du copolymère, l’échelle de production des NP a été divisée par 10

par rapport à la procédure classiquement suivie au sein de l’équipe, ce qui correspond à 5.5 mL de phase

organique et 3.5 mL de phase aqueuse. La concentration du PLA dans l’acétone est identique et égale à

20 mg.mL-1.

Le premier système de coulée, utilisé pour l’addition de la phase organique dans la phase aqueuse, a

été un système seringue-aiguille. Par cette technique, nous avons pu préparer des NP de PLA-copolymère

d’un diamètre moyen de l’ordre de 100 nm avec des Ip variant de 0.055 à 0.158 (Tableau 4.2). L’influence

de la composition du copolymère, celle de sa présence/absence et des quantités introduites sur les tailles

sont limitées.

Code Mn Mn % massique de Taille IP Potentiel
PLA P(NAS-co-NVP) copolymère zêta

(g.mol-1) (g.mol-1) ajouté (nm) (mV)
NP1 - - ∅ 103±2.1 0.150±0.008 -59±0.6
NP2 - - ∅ 126±1.1 0.099±0.024 -69±0.7
NP3

19 000 18 000
5 94±2.2 0.138±0.017 -45±0.9

NP4 10 114±1.5 0.055±0.008 -20±0.4
NP5 15 111±3.0 0.108±0.014 -35±1.2
NP6

19 000 13 000
5 102±0.5 0.151±0.005 nd

NP7 10 98±1.1 0.155±0.013 -45±1.2
NP8 15 103±0.4 0.158±0.008 nd
NP9 11 400 13 000 10 98±2.9 0.100±0.011 -33±0.8
NP10 10 103±0.6 0.116±0.003 -40±0.6

Tableau 4.2 – Caractéristiques des NP de PLA nues et des NP de PLA-copolymère, obtenues par
nanoprécipitation à l’aide d’un système de coulée seringue-aiguille (nd : non déterminé)

Dans la suite de cette étude, la quantité de copolymère ajoutée par rapport à la quantité de PLA

introduite sera de 10% massique. Il a été estimé en effet qu’avec cette quantité les systèmes élaborés

présenteraient suffisamment de fonctions ester de NS à la surface pour le futur couplage de ligands.

De manière similaire à la diafiltration, la présence du bloc hydrophile du copolymère P(NAS-co-NVP)

à la surface des NP est encore une fois mise en évidence par l’augmentation du potentiel zêta en passant

des NP de PLA nues (obtenues dans les mêmes conditions sans copolymère) aux NP de PLA-copolymère.

Comme en diafiltration, le potentiel zêta est fortement négatif pour les NP de PLA nues (valeur moyenne

-64 mV). Lorsque le copolymère est ajouté, le potentiel zêta varie de -45 mV (NP3) jusqu’à -20 mV (NP4).

Cependant, de façon semblable à la diafiltration, la quantité de copolymère ajoutée n’a pas d’influence

réelle sur le potentiel zêta. Comme remarqué précédemment, le potentiel zêta reste toujours négatif, ceci

étant probablement dû, ici encore, à l’hydrolyse partielle des fonctions ester de NS, phénomène qui sera
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davantage étudié par la suite.

4.2.2.3 Élaboration de NP de 150-200 nm de diamètre moyen

Afin d’augmenter les tailles des NP, nous avons souhaité exploiter le système de coulée typiquement

utilisé au sein de l’équipe pour la nanoprécipitation, à savoir une ampoule de coulée, permettant d’accéder

à des NP d’une taille de l’ordre de 150-200 nm. L’objectif d’augmenter les tailles est double : (i) s’affran-

chir des difficultés de centrifugation (étape qui sera probablement nécessaire lors des couplages pour laver

les NP de l’excès de biomolécules) et (ii) pouvoir comparer l’efficacité, à taille équivalente (150-200 nm),

des nouvelles NP de PLA-copolymère avec celles classiquement préparées au sein de l’équipe, lesquelles

ont fait l’objet de nombreux travaux en tant que plateforme d’adjuvant.

Comme reporté dans le Tableau 4.3, l’usage de l’ampoule de coulée a en effet permis d’augmenter la

taille des NP d’une moyenne de 100 nm à une gamme de 140-180 nm, avec des IP variant de 0.064 à

0.162. Cette augmentation de taille entre les deux systèmes de coulée peut s’expliquer par une différence

de section du débit. En effet, l’ampoule de coulée présente une section de débit plus importante que celle

d’une aiguille, ce qui provoque une concentration locale plus élevée en polymère à son arrivée dans le

non-solvant, engendrant une augmentation de la taille des NP.

Référence Mn Mn % massique de Taille IP Potentiel
PLA P(NAS-co-NVP) copolymère zêta

(g.mol-1) (g.mol-1) ajouté (nm) (mV)
NP11

19 000 18 000
10 159±0.6 0.128±0.017 nd

NP12 10 159±2.8 0.106±0.011 nd
NP12* 10 156±0.9 0.123±0.028 -53±0.8
NP13 19 000 13 000 10 180±2.7 0.162±0.027 -38±1.1
NP13** 10 137± 0.1 0.089±0.020 nd

Tableau 4.3 – Caractéristiques des NP de PLA-copolymère obtenues par nanoprécipitation à l’aide
d’une ampoule de coulée (nd : non déterminé). * : lot préparé dans les conditions mises au point par

l’équipe : i.e. une multiplication par dix du volume des phases (organique et aqueuse) par rapport à nos
conditions et ** lot préparé en divisant par deux l’échelle de production utilisée par l’équipe : i.e. une

multiplication par 5

Le potentiel zêta, qui n’a été déterminé dans cette série que pour deux lots, se trouve une nouvelle fois

augmenté, par rapport à celui typiquement obtenu pour les NP de PLA nues, en raison de la présence

du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) à la surface des NP de PLA-copolymère.

L’augmentation de l’échelle de préparation n’induit pas de différence de taille, ni de déstabilisation

du système, (dispersions NP12 (échelle x1) versus NP12* (x10) et dispersions NP13 (échelle x1) versus

NP13** (x5)).
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La présence du segment hydrophile P(NAS-co-NVP) à la surface des NP est vérifiée, une fois encore,

avec l’étude des stabilités colloïdales des NP de PLA obtenues en présence/absence du copolymère. Elles

ont été évaluées de la même manière que pour les NP préparées par diafiltration, i.e. par mesure de taille

dans des solutions de NaCl à différentes concentrations. L’ajout du copolymère dans le procédé permet

d’augmenter nettement la stabilité des particules (de 250 mM pour des NP de PLA nues à 750 mM pour

des NP de PLA-copolymère) (Figure 4.2).
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Figure 4.2 – Stabilité colloïdale des NP de PLA nues ( ) versus NP de PLA-copolymère (�) obtenues
par nanoprécipitation

En Figure 4.3 sont exposés des clichés obtenus par microscopie électronique à balayage (MEB) pour

deux dispersions de NP élaborées par nanoprécipitation sans copolymère (Figures 4.3 (a) et (b)) et avec

copolymère (Figures 4.3 (c) et (d)). Les NP de PLA nues tendent à filmifier beaucoup plus facilement

que les particules de PLA-copolymère sous la chaleur du faisceau d’électrons du microscope. Cette filmi-

fication est le résultat de la température de transition vitreuse (Tg) basse du PLA (45-55 C̊). L’absence

de filmification des dispersions élaborées en présence du copolymère démontre une fois encore la présence

du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) en surface des NP (Figure 4.3).

Les clichés révèlent en outre une population homogène en taille sans présence d’objets de très petite

taille, qui pourraient être synonymes de la présence de copolymère sous forme micellaire et donc dissocié

des NP. En effet, il est important de noter ici que l’élaboration de micelles a été possible avec le copoly-

mère amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP) dans nos conditions usuelles de nanoprécipitation en omettant

le PLA. Les micelles obtenues présentent une population unimodale (d’une taille comprise typiquement

entre 50 et 70 nm), caractérisées par des IP qui tendent vers 0. Etant donné l’absence de cette population

pour les NP de PLA-copolymère par diafiltration ou nanoprécipitation, il est raisonnable de conclure qu’il

n’y a pas de copolymère sous forme de micelles en coexistence avec les NP, ce qui est fortement corroboré

par les clichés MEB.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 4.3 – Clichés de MEB de NP de PLA obtenues par nanoprécipitation, sans copolymère ((a) et
(b)) avec copolymère ((c) et (d)), grossissement 60 000 pour (a) et (c) et 120 000 pour (b) et (d)

4.2.3 Conclusion et comparaison des méthodes diafiltration versus nanopré-

cipitation

L’augmentation significative du potentiel zêta des NP de PLA-copolymère par rapport à celui des

NP de PLA nues (formées dans les mêmes conditions) indique la contribution du copolymère neutre

hydrophile fonctionnel P(NAS-co-NVP) à la surface des particules. L’obtention de valeurs de potentiel

zêta toujours négatives peut être attribuée à l’hydrolyse partielle des fonctions ester activées dans l’eau,

détaillée dans la section suivante.

Les stabilités colloïdales ont été évaluées pour des NP obtenues en présence/absence de copolymère

par nanoprécipitation et par diafiltration. Leur augmentation dans chacun des deux procédés avec l’ajout

du copolymère indique la présence du bloc hydrophile fonctionnel à la surface des NP, en assurant la

stabilité des particules par une contribution stérique et non plus uniquement électrostatique, comme c’est

le cas pour les NP de PLA nues.
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Pour conclure, deux méthodes d’élaboration de NP de PLA-copolymère ont été utilisées avec succès

pour aboutir à une large gamme de tailles de NP (de 100 à 600 nm) et sont comparées dans le Tableau 4.4.

Nanoprécipitation Diafiltration
Diamètre 100 - 200 nm 300 - 600 nm

IP Généralement inférieur à 0.1 Généralement supérieur à 0.1
Reproductibilité Bonne Bonne

Temps de préparation 2 h 24 h
Quantité de solvant organique Similaire

Quantité d’eau Faible Très élevée
Qualité obtenue Stérile Déminéralisée
Taux de solide Environ 50 mg.mL-1 Quelques mg.mL-1

Transposition d’échelle Facile (en cours chez Phusis) Difficilement envisageable

Tableau 4.4 – Récapitulatif de la comparaison nanoprécipitation versus diafiltration

La technique sera principalement choisie en fonction de la taille désirée de particules, même si des

ajustements du procédé de nanoprécipitation peuvent être effectués pour obtenir des particules plus

grosses.

La reproductibilité, le temps de préparation, la quantité, la qualité d’eau utilisée, les taux de solide

élevés accessibles et enfin la transposition d’échelle plus aisée donnent l’avantage au procédé de nanopré-

cipitation.

4.3 Quantification des fonctions ester de NS disponibles et de

leur hydrolyse

En vue du couplage de ligands d’intérêt sur les NP de PLA-copolymère, il est important d’une part de

connaître la part de fonctions ester de N -succinimidyle (NS) accessibles pour le couplage de biomolécules

et d’autre part de déterminer la proportion de fonctions ester hydrolysées après le processus d’élaboration

des NP.

4.3.1 Quantification des fonctions ester de NS disponibles

Pour mettre en évidence la présence et la disponibilité des fonctions ester activées à la surface des NP,

l’éthanolamine a été utilisée en tant qu’amine modèle réactive, en excès par rapport aux fonctions ester

estimées sur des NP de PLA-copolymère, obtenues par nanoprécipitation. Les NP de PLA nues ont été

utilisées comme référence.
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Après l’addition de cette amine modèle sur les dispersions de NP de PLA nues, le diamètre reste

constant, alors que le potentiel zêta diminue en raison de la déprotonation complète des fonctions acide

carboxylique présentes à la surface des NP, due à la présence d’éthanolamine qui augmente le pH de la

dispersion (Tableau 4.5).

En revanche, le diamètre de NP de PLA-copolymère augmente de 20 nm et le potentiel zêta augmente

de 20 mV par rapport aux NP avant réaction. Cette augmentation de taille témoigne de la réaction

des fonctions ester de NS avec l’éthanolamine, rendant la couronne des NP plus hydrophile et donc plus

déployée en milieu aqueux. La formation de cette nouvelle couronne neutre, à base de NVP et de fonctions

hydroxyéthyle pendantes, explique donc l’augmentation du potentiel zêta des NP.

Cependant, le potentiel zêta reste toujours négatif. Ceci peut être expliqué par l’hydrolyse partielle

des fonctions ester par l’eau avant la réaction avec l’éthanolamine mais aussi par une compétition entre

l’hydrolyse des fonctions ester par l’eau et l’aminolyse par l’éthanolamine, en raison d’une augmentation

drastique du pH de la phase continue de la dispersion.

Avant ajout d’éthanolamine Après ajout d’éthanolamine
Taille IP Potentiel zêta Taille IP Potentiel zêta
(nm) (mV) (nm) (mv)

NP de PLA nues 126 0.099 -69 127 0.105 -80
NP de PLA-copolymère 156 0.095 -60 176 0.080 -40

Tableau 4.5 – Effet de l’addition de l’éthanolamine sur la taille et le potentiel zêta de la dispersion de
NP (Copolymère Mn(PLA)=19 000g.mol-1 et Mn(P(NAS-co-NVP))=18 000 g.mol-1)

De manière quantitative, il a pu être déterminé sur plusieurs lots la fraction des fonctions ester dis-

ponibles pour le couplage à la surface des NP. Pour obtenir cette valeur, l’absorbance (DO pour densité

optique) à 260 nm des anions NHS libérés suite à la réaction de l’éthanolamine (en excès) sur les fonctions

ester est reliée à sa concentration, via l’utilisation d’une courbe de calibration DO260=f([NHS]) établie

dans les mêmes conditions. Cette concentration est alors comparée à la concentration théorique des ester

de NS dans le copolymère (calculée à partir de la composition du copolymère et de sa quantité (10%)

par rapport à l’homopolymère PLA) pour obtenir le taux de fonctions ester de NS disponibles pour le

couplage de biomolécules. Un taux moyen de fonctions ester de NS disponibles de 84% est retrouvé pour

sept lots de NP obtenues par nanoprécipitation. En utilisant la surface spécifique des NP, il a été déduit

une quantité importante d’ester de NS de 2.4 fonctions.nm-2 disponibles à la surface des NP de PLA-

copolymère obtenues par nanoprécipitation. Cependant, ce taux est une valeur théorique. Il faudra en

effet tenir compte de l’hydrolyse des fonctions ester après l’élaboration de NP.
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4.3.2 Évolution du taux d’hydrolyse des fonctions ester de NS au cours du

temps

Pour mettre en évidence le taux d’hydrolyse des fonctions ester de NS, nous avons exploité deux

techniques : la première est la mesure de l’absorbance à 260 nm des anions NHS par spectrométrie UV,

la seconde est le dosage de la NHS par HPLC.

La détermination du taux d’hydrolyse (TH) nécessite deux données : la quantité totale de NHS libé-

rable, correspondant à une hydrolyse totale des fonctions ester (100%) et la quantité de NHS libérée à

un instant t.

(i) La quantité maximale de NHS libérable est obtenue en faisant réagir un large excès d’éthanolamine

sur une dispersion diluée de NP pendant 30 minutes (comme précédemment pour le taux de disponibilité).

La dispersion après réaction est centrifugée pour en extraire le surnageant, dont la DO à 260 nm (notée

DOmax) correspond à la quantité maximale de groupements NHS libérable.

(ii) La quantité de NHS libérée à un instant t est obtenue par la mesure de la DO à 260 nm du

surnageant de la dispersion de particules (préalablement diluée comme précédemment), auquel a été

ajoutée la même quantité d’éthanolamine (pour rester dans les mêmes conditions de pH), la valeur

obtenue étant notée DOH,t.

Ainsi, la fraction d’ester hydrolysée à un instant t (TH) par rapport au total disponible a été déter-

minée par le rapport DOH,t/DOmax.
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Figure 4.4 – Évolution du taux d’hydrolyse des fonctions ester de NS disponibles à la surface des NP
(températures du bain utilisées pour l’évaporation du solvant lors de la préparation des NP : 20̊ C (�)

et 30̊ C ( )) et pour la préparation de micelles de copolymère : 30̊ C (N) en fonction du temps

Un taux d’hydrolyse d’environ 30% est observé dès lors que le procédé de nanoprécipitation (après

évaporation des solvants) est terminé (Figure 4.4). La température du bain d’évaporation lors de l’éla-

boration des nanoparticules a été diminuée de 30̊ C ( de la Figure 4.4) à 20̊ C (� de la Figure 4.4),

afin de minimiser ce taux d’hydrolyse relativement conséquent mais sans effet positif. De même, l’étude
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de l’hydrolyse des fonctions ester a été réalisée sur des micelles de copolymère obtenues dans les mêmes

conditions de nanoprécipitation, mais sans PLA (N de la Figure 4.4). L’hydrolyse semble conséquente,

puisqu’elle entraîne, là encore, la désactivation de 30% des fonctions ester. La grande majorité des fonc-

tions ester est hydrolysée en 50 jours (plus de 80%), comme en témoigne la Figure 4.4. Le taux d’hydrolyse

après formation des NP a été répété sur de nombreux lots, tous concourent à un taux d’hydrolyse d’en-

viron 30%, qui a été confirmé par des analyses de chromatographie liquide haute performance (HPLC).

De manière similaire aux analyses effectuées par spectrométrie UV, le taux d’hydrolyse est déterminé

par HPLC en comparant l’intégrale du pic relatif à la NHS libérée à un instant t (pic (a) de la Figure 4.5)

à celle correspondant à la quantité maximale de NHS (par ajout d’éthanolamine : pic (c) de la Figure

4.5). Le pic (b) du chromatogramme représente la quantité de NHS libérée par hydrolyse 15h après la fin

de la nanoprécipitation.

(c)

(a)

(b)

Figure 4.5 – Chromatogrammes, de bas en haut, de la NHS libérée, après formation des NP ((a) t=0
et (b) t=15h) en comparaison avec (c) l’hydrolyse totale

Dans la littérature, le phénomène d’hydrolyse des fonctions ester de NS a déjà été reporté. Les travaux

de McCormick et coll.304 mettent en évidence un taux d’hydrolyse des esters de NS de 0.3% après 7h et de
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37% après 12 jours, avec l’utilisation d’un copolymère tribloc POE-b-P(DMA-s-NAS)-b-PNIPAM (DMA :

N,N -diméthylacrylamide et NIPAM : N -isopropylacrylamide) utilisé pour l’élaboration de micelles. Dans

d’autres travaux de Wooley et coll.,263 l’hydrolyse du monomère NAS est de 4% après être resté 4h dans

un mélange de THF et d’eau deutérés (v/v).

Les taux d’hydrolyse d’environ 30% après élaboration des nanoparticules (soit un temps de mise

en contact avec l’eau d’environ 80 minutes avant analyse) semblent donc élevés en comparaison avec

la littérature. Cependant, il est à noter que concernant les travaux de McCormick et coll.,304 le bloc

P(DMA-s-NAS), du copolymère tribloc POE-b-P(DMA-s-NAS)-b-PNIPAM, se situe entre le bloc de

P(NIPAM) qui constitue le cœur des micelles et le bloc de POE qui constitue leur couronne. Les fonc-

tions ester de NS sont dès lors moins accessibles et donc, par conséquent, très probablement moins sujettes

à l’hydrolyse que dans notre cas, où les fonctions ester sont à la surface des particules et donc pleinement

en contact avec la phase aqueuse.

4.3.3 Conclusion

Le procédé de nanoprécipitation permet d’obtenir des NP dotées en moyenne de 84% de fonctions

ester de NS disponibles en leur surface. Il y a donc en moyenne 16% de fonctions ester enterrées dans la

matrice de PLA. Toutefois, malgré cette perte inhérente au procédé d’élaboration des NP, une densité

importante de fonctions ester (2.4 fonctions.nm-2) est retrouvée à la surface des NP.

L’hydrolyse des fonctions ester, reportée dans la littérature, a été confirmée par deux techniques,

spectrométrie UV et HPLC, ce qui nous a permis de conclure sur un taux d’hydrolyse d’environ 30% des

fonctions ester de NS disponibles, suite au procédé de fabrication des NP de PLA-copolymère. Cependant,

malgré une hydrolyse prononcée, nous pouvons envisager à présent de manière rationnelle le couplage de

biomolécules d’intérêt à la surface des NP, compte-tenu de la densité de fonctions ester de NS présentes

à la surface des NP de PLA-copolymère.

4.4 Préparation de NP de PLA fonctionnelles

Afin d’aboutir à des systèmes de particules multifonctionnelles, le couplage du peptide de l’IL-1β à la

surface des NP de PLA-copolymère est étudié dans un premier temps, suivi par l’étude de l’encapsulation

de l’imiquimod dans les NP de PLA et de PLA-copolymère.
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4.4.1 Couplage de la séquence active de l’IL-1β à la surface des NP de PLA-

copolymère

4.4.1.1 Quelques notions sur le couplage de peptides

L’étude du couplage de la séquence active extraite de l’interleukine 1β (IL-1β) sur les NP a porté sur

deux peptides : le premier est la stricte séquence active VQGEESNDK de l’IL-1β retrouvée en position

163-171 de cette protéine, le second est son homologue KKKVQGEESNDK présentant une séquence

supplémentaire de trois lysines au niveau de son extrémité N-terminale, appelée séquence ”tag”. Ce pep-

tide dit taggé est envisagé en raison de la présence d’une lysine en C-terminal, qui pourrait défavoriser

le couplage souhaité avec l’α-amine N-terminale. De plus, le nonapeptide VQGEESNDK possède trois

acides aminés (deux E et un D) présentant des fonctions carboxylate, qui sont susceptibles de défavoriser

l’approche du peptide vers la surface négativement chargée des NP.

L’augmentation du taux de couplage d’un peptide taggé lysine par rapport à son analogue non-taggé

sur un support polymère de (poly(anhydride maléique-alt-méthyléther de vinyle)) a été démontrée par

Ladavière et coll.305 En effet, pour un temps identique de réaction, cette stratégie permet d’augmenter

le rendement de couplage de 17 % pour le peptide non-taggé à 89% pour un peptide taggé lysine.305

L’amine terminale du peptide réagit donc plus efficacement avec les fonctions activées en présence de ce

tag, ce que les auteurs ont expliqué : par (i) des interactions électrostatiques favorables à la réaction et

par (ii) une diminution de la gêne stérique en présence du tag.305

4.4.1.2 Étude du couplage de peptides à la surface des NP

A- Étude préliminaire d’optimisation du temps de couplage et de l’influence du tag

Dans un premier temps, le couplage des peptides sur les fonctions ester de NS des NP de PLA-

copolymère (Copo2, TH=49%, 186 nm, IP=0.146) a été effectué à température ambiante, en tampon

phosphate pH 8 (10 mM) à un taux de solide de 0.5% en NP, avec une quantité de peptide taggé

introduite sensiblement identique (respectivement 11.3 et 13 mg pour les peptides taggé et non-taggé par

gramme de NP, correspondant à des masses identiques de peptide-TFA (16 mg.g-1 de NP)). L’analyse du

couplage est effectuée par HPLC à 215 nm par le dosage du peptide non couplé dans le surnageant des

NP obtenu après centrifugation.

Pour optimiser le couplage des deux peptides à la surface des NP de PLA-copolymère, différents temps

de réaction ont été testés. Les résultats des taux de couplage obtenus pour les peptides non-taggé et taggé

sont présentés dans le Tableau 4.6.
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Peptide Quantité de Temps Taux de Quantité de
peptide introduite couplage peptide couplée
(mg.g-1 de NP) (h) (%) (mg.g-1 de NP)

IL-1β 13 2 1 0.13
24 2 0.26

KKK-IL-1β 11.3 2 56 6.4
24 92 10.4

Tableau 4.6 – Influence du temps de réaction sur les taux de couplage des deux peptides sur les NP de
PLA-copolymère

Il est clairement remarqué que l’ajout du tag lysine en N-terminal du peptide améliore considérable-

ment le rendement de couplage passant de 2% pour le peptide brut à 92% pour le peptide taggé en 24h

(Tableau 4.6).

À 11.3 mg de peptide taggé introduit par gramme de NP, un temps de réaction de 24h permet de

finaliser le couplage de manière quasi-quantitative avec les fonctions ester de NS. Le taux de couplage

passe en effet de 56% en 2h à 92% en 24h.

De manière intéressante, l’hydrolyse compétitive des fonctions ester de NS au cours du temps peut

être renseignée par l’aire du pic de NHS obtenue par HPLC des surnageants de couplage (Figure 4.6).

Le couplage du peptide non-taggé étant quasi-nul, l’évolution de l’aire du pic de NHS pour ce couplage

peut être assimilée essentiellement au processus d’hydrolyse des fonctions ester. Le surplus d’aire de pic

observé pour le couplage du peptide taggé correspond à la NHS libérée suite à la fixation du peptide.

Ainsi, on observe que l’hydrolyse des fonctions ester est bien en compétition avec le couplage peptidique.

Néanmoins, cela ne nous a pas empêché de coupler la quasi-intégralité du peptide taggé.
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Figure 4.6 – Évolution du taux de couplage (-�- pour le peptide taggé et - - pour le peptide
non-taggé) et de l’aire du pic de NHS obtenu par HPLC sur les surnageants (-�- pour le peptide taggé
et -#- pour le peptide non-taggé) au cours du temps. 11.3 mg de peptide taggé et 13 mg de peptide

non-taggé par g de NP



4.4 Préparation de NP de PLA fonctionnelles 129

À titre d’expérience contrôle, un couplage du peptide taggé (introduit à 11.3 mg.g-1 de NP) a été ef-

fectué sur des NP dont les fonctions ester étaient hydrolysées à plus de 90%. Le taux de couplage obtenu

est de 5% en 2h, contre 56% en 2h pour le couplage du peptide taggé sur des NP de taux d’hydrolyse

de 49%, confirmant clairement que les fonctions ester sont impliquées dans le couplage. Cette expérience

indique également qu’il n’y a pas réellement d’adsorption non covalente, qui serait gouvernée par des

interactions électrostatiques entre le peptide taggé et la particule.

B- Influence de la quantité de peptide introduite

Le couplage a ensuite été étudié pour différentes quantités de peptide sur 24h, en tampon phosphate

pH 8 10 mM, avec des NP de PLA-copolymère d’une taille de 169 nm et présentant un TH de 31 %.

Les résultats de couplage sont présentés dans le Tableau 4.8. La quantité de peptide taggé immobilisée

sur les NP augmente avec les quantités introduites. En revanche, pour le peptide non-taggé, la quantité

immobilisée n’évolue plus et stagne à une faible valeur d’environ 1.83 mg par gramme de NP.

Peptide
Quantité de Taux de Quantité de Nombre de moles

peptide introduite couplage peptide couplée de peptide couplé
(mg.g-1 de NP) (%) (mg.g-1 de NP) (µmol.g-1 de NP)

IL-1β
13 12.5 1.63 1.62
26 5.8 1.51 1.51
39 4.7 1.84 1.83

KKK-IL-1β
11.3 97 11.0 7.92
22.7 89 20.2 14.53
34.0 76 25.9 18.62

Tableau 4.7 – Influence de la quantité de peptide introduite sur les taux de couplage des deux peptides
sur les NP de PLA-copolymère (24h de réaction)

Nous pouvons ici noter l’influence du taux d’hydrolyse des NP sur le couplage. En effet, dans l’étude

préliminaire précédente, le rendement de couplage du peptide non-taggé (introduit à 13 mg.g-1 de NP)

sur les NP présentant un TH de 49% était de 2% en 24h, alors qu’ici avec des NP caractérisées par un

TH de 31% il passe à environ 12%. La même observation peut être faite pour le peptide taggé (introduit

à 11.3 mg.g-1 de NP), où le rendement de couplage passe de 92% à 97%.

Les isothermes de couplage, correspondant à la quantité de peptide immobilisée en fonction de la

quantité résiduelle de peptide dans le surnageant, sont présentées dans la Figure 4.7. L’isotherme relative

au peptide taggé nous indique, que pour 34 mg de peptide introduit, soit 25.9 mg de peptide immobilisé,

le couplage commence à atteindre un palier et représente donc une quantité très proche de la quantité

maximale que nous pouvons espérer coupler.
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Figure 4.7 – Isothermes de couplage obtenues pour le peptide taggé (�) et le peptide non-taggé ( )

Il a ainsi pu être couplé de manière covalente 25.9 mg soit 18.6 µmol de peptide par gramme de NP.

Or d’après le calcul théorique, les NP de PLA-copolymère présentent au maximum 142 µmol de fonctions

ester de NS par gramme de NP, auxquelles doivent se déduire 16% de fonctions de ester de NS enterrées

(cf section précédente), soit 119 µmol de fonctions ester disponibles par gramme de NP. Déduction faite

de l’hydrolyse des fonctions ester disponibles (31%), les NP de PLA-copolymère présentent 82 µmol.g-1 de

NP de fonctions ester activées et disponibles. Ainsi, nous avons pu coupler de manière covalente 22.6% des

fonctions ester activées disponibles avec le peptide taggé. Le reste des fonctions est semble-t-il hydrolysé

durant le couplage.

Enfin, il est à noter ici qu’un couplage de peptide taggé a été effectué sur les NP de PLA nues, par

activation classique des fonctions acide carboxylique de surface avec l’EDC ou l’EDC/NHS. La quan-

tité maximale immobilisée est de 6 mg.g-1 dans les deux cas (contre 25.9 mg.g-1 pour les NP de PLA-

copolymère), montrant l’intérêt du bloc P(NAS-co-NVP) à la surface des NP pour un couplage massif

du peptide.

4.4.1.3 Densité de peptides à la surface des NP

Il a été calculé la densité maximale de peptides immobilisée à la surface des particules, exprimée en

nombre de molécules de peptides par µm2 et par NP, (Tableau 4.8), en utilisant les expériences menées

précédemment.

Peptide Quantité de peptides Nombre de peptides Nombre de peptides
immobilisée (mg.g-1 de NP) immobilisé (par µm2) immobilisé par NP

IL-1β 1.84 38 806 3 482
KKK- IL-1β 25.9 395 053 35 447

Tableau 4.8 – Densités de molécules de peptides immobilisées sur les NP (diamètre moyen : 169 nm) et
nombre moyen de peptides par µm2 et par NP
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Le nombre de molécules de peptides taggés par NP est considérable, en comparaison avec les travaux

décrits dans la littérature. Dans les travaux de Valencia et coll.,306 les auteurs utilisent la stratégie de

fonctionnalisation de bouts de chaînes d’un copolymère à blocs PLA-b-PEG par un peptide RGD, qui est

utilisé par la suite pour la préparation de micelles. Suivant cette stratégie, ils obtiennent un maximum de

224 760 peptides RGD par µm2. Grâce à notre stratégie, nous doublons presque la densité de peptides im-

mobilisée à la surface de nos NP, en n’utilisant que 10% massique du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP)

par rapport au PLA. Les travaux de Brandhonneur et coll.,128 quant à eux, décrivent l’immobilisation du

peptide RGD (séquence GRGDSPK) par sa réaction avec les fonctions acide carboxylique de bouts de

chaînes de PLGA, préalablement activées par l’EDC présentes à la surface des NP. Ils obtiennent ainsi

pour le couplage du peptide RGD l’équivalent de 34 490 molécules par µm2. Nous multiplions ainsi par

dix cette quantité.

4.4.1.4 Taille et potentiel zêta des NP fonctionnalisées par le peptide

Les tailles et potentiels zêta des particules fonctionnalisées par différentes quantités de peptides, après

lavage par centrifugation/redispersion dans l’eau, sont présentés dans le Tableau 4.9.

Une nette augmentation de la taille est à constater en passant des NP de PLA-copolymère obtenues

après nanoprécipitation (169 nm, IP 0.187) aux NP de PLA-copolymère après couplage de peptides (en-

viron 220 nm) (Tableau 4.9). En fait, cette différence est surtout attribuée au gonflement de la couronne

suite à l’hydrolyse compétitive des esters, puisque les NP de PLA-copolymère* placées en tampon phos-

phate pH8 (en absence de peptide) présentent une taille moyenne de 237 nm. La fraction importante

de peptides taggés (évaluée à 24% des fonctions ester disponibles) ne contribue pas à une augmentation

significative de la taille des NP en comparaison avec les NP de PLA de peptides non-taggés. Il est im-

portant de noter que la stabilité colloïdale des NP de PLA-couplées aux peptides est maintenue.

Quantité de peptides Taille IP Potentiel zêta
immobilisée (mg.g-1 de NP) (nm) (mV)

NP de PLA-copolymère ∅ 169 0.187 -
NP de PLA-copolymère* ∅ 237 0.094 -46

NP de PLA-copolymère-IL-1β
1.63 226 0.135 -44.8
1.51 222 0.161 -44.1
1.84 228 0.122 -44.5

NP de PLA-copolymère-KKK-IL-1β
11.0 215 0.165 -43.4
20.2 213 0.164 -42.2
25.9 218 0.177 -40.4

Tableau 4.9 – Influence du couplage covalent du peptide sur les tailles et potentiels zêta des NP
obtenues. Potentiel zêta réalisé en milieu tampon phosphate pH6. NP de PLA-copolymère* : dispersion

de NP laissée en tampon phosphate pH 8 10 mM pendant 24h sans peptide
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En ce qui concerne le potentiel zêta, une relative augmentation peut être observée avec une quan-

tité croissante de peptide taggé immobilisée, semblant indiquer l’influence des tags lysines cationiques.

Néanmoins, le peptide possède tout de même trois fonctions carboxylate, ce qui explique que les valeurs

de potentiels zêta ne subissent pas de grandes variations.

4.4.1.5 Conclusion

Dans cette étude, la stratégie du tag lysine est apparue décisive pour le succès du couplage de pep-

tides immunostimulants sur les NP de PLA-copolymère. Elle permet en effet de favoriser l’approche du

peptide sur les NP de PLA-copolymère négativement chargées, par le jeu d’interactions électrostatiques,

pour son couplage. Elle s’avère donc puissante pour permettre le couplage de peptides très défavorables

à leur fixation sur des NP négativement chargées, comme c’est le cas pour le peptide VQGEESNDK.

D’autre part, la capacité du bloc P(NAS-co-NVP) présent à la surface des NP pour permettre un

couplage massif du peptide a été démontrée.

4.4.2 Encapsulation de l’imiquimod dans les NP

Dans l’optique de protéger l’imiquimod et de pouvoir le délivrer au sein des cellules immunitaires, les

NP de PLA ont été mises à profit pour encapsuler l’imiquimod. L’encapsulation de cette molécule devrait

être facilitée par son fort caractère hydrophobe.

4.4.2.1 Mise au point du procédé de nanoprécipitation

L’encapsulation de l’imiquimod suivant le procédé de nanoprécipitation précédemment étudié nécessite

sa solubilisation avec le PLA dans un solvant organique miscible à l’eau et volatil. Cependant, le principal

inconvénient de cette molécule est sa faible solubilité dans les solvants organiques classiquement utilisés

pour la nanoprécipitation, tels que l’ACN et l’acétone.3

Sa meilleure solubilité étant acquise dans le DMSO, la nanoprécipitation a été menée avec ce solvant

comme phase organique. Concrètement, le DMSO (27.5 mL) permet de solubiliser le PLA (550 mg) et

l’imiquimod (27.5 mg, maximum solubilisable soit 5% massique d’imiquimod par rapport au PLA) à 37̊ C.

Après son retour à température ambiante, la solution de PLA-imiquimod-DMSO est nanoprécipitée dans

une phase aqueuse (17.5 mL), à l’aide d’une ampoule de coulée. La phase opalescente obtenue, témoin de

la nanoprécipitation, est dialysée contre l’eau, pour éliminer le DMSO employé. Pour la mise au point de

ce procédé, les nanoprécipitations ont été conduites en l’absence du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP).



4.4 Préparation de NP de PLA fonctionnelles 133

Lors de la dialyse, le premier constat, qui s’est imposé, est d’ordre visuel avec l’apparition de grains de

solides en suspension dans le sac de dialyse avant même le premier renouvellement d’eau. Il peut donc être

suspecté : soit l’agrégation des particules, soit la précipitation de l’imiquimod. Or, après la sédimentation

de ces grains, les tailles obtenues sont de l’ordre de 100 nm avec des IP faibles, généralement inférieurs à

0.1 (Tableau 4.10) et les taux de solide sont proches de ceux espérés. Par conséquent, la floculation du

PLA lors de ce procédé peut être exclue et la précipitation de l’imiquimod confirmée.

Il est à remarquer une différence de taille entre les NP de PLA élaborées à partir d’une phase organique

d’acétone (typiquement 150-200 nm lors du procédé de nanoprécipitation précédemment étudié) et celles

préparées ici à partir de DMSO (100 nm). Cette diminution de diamètre moyen est le résultat de la vitesse

de diffusion du DMSO dans l’eau, plus rapide que celle de l’acétone dans l’eau.

De manière générale, les interactions entre le solvant et le non-solvant et entre le polymère et le solvant

influencent la taille des NP. Les paramètres d’interaction (χ), dont le calcul est exposé dans la partie

expérimentale, permettent de quantifier ces interactions.

Plus l’interaction solvant/non-solvant est forte (i.e. plus χ est faible), plus les particules sont petites,300

ce qui est confirmé dans notre cas, avec les paramètres d’interaction pour les couples acétone/eau (5.82)

et DMSO/eau (3.39).

En outre, plus l’interaction polymère/solvant est faible (i.e. plus χ est élevé), plus les particules

sont petites.300 La diminution de taille en passant de l’acétone au DMSO est une fois encore confirmée

avec les valeurs des paramètres d’interaction pour les couples PLA/acétone (0.04) et PLA/DMSO (0.867).

Code des NP TEth Taille IP TE imi NF TE imi F [imi] dan le SN EE
(%) (nm) (%) (%) (µg.mL-1) (%)

NP-PLA-imi-1 5 92 0.089 4.6 0.19 30.0 3.8
NP-PLA-imi-2 2.5 82 0.166 1.1 0.11 21.9 4.4
NP-PLA-imi-3 1 95 0.057 0.05 0.04 22.0 5

Tableau 4.10 – Caractéristiques des NP obtenues lors de l’encapsulation de l’imiquimod par
nanoprécipitation d’une solution de PLA-imiquimod-DMSO (20 mg.mL-1) dans l’eau puis dialyse, avec

TE : taux d’encapsulation, TEth : TE théorique, imi : imiquimod, NF : non filtré, F : filtré, SN :
surnageant et EE : efficacité d’encapsulation

4.4.2.2 Efficacité d’encapsulation

Pour l’étude de l’encapsulation de l’imiquimod, trois pourcentages massiques d’imiquimod par rap-

port au PLA ont été testés (1, 2.5 et 5%). Le taux d’encapsulation (TE) est déterminé par l’étude de la

fluorescence de l’imiquimod contenu dans le culot lyophilisé et dissous dans le DMSO. La concentration

d’imiquimod résiduelle dans le surnageant a été déterminée par HPLC.
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Concernant les taux d’encapsulation d’imiquimod (TE), il a été mis volontairement en évidence le TE

pour des NP non filtrées (TE imi NF) et le TE pour des NP filtrées (TE imi F) dans le Tableau 4.10. En

effet, lorsque le taux d’encapsulation est déterminé sur le culot de NP obtenu par simple centrifugation

des NP non filtrées au préalable, un TE de 4.6 % est déterminé lorsque 5% massique d’imiquimod sont

introduits. Or nous savions pertinemment que l’imiquimod avait précipité dans le sac de dialyse, ceci en

quantité non négligeable compte tenu de l’aspect visuel de la dispersion des NP après dialyse. De fait, la

simple centrifugation des NP entraîne la présence d’imiquimod précipité dans le culot des NP.

Ainsi, grâce à leur taille de 100 nm, les dispersions de NP ont été filtrées sur membrane nylon 0.22 µm,

ce qui permet de s’affranchir de la fraction d’imiquimod précipité et donc de déterminer le TE réel d’imi-

quimod encapsulé au sein des NP (et en même temps permet de stériliser les NP). Une chute drastique

de ce TE est à déplorer, les TE variant de 0.19 à 0.04 % pour un pourcentage massique introduit de 5

à 1%, confirmant une fois encore la nature imiquimod des grains de solide en suspension dans le sac de

dialyse. L’efficacité d’encapsulation (EE) pour cette technique de nanoprécipitation (i.e. le rapport du

TE expérimental sur le TE théorique) est de l’ordre de 4%.

Augmenter la quantité d’imiquimod introduite initialement semble augmenter le taux d’encapsulation

mais ce dernier demeure limité (0.19% pour 5% introduits). Or, il n’est pas concevable d’essayer d’amé-

liorer un système de formation de nanosphères où le principe actif est perdu à plus de 95% ; la quantité

d’imiquimod ne sera par conséquent pas augmentée.

L’efficacité d’encapsulation aussi faible peut apparaître surprenante au regard des précédents résul-

tats obtenus avec les micelles de copolymère, pour lesquelles l’imiquimod se logeait massivement dans le

cœur de PLA (par incubation avec les micelles). La raison de cette faible encapsulation semble plutôt

liée au processus d’élaboration des NP. Dans le cas présent, pour qu’une encapsulation efficace ait lieu,

l’imiquimod doit, au moment de la diffusion rapide du DMSO dans l’eau, rester dans la ”gouttelette” de

PLA gonflée de solvant. Toutefois, il semble qu’une grande partie de l’imiquimod ait plutôt tendance à

diffuser avec le DMSO dans l’eau.

Avec l’objectif d’avoir des NP multifonctionnelles cœur/couronne, il a été vérifié que l’ajout du co-

polymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) (10% massique par rapport au PLA) lors du procédé d’encapsulation

est sans incidence sur les taux d’encapsulation obtenus (il est retrouvé 0.2% d’encapsulation sur les 5%

massique introduit).

Concernant la concentration d’imiquimod résiduelle, nous retrouvons ici des valeurs proches de la

solubilité de l’imiquimod pour un pH typique de 6-7, déterminées par Chollet et coll.,3 soit une gamme
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de concentrations comprise entre 20 et 30 µg.mL-1.

Malgré une dialyse efficace pour l’élimination du DMSO, il est à déplorer la présence persistante

d’imiquimod précipité dans la dispersion de particules, les grains d’imiquimod apparaissant entre 0 et 1h

de dialyse, temps pour lequel le transfert de masse de DMSO contre l’eau est le plus important.

4.4.2.3 Conclusion

La technique de nanoprécipitation classiquement utilisée pour l’élaboration de NP dans ce manuscrit

a dû être adaptée pour l’encapsulation de l’imiquimod, qui est une molécule très peu soluble dans les

solvants organiques volatils et miscibles à l’eau traditionnellement utilisés. De même, sa solubilité dans

des solvants organiques moins volatils est relativement faible.

Par conséquent, le DMSO a dû être utilisé pour solubiliser à la fois le PLA et l’imiquimod. Des NP

de PLA imiquimod d’une taille d’environ 100 nm avec des IP faibles (<0.1) ont pu être obtenues.

En revanche, à l’inverse des micelles, les NP de PLA pour encapsuler l’imiquimod se sont révélées déce-

vantes avec des TE avoisinant 0.2% dans le meilleur des cas. Des techniques d’élaboration de nanocapsules

(dotées d’un cœur huileux) par nanoprécipitation pourraient constituer une excellente alternative pour

l’encapsulation de l’imiquimod, qui présente une affinité certaine pour les acides gras biocompatibles,

tels que l’acide isostéraique, l’acide linoléique ou encore l’acide oléique.307 L’utilisation d’acides gras, par

définition insolubles dans l’eau, devrait permettre de retenir l’imiquimod dans la matrice de PLA.





Chapitre 5

Évaluations préliminaires du potentiel

vaccinal

Quelques études préliminaires ont été menées sur deux lignées de cellules dendritiques (DC) : SRDC

(lignée immortalisée de souris) et cellules dendritiques humaines, extraites à partir d’une poche de

sang de donneur. Différentes formulations à base de micelles et de NP de PLA-peptide ont été testées.

5.1 Apport des ligands

L’évaluation du potentiel vaccinal a été menée par l’étude de deux lignées cellulaires par cytométrie en

flux par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Il est étudié l’évolution (augmentation ou non) des

molécules/marqueurs de surface caractéristiques de la maturation des cellules dendritiques. La cytométrie

en flux permet de caractériser les éléments d’une suspension de cellules entraînées par un flux liquide.

Dans notre cas, les molécules de surface présentes à la surface des cellules sont révélées grâce à l’ajout

d’anticorps (couplés à un fluorochrome) dirigés contre les molécules de surface étudiées. Les cellules sont

ensuite injectées et diluées dans le flux liquide afin de les faire défiler une par une devant un faisceau laser.

La fluorescence émise par chaque cellule est mesurée. Plus l’intensité de fluorescence est importante, plus

le nombre de molécules de surface présentes à la surface des cellules est élevé.

5.1.1 Études menées sur une lignée de DC immortalisées de souris

Dans un premier temps, les stimulations de DC ont été conduites sur une lignée de DC immortalisées

de la rate de souris : SRDC. Cette lignée cellulaire a été développée par Ruiz et coll.308 avec la motivation

de pallier la difficulté d’obtention de DC naïves d’origine humaine ou animale, les contraintes qu’impose

la culture de cellules dérivant de la moelle osseuse et les faibles nombres de cellules obtenues par cette voie.
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Lorsque les SRDC sont stimulées et deviennent matures, elles expriment plusieurs molécules d’intérêt,

telles que les molécules du CMH I et du CHM II, les molécules co-stimulantes CD80, CD86 et CD40,

la molécule CD95 (appartenant à la famille de récepteur du TNF) et le récepteur au mannose CD205.

Lorsque ces cellules dendritiques sont stimulées avec du LPS ou un antigène de la Toxoplasma gondii

responsable de la toxoplasmose, les molécules CHM I, CMH II, CD40, CD80, CD86, CD95 et CD205 sont

surexprimées, comme en témoigne la Figure 5.1.308

Figure 5.1 – Évolution typique de l’expression des marqueurs CD40, CD11c, CD80, CD86, CD95,
CD205, CMH I et CMH II après stimulation des SRDC par du LPS. Image extraite de Ruiz et coll.308

représentant le nombre d’événements en fonction de l’intensité de fluorescence

Les stimulations ont été conduites sur 24h sur deux millions de cellules pour chaque condition. Il a

été testé :

- le LPS (2 µg),

- le d-mannose et le d-glucose (respectivement 320 µg et 180 µg),

- l’imiquimod (100 ng),

- des NP de PLA nues,

- de NP de PLA nues encapsulant de l’imiquimod,

- des micelles de copolymère modifié par des sucres avec ou sans imiquimod (mannosylé (100 ng

d’imiquimod) et glucosylé (200 ng d’imiquimod))

- des micelles neutres de copolymère modifié par l’éthanolamine avec ou sans imiquimod.

Tous les systèmes particulaires sont ajoutés de sorte à avoir 8 150 NP par cellule.

Les résultats sont exposés sous forme de graphique représentant l’intensité moyenne de fluorescence

(IMF) par dispersion évaluée (Figure 5.2). L’IMF donne une représentation de la quantité moyenne de

molécules de surface ayant été fixées par un anticorps couplé à un fluorochrome. Pour chaque molécule

de surface étudiée (CMH II, CD40, CD80 et CD83), l’IMF minimum de référence correspond à celle des

cellules non stimulées (ici notées NS) et l’IMF à atteindre, voire dépasser, correspond à celle des SRDC

stimulées par le LPS.

Il peut être remarqué que les stimulations des SRDC par le LPS et par nos formulations provoquent

une augmentation généralement modérée de l’expression des molécules de surface étudiées (Figure 5.2).
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Aucun effet n’est à constater avec l’utilisation de d-mannose et de d-glucose en solution, ni avec les NP

de PLA avec/sans imiquimod.
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Figure 5.2 – Influence des différentes formulations sur l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) par
cellule de différents marqueurs. Pour tous les graphiques de gauche à droite : NS (non-stimulée), LPS,

micelles glucosylées, micelles glucosylées/imiquimod, micelles mannosylées, micelles
mannosylées/imiquimod, micelles neutres, micelles neutres/imiquimod et référence imiquimod

Toutefois, une augmentation modérée de l’expression du CMH II à la surface des SRDC est à constater

pour la formulation à base de micelles de copolymère glucosylé encapsulant de l’imiquimod (Figure

5.2 (a)). Un doublement de la fluorescence du marqueur CD40 est constaté pour les cellules stimulées par

le LPS (Figure 5.2 (b)). Une nette hausse est observée pour les formulations de micelles de copolymère

glucosylé encapsulant ou non de l’imiquimod. Le LPS et la formulation à base de micelles de copolymère

glucosylé encapsulant de l’imiquimod permettent d’induire une légère surexpression de la molécule CD80

(Figure 5.2 (c)). Aucune influence du LPS et des systèmes évalués est à constater sur l’expression du

marqueur CD83 (Figure 5.2 (d)).

Il est toutefois important de noter ici que la quantité d’imiquimod introduite via les micelles de

copolymère glucosylé est deux fois supérieure à celle introduite via les micelles de copolymère mannosylé

et la solution de référence d’imiquimod. L’imiquimod encapsulé dans les micelles glucosylées (introduite
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à 200 ng pour deux millions de cellules) semble toutefois présenter un léger pouvoir immunostimulant

sur les SRDC. Nous ne pouvons malheureusement pas conclure sur l’apport des micelles et le type de

micelles (glucosylées versus mannosylées), en comparaison avec la forme libre de l’imiquimod.

Les cytokines Il-12 et IFN-α ont été dosées dans le surnageant du milieu de stimulation des cel-

lules. Ces analyses n’ont révélées aucune présence de ces cytokines. Dans les travaux de Ruiz, les cellules

semblent sécréter davantage de cytokines, suite à l’utilisation d’antigène, et finalement peu, voire pas du

tout, suite à des stimulations menées en présence de LPS ou d’IFN-γ. Il n’est donc pas surprenant de

n’avoir obtenu aucune cytokine dans les surnageants après stimulation.

Cependant, les variations d’IMF en passant de SRDC non stimulées à des cellules stimulées par le

LPS sont très modérées, voire absentes. Nous avons donc estimé que cette lignée cellulaire ne constituait

pas un modèle adéquat pour l’étude de la stimulation de DC, contrairement à ce qu’affirme les auteurs à

l’origine de cette lignée. Ainsi, nous avons souhaité reproduire les stimulations sur des cellules dendritiques

humaines.

5.1.2 Études menées sur des DC humaines

Les cellules dendritiques dérivent de monocytes. Ainsi, à partir d’une poche de sang humain, les

monocytes ont été séparés des autres cellules présentes dans le sang (globules rouges, cellules B, T et

NK), puis mis en culture en présence d’IL-4 et de GM-CSF pour induire leur différenciation en DC.

Les stimulations ont été conduites sur 24h et 48h, sur un million de cellules par condition. Les formu-

lations testées sont :

- les NP de PLA-copolymère couplé au peptide (11.6 mg de KKK-IL-1β par gramme de NP) en

comparaison avec les NP de PLA nues (8 150 NP par cellules),

- les micelles glucosylées, mannosylées et neutres encapsulant ou non de l’imiquimod (100 ng d’imi-

quimod par million de cellules).

Un temps de 24h de stimulation ne semble pas suffire pour obtenir des résultats satisfaisants de

stimulation des DC. Les expériences présentées ont été menées sur 48h.

Concernant la morphologie des cellules, dont quelques clichés de microscopie sont exposés dans la

Figure 5.3, il peut être remarqué que les cellules non stimulées ne présentent pas de dendrites, tout

comme celles stimulées par les micelles neutres sans imiquimod. En revanche, pour toutes les autres for-

mulations, un allongement prononcé des DC avec la formation de quelques dendrites peut être observé.
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40µm 

(a) Non stimulées

40µm 

(b) NP de PLA peptide

40µm 

(c) Micelles neutres

40µm 

(d) Micelles neutres imiquimod

40µm 

(e) Micelles glucose

40µm 

(f) Micelles glucose imiquimod

40µm 

(g) Micelles mannose

40µm 

(h) Micelles mannose imiquimod

Figure 5.3 – Clichés de microscopie de DC humaines après 48h de stimulation avec différentes
formulations (Microscope Nikon, logiciel d’acquisition Metaview)
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Lors de cette étude, les marqueurs CMH II, CD80, CD83 et CD86 ont été étudiés.

Cette fois-ci, le LPS joue pleinement son rôle de contrôle de positif, comme en témoigne la Figures

(b), (c) et (d) de la Figure 5.4. Une incontestable augmentation de l’expression des marqueurs CD80,

CD83 et CD86 est observée.
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Figure 5.4 – Influence des différentes formulations sur l’IFM de différents marqueurs. Pour tous les
graphiques de gauche à droite : NS (non-stimulée), LPS, micelles glucosylées, micelles

glucosylées/imiquimod, micelles mannosylées, micelles mannosylées/imiquimod, micelles neutres,
micelles neutres/imiquimod, référence imiquimod, NP de PLA-copolymère couplé avec le peptide

KKK-IL-1β et NP de PLA nues

Concernant nos formulations, en revanche peu de pouvoir immunostimulant est à constater. Toute-

fois, il peut être noté pour la solution d’imiquimod dans le DMSO un doublement de l’IFM pour les

marqueurs de surface CD80 et CD86 par rapport à l’IFM de cellules non-stimulées. Le faible pouvoir

immunostimulant de l’imiquimod peut être attribué à la faible quantité d’imiquimod introduite (100 ng

par million de cellules).

Cette étude nous a donc seulement permis de conclure sur la viabilité de l’utilisation de lignées
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humaines réelles pour l’évaluation du potentiel vaccinal de nouvelles formulations.

5.2 Cytotoxicité des NP

La viabilité cellulaire est déterminée à l’aide d’iodure de propidium, qui entre dans les cellules ayant

perdu leur intégrité membranaire pour intercaler leurs acides nucléiques (ADN ou ARN).

La viabilité des formulations précédemment étudiées pour la stimulation de DC humaines a donc été

déterminée. Comme en témoigne la Figure 5.5, la viabilité de nos systèmes, en comparaison avec celle

des cellules non stimulées est très satisfaisante, nous permettant d’envisager sereinement l’augmentation

de la quantité d’imiquimod introduite.
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Figure 5.5 – Influence du LPS et de nos formulations sur la viabilité cellulaire de DC humaines (48h
de mise en contact). De gauche à droite : NS (non-stimulée), LPS, micelles glucosylées, micelles
glucosylées/imiquimod, micelles mannosylées, micelles mannosylées/imiquimod, micelles neutres,

micelles neutres/imiquimod, référence imiquimod et NP de PLA de copolymère couplé avec le peptide
KKK-IL-1β

5.3 Conclusion

Ces deux courtes études préliminaires nous ont permis de choisir les cellules dendritiques humaines,

comme excellent moyen d’évaluation du potentiel vaccinal, les SRDC représentant un modèle cellulaire

limité pour ce type d’étude.

Dans les conditions utilisées pour l’étude, les micelles sucrées encapsulant ou non de l’imiquimod et les

NP de PLA-copolymère couplé avec le peptide KKK-IL-1β n’ont pas provoqué d’importantes différences

de l’expression des marqueurs de surface étudiés, comparativement aux marqueurs présents à la surface

de cellules non stimulées. Il est important de noter que les formulations étudiées n’induisent pas de mort
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cellulaire supérieure à celles de DC non stimulées.

Un effet dose de quantité d’imiquimod est en cours de réalisation pour déterminer la quantité maxi-

male d’imiquimod, que l’on peut administrer à ces cellules sans toutefois provoquer une mort cellulaire

supérieure à celle de cellules non stimulées. En effet, concernant la quantité d’imiquimod introduite, elle

est de 100 ng par million de cellules, ce qui semble relativement faible en comparaison avec les études

menées dans la littérature (quantité typique de 5µg). Des études comparant l’imiquimod libre et l’imiqui-

mod encapsulé dans des micelles sucrées ou non seront effectuées à la quantité maximale d’imiquimod,

préalablement déterminée par effet dose.

De même, la quantité maximale du peptide dérivant de l’IL-1β pouvant être administrée est en cours

d’étude, afin de pouvoir comparer l’apport du couplage de ce ligand au peptide libre sur la stimulation

de DC humaines.



Conclusions et Perspectives

Ce travail de thèse avait pour objectif l’élaboration de nouveaux systèmes adjuvants pour la vacci-

nation, à base de NP et de micelles de PLA, capables d’améliorer la qualité et l’amplitude des

réponses immunitaires humorales et cellulaires, afin de développer une alternative aux adjuvants non

biodégradables actuellement utilisés.

Pour atteindre cet objectif, notre stratégie a consisté à fonctionnaliser la couronne et le cœur de mi-

celles et de NP de PLA par des biomolécules d’intérêt, capables d’activer les cellules dendritiques, qui

sont de réels pivots de l’immunité. Pour acquérir une fonctionnalisation de surface avec une importante

densité de ligands, nous avons développé un copolymère à blocs amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP),

comprenant des unités NAS, dotées de fonctions ester activées de NS facilitant la réaction de ligands

aminés et nous l’avons exploité pour l’élaboration de micelles et de NP de PLA fonctionnelles.

Avant de s’intéresser à la synthèse de ce copolymère amphiphile d’intérêt, l’homopolymérisation du

NAS a été étudiée par NMP amorcée par la MAMA-SG1. La mise au point de cette polymérisation

nous a permis d’élaborer des homopolymères PNAS bien définis. L’étude du taux de chaînes vivantes du

PNAS nécessite toutefois quelques études supplémentaires, pour élargir l’utilisation de cet homopolymère,

notamment en tant que précurseur de copolymères à blocs.

La synthèse du segment hydrophile P(NAS-co-NVP) a, elle aussi, été étudiée par NMP amorcée par

l’alcoxyamine modèle MAMA-SG1, afin d’ajuster les conditions de copolymérisation. La NMP du NAS et

de la NVP amorcée par la MAMA-SG1 nous a permis d’obtenir des copolymères présentant une structure

fortement alternée, comprenant une importante fraction molaire de 54% d’unité fonctionnalisable NAS.

Enfin, les techniques de ROP du d,l-lactide et de NMP du NAS et de la NVP ont été associées

avec succès pour l’élaboration de copolymères diblocs PLA-b-P(NAS-co-NVP). Cette combinaison a été

possible grâce à l’utilisation de la stratégie du macro-amorçage avec une macro-alcoxyamine PLA-SG1,

obtenue en deux étapes : ROP du d,l-lactide (amorcée par le HEA et catalysée par le Sn(Oct)2), puis

addition radicalaire intermoléculaire de type 1-2 de la MAMA-SG1 sur la liaison vinylique du bout de

chaînes du PLA α-acrylate. Le PLA-SG1 a été utilisé pour amorcer la NMP du NAS et de la NVP,
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conduisant aux copolymères diblocs d’intérêt bien définis aux masses molaires modulables.

Le caractère amphiphile du copolymère dibloc PLA-b-P(NAS-co-NVP) a été attesté par la formation

de micelles, d’un diamètre moyen compris entre 50 et 70 nm, présentant une distribution des tailles étroite

(IP<0.1). La CMC moyenne de ce type de copolymère a été déterminée à 20 mg.L-1.

Ce copolymère a été ensuite exploité en tant que précurseur pour la formation de micelles fonction-

nalisées par des sucres. Ces dernières sont élaborées aisément par simple couplage en milieu organique de

la d-glucosamine et de la d-mannosamine sur le copolymère, puis purification du milieu réactionnel par

dialyse, nous permettant directement d’accéder à des micelles d’une taille moyenne comprise entre 80 et

90 nm.

Une réactivité plus faible de la d-mannosamine (comparée à la d-glucosamine) a été observée pour le

couplage sur le copolymère. La CMC des copolymères modifiés par des sucres (100 mg.L-1) augmente en

comparaison avec la CMC du copolymère initial. L’augmentation du rapport entre la taille du bloc PLA

et celle du bloc P(NAS-co-NVP) est une voie à explorer pour diminuer la CMC de copolymères finaux

fonctionnalisés par des ligands hydrophiles.

Les micelles ainsi obtenues à partir du copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) et à partir de copoly-

mères modifiés par des sucres ont permis l’encapsulation très efficace de l’imiquimod en leur cœur, avec

des taux d’encapsulation respectivement compris entre 3 et 4% et entre 6 et 14%. Il sera intéressant à

l’avenir d’étudier la libération de l’imiquimod encapsulé dans différents tampons (pH 2, pH 5 et pH 7) à

37̊ C et à 4̊ C.

Le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) a ensuite été utilisé en tant que tensioactif lors de la prépara-

tion de NP de PLA par diafiltration et par nanoprécipitation. Les NP de PLA-copolymère ainsi obtenues

sont caractérisées par des stabilités colloïdales et des potentiels zêta plus élevés que pour les NP de PLA

nues.

Le procédé de nanoprécipitation nous a permis d’accéder à des NP de PLA-copolymère dotées de 84%

en moyenne de fonctions ester disponibles (par rapport au total théorique introduit dans la formulation)

en surface pour le couplage, soit 2.4 fonctions par nm2. Toutefois, un taux d’hydrolyse des fonctions ester

de NS de 30% est tout de même à déplorer suite au procédé de nanoprécipitation.

Malgré un taux d’hydrolyse relativement conséquent, l’association de la stratégie de l’ajout du copo-

lymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) lors de la fabrication des NP de PLA et de la stratégie du tag lysine pour

le peptide VQGEESNDK nous a permis d’élaborer des NP de PLA hautement fonctionnelles, dotées

d’environ 400 000 molécules de peptides par µm2 de NP, là où les stratégies de fonctionnalisation en

bouts de chaînes de copolymère de type PLA-b-PEG permettent le couplage d’environ 200 000 peptides

par µm2. Il sera intéressant d’étudier à présent le couplage de la d-glucosamine et de la d-mannosamine
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à la surface des NP.

Dans l’optique d’aboutir à des systèmes de particules multifonctionnelles, l’encapsulation de l’imiqui-

mod au sein des NP de PLA a été étudiée. Elle s’est malheureusement révélée peu efficace avec l’utilisation

de la nanoprécipitation comme technique d’élaboration de NP. Il serait donc intéressant d’envisager le dé-

veloppement de nanocapsules de PLA par nanoprécipitation, en espérant que l’augmentation de l’affinité

de l’imiquimod pour le cœur huileux de la NP permette d’augmenter la quantité d’imiquimod encapsulée.

Les NP de PLA-copolymère fonctionnalisées en couronne par le peptide VQGEESNDK et les mi-

celles mannosylées, encapsulant ou non de l’imiquimod en leur cœur ont fait l’objet de quelques études

préliminaires de stimulation de cellules dendritiques. Sur les deux lignées utilisées : SRDC et cellules den-

dritiques humaines dérivant de monocytes extraits du sang, ces systèmes se sont révélés non cytotoxiques.

Les systèmes à base de NP de PLA-copolymère fonctionnalisées par le peptide et de micelles man-

nosylées, avec ou sans imiquimod dans leur cœur, se sont révélés non cytotoxiques pour une lignée

immortalisée de cellules dendritiques de souris (SRDC) et pour des cellules dendritiques humaines, lors

d’expériences préliminaires du potentiel de stimulation. Les résultats de stimulation de ces deux lignées

présentent quelques prémices intéressantes du potentiel de ces systèmes. Cependant, plusieurs mises au

point doivent être effectuées : notamment un effet dose sur les quantités d’imiquimod et de peptides

pouvant être administrées sans toxicité. Une augmentation nette de la quantité de ces ligands devrait

nous permettre d’augmenter la maturation des cellules dendritiques. Il serait également très intéressant

de procéder à une évaluation in vivo de ces formulations chez la souris.
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6.1 Réactifs et solvants utilisés

Les solvants sont reçus et utilisés sans purification, sauf mention contraire. Les solvants couramment

rencontrés sont le chloroforme, l’acétate d’éthyle, le n-hexane, le méthanol, l’éther diéthylique, le DMF,

le THF et l’acétone. Les réactifs, dont la liste est exposée dans le Tableau 6.1 sont aussi utilisés tels quels.

Masse molaire Pureté Fournisseur
(g.mol-1)

N -Hydroxysuccinimide 115.09 98% Sigma-Aldrich
Chlorure d’acryloyle 90.50 96% Sigma-Aldrich
Triéthylamine 101.19 99% Sigma-Aldrich
MAMA-SG1 (BlocBuilderR©) 381.44 99% Arkema
SG1 294.35 82 % Arkema
1,3-Trioxane 90.08 >99% Sigma-Aldrich
NVP 111.14 >99% Sigma-Aldrich
d,l-lactide 144.13 99% Purac Biochem
Octanoate d’étain 405.12 95% Sigma-Aldrich
HEA 116.12 96% Sigma-Aldrich
Éthanolamine 61.08 99% Sigma-Aldrich
LiBr 86.85 99% Sigma-Aldrich
TFA 114.02 >99% Sigma-Aldrich
d-glucosamine 215.63 >99% Sigma-Aldrich
d-mannosamine 215.63 >99% Sigma-Aldrich
d-glucose 180.16 >99% Sigma-Aldrich
d-mannose 180.16 >99% Sigma-Aldrich
Imiquimod 240.30 >98% TCI
IL-1β (163-171) 1005.01 >99%
IL-1β (163-171) + 2 TFA 1233.05 >99% CROPS
KKK-IL-1β (163-171) 1389.53 >99%
KKK-IL-1β (163-171) + 5 TFA 1959.63 >99% CROPS

Tableau 6.1 – Listes des réactifs utilisés

6.2 Analyses de molécules et macromolécules organiques

6.2.1 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Toutes les analyses spectroscopiques ont été réalisées en solution dans des solvants deutérés, fournis par

Eurisotop : chloroforme deutéré (CDCl3)+ 0.03% tétraméthylsilane (TMS), diméthylsulfoxyde deutéré

(DMSO-d6) et oxyde de deuterium. Les déplacements chimiques δ sont donnés en ppm. La multiplicité

des signaux est indiquée par s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublet), t (triplet) et m (multiplet).
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Les analyses RMN 1H et 31P ont été conduites sur les spectromètres BRUKER Avance DPX-300

(fréquence d’enregistrement 300 MHz) ou Avance III 400 (fréquence d’enregistrement 400 MHz). Les

déplacements chimiques sont donnés en fonction du pic de TMS à 0.00 ppm dans le cas de l’utilisation

de CDCl3 et du pic de DMSO à 2.51 ppm.

Les analyses RMN 13C du solide par polarisation croisée à l’angle de rotation magique (CPMAS) ont

été réalisées par Fabio Ziarelli du Spectropole (Université d’Aix-Marseille). Elles ont été conduites sur

le spectromètre Bruker Avance III 400 MHz à une fréquence de résonance de 100.7 MHz par utilisation

de la double sonde commerciale Bruker. 50 mg de l’échantillon sont placés dans un rotor en dioxyde de

zirconium de 4 mm de diamètre et mis en rotation à la vitesse de l’angle magique de 10 kHz.

6.2.2 Résonance Paramagnétique Électronique (RPE)

Les analyses RPE des molécules paramagnétiques ont été réalisées sur un spectromètre BRUKER

ESP 300. La macro-alcoxyamine PNAS-SG1 ou PLA-SG1 à analyser est solubilisée dans le DMF pour le

PNAS-SG1 ou dans le tert-butylbenzène pour le PLA-SG, puis diluée afin d’obtenir une concentration

de 10-4 mol.L-1. La solution de PNAS-SG1 dans le DMF est introduite dans un capillaire. 500 µL de la

solution de PLA-SG1 dans le tert-butylbenzène sont introduits dans un tube en verre de 5 mm de dia-

mètre interne. Le spectre de l’échantillon (blanc) est effectué, le tube est ensuite chauffé à 120̊ C pendant

2 heures. La solution est refroidie jusqu’à température ambiante, une spectre RPE est à nouveau effectué.

À cette température, la liaison NO-C de la macro-alcoxyamine subit une rupture homolytique, libérant

un macro-radical PNAS•/PLA• et le nitroxyde SG1. L’oxygène dissous dans le tert-butylbenzène pour le

PLA• ou dans le DMF pour le PNAS• agit comme piège à radicaux en se recombinant avec les radicaux

PNAS•/PLA•. Ces radicaux étant incapables de recombiner avec le SG1, ce dernier reste libre dans la

solution.

Le spectre de la solution de polymères, revenue à température ambiante, est de nouveau enregistré

(spectre après chauffage) et comparé avec celui d’une solution de SG1 libre également à 10-4 mol.L-1

(spectre standard externe). Par conséquent, le taux de chaînes vivantes du polymère est déterminé par

l’équation 6.1 :

Taux de chaînes vivantes = 100.
aire du spectre après chauffage-aire du spectre blanc

aire du spectre standard
(6.1)
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6.2.3 Analyse élémentaire

Les analyses ont été réalisées par Grégory Excoffier du Spectropole (Université d’Aix-Marseille) sur

un analyseur Thermo Finnigan EA 1112, équipé d’un passeur automatique de 32 échantillons. Le système

est géré par le logiciel Eager 300. Les éléments dosés sont C,H, et N. La combustion des échantillons est

réalisée sous courant d’oxygène et les composés formés (N02, C02, H2O, S02) sont ensuite analysés par

chromatographie. Les appareils utilisés ne permettent pas l’analyse de composés comportant des atomes

de fluor. Les résultats sont fournis avec une précision absolue de ± 0,2 %.

6.2.4 Chromatographie d’Exclusion Stérique (CES)

Les polymères et copolymères à base de NAS (PNAS, P(NAS-co-NVP) et PLA-b-P(NAS-co-NVP))

sont analysés par CES dont l’éluant est le DMF LiBr, en raison de leur insolubilité dans le THF. Les

polymères PLA α-acrylate et la macro-alcoxyamine PLA-SG1 sont analysés à la fois par CES dans le

THF et par CES dans le DMF LiBr.

CES dans le DMF

Le système de CES DMF est composé d’une pompe Waters 600 délivrant un débit de 0.7 mL.min-1,

d’un injecteur automatique Waters 717 plus prélevant 20 µL d’échantillon, d’un détecteur réfractomé-

trique différentiel (RI) 2414. Le système de colonnes est composé de deux colonnes Polymer Laboratories

RésiPore (600 x 7.5 mm) en série, précédées d’une pré-colonne (PL Resipore Guard Column), thermosta-

tées à 70 C̊ par un four. Le LiBr est ajouté au DMF afin d’obtenir une concentration de 0.01M ; l’éluant

est filtré sur des membranes en nylon de porosité 0.22 µm (Millipore Millex GN). L’ajout de LiBr a été

envisagé lorsque sont apparus de petits pics parasites aux hautes masses. Aucun changement dans les

temps d’élution n’est à constater. Il permettrait d’éviter la formation d’agrégats. Le logiciel d’acquisition

des chromatogrammes est Millenium version 3.20 (Waters). Les chromatogrammes sont analysés et traités

par le logiciel PSS WinGPC Unity (PSS Laboratories).

L’échantillon à analyser est solubilisé dans le DMF LiBr à une concentration de 0.5 % wt. La solution

est ensuite filtrée sur un filtre seringue en nylon de porosité 0.22 µm (Millipore Millex GN). Les échan-

tillons obtenus lors de synthèses effectuées dans le PC sont d’abord précipités dans l’éther diéthylique, le

surnageant est prélevé puis l’échantillon est mis à sécher sous hôte une nuit pour être solubilisé dans le

DMF LiBR.

Étalonnage du système CES DMF LiBr
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En l’absence de connaissance des coefficients de Mark-Houwink pour le PNAS et le P(NAS-co-NVP),

plusieurs courbes d’étalonnage ont été testées pour la détermination des masses molaires relatives de

polymères analysées par CES DMF LiBr. Les standards les plus appropriés et les plus communément

utilisés en CES DMF sont des standards de PMMA, PS et PEG. Les polymères isomoléculaires fournis

par Polymer Laboratories sont exposés dans le Tableau 6.2.

Std PEG Mp 22450 11840 6 450 4020 1900 1080 620 400 194 106
Ip 1.03 1.04 1.02 1.02 1.03 1.04 1.05 1.05 1 1

Std PS Mp 377400 96000 19720 4490 1180 188700 46500 9920 2360 580
Ip 1.03 1.03 1.03 1.04 1.06 1.02 1.03 1.02 1.02 1.04

Std PMMA Mp 51800 35100 20050 10290 7100 3790 2810 1850
Ip 1.02 1.02 1.03 1.03 1.08 1.08 1.08 1.08

Tableau 6.2 – Masses au pic (Mp en g.mol-1) et Ip des standards polymères utilisés en CES DMF LiBr

CES dans le THF

Le système est composé d’une pompe Water 515 HPLC délivrant un débit de 1 mL.min-1, d’un in-

jecteur automatique Waters 517 plus, prélevant 20 µL d’échantillon, d’un détecteur réfractométrique

différentiel (RI) Waters 2414. Le système de colonnes utilisé est composé des colonnes (Macherey Nagel

Nucleogel) 104-5 (300 x 7.7 mm) et 103-5 (300 x 7.7 mm) en série, précédées d’une pré-colonne Macherey

Nagel Nucleogel 5P (50 x 7.7 mm), thermostatées à 30̊ C par un four. Le logiciel d’acquisition des chro-

matogrammes est Millenium version 3.20 (Waters). Les chromatogrammes sont analysés et traités par le

logiciel PSS WinGPC Unity (PSS Laboratories).

L’échantillon à analyser est solubilisé dans le THF à une concentration de 0.5 % wt. La solution est

ensuite filtrée sur un filtre seringue Alltech en PTFE de porosité 0.2 µm.

Étalonnage du système CES THF

Une calibration est effectuée à partir de standards PS anioniques isomoléculaires de différentes masses.

Les standards contenus dans le kit kit EasyCal (Polymer Laboratories) sont dissous pendant 30 min dans

le THF. Les masses molaires de ces standards sont reportées dans le Tableau 6.3.

Les Mn absolues des échantillons PLA, PLA α-acrylate et de la macro-alcoxyamine PLA-SG1 sont

déterminées en utilisant une calibration universelle via les coefficients de Mark-Houwink du Tableau 6.4.
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Std PS A Mp 377400 96000 19720 4490 1180
Ip 1.03 1.03 1.03 1.04 1.06

Std PS B Mp 188700 46500 9920 2360 580
Ip 1.02 1.03 1.02 1.02 1.04

Tableau 6.3 – Mp et Ip des standards polymères utilisés en CES THF

Polymère K (mL.g−1) α

PS 1.14 x 10−2 0.716

PLA 5.51 x 10−2 0.639

Tableau 6.4 – Paramètres de Mark-Houwink du PS et du PLA dans le THF à 30̊ C

Les Mn déterminées à l’aide d’une calibration universelle peuvent être comparées à celles obtenues à

partir d’une calibration relative en équivalent PS corrigée par un coefficient correcteur proposé par Save

et coll.309 suivant l’équation :

Mn Exp = 0.58± 0.05 ·Mn Calibration PS (6.2)

6.2.5 Chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC)

L’étude de l’hydrolyse des fonctions ester de NS et du couplage des peptides a été effectuée par HPLC

sur 20 µL d’échantillon. L’appareil HPLC fourni par Agilent (modèle 1 100) comprend une colonne Jupiler

(Phenomenex, C18, 5 µm, 250 x 4.6 mm). L’analyse a été effectuée en faisant un gradient linéaire (éluant

A : 0.1% de TFA dans l’eau (v/v), éluant B : 70% ACN et 30% d’eau à 0.09% de TFA, de 0 à 40% de B

en 15 min, puis retour à 0% de B en 2 min). Le débit utilisé est de 0.8 mL.min-1. La NHS est détectée à

6.4 min, le peptide non-taggé à 12.69 min et le peptide taggé à 13.56 à une longueur d’onde de 215 nm.

Le dosage de l’imiquimod contenu dans le surnageant des dispersions de NP de PLA-imiquimod a été

effectué par HPLC sur 20µL d’échantillon. L’appareil HPLC fourni par Agilent (modèle 1 100) comprend

une colonne Merck (LiChroCART, rpC18, 5 µm, 125 x 4 mm). L’analyse a été effectuée dans un éluant

composé de 62.95% d’eau et 37.05% d’ACN en présence de 0.09% de TFA. Le débit utilisé est de 0.8

mL.min-1. L’imiquimod est détectée à 244 nm à un temps de rétention de 2.8 min. Une courbe de cali-

bration reliant la concentration en imiquimod à l’air du pic d’imiquimod contenu à 2.8 min et à 244 nm

est établie à partir de solutions d’imiquimod solubilisé dans un mélange eau/ACN (4/6 (v/v) en présence

de 0.1% de TFA.
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6.2.6 UV et fluorescence

Les analyses d’UV et de fluorescence sont effectuées sur le lecteur de microplaque Infinite M1000

(Tecan), qui permet d’obtenir des spectres d’absorbance, d’excitation et d’émission de fluorescence. Les

plaques utilisées pour les spectres d’absorbance UV sont des microplaques 96 puits transparentes aux

UV, UV star (Greiner) et celles utilisées en fluorimétrie sont des microplaques noires 96 puits (Nunc).

Le volume de travail est de 200 µL. Le logiciel d’acquisition des données est Tecan i-control (version

1.5.14.0.). L’utilisation de ce spectromètre concerne le dosage des anions NHS, de l’imiquimod et du Nile

Red.

Le lecteur de plaque pour les dosages ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) de cytokines

est le modèle 680 microplate reader (Biorad).

6.3 Synthèse d’homo- et copolymères à base de NAS

6.3.1 Synthèse du NAS

Cl
O N

OH
O O+

O
O

N
O

OChlorure d'acryloyle

NEt3, CHCl3
0°C, 3h

H1

H2

H3

H4
NHS

NAS

Figure 6.6 – Schéma de synthèse du N -acryloxysuccinimide

Le NAS est synthétisé selon la méthode de Pollak et coll.,137 reprise par Fukukawa et coll.266 suivant

le schéma réactionnel 6.6.

En résumé, dans un tricol, surmonté d’un réfrigérant et d’une ampoule à brome, leN -hydroxysuccinimide

(11.1 g, 96 mmol, 1 éq), la triéthyle amine (15 mL, 0.106 mol, 1.1 éq) et le chloroforme (150 mL) sont

introduits. Le tricol est placé dans un bain salé et glacé maintenu à 0̊ C sous atmosphère inerte d’argon.

Un mélange de chloroforme (20 mL) et de chlorure d’acryloyle (9 mL, 106 mmol, 1.1 éq) est placé dans

l’ampoule à brome. Cette solution est ajoutée goutte à goutte pendant 30 min. Le milieu réactionnel est

laissé sous agitation magnétique à 0̊ C pendant 3h. Le milieu réactionnel est extrait avec 3 x 50 mL d’eau

froide saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO4 puis filtrée sur papier filtre. Le milieu

est concentré sous vide dans un bain à 35̊ C jusqu’à obtenir un volume résiduel de 30 mL. Un mélange

de 40 mL de n-hexane et 6 mL d’acétate d’éthyle est additionné goutte à goutte à la phase organique

contenant le NAS sous forte agitation à 0̊ C. Un précipité blanc apparaît alors. La solution est placée au
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congélateur (-18̊ C) pendant une nuit. Le précipité est filtré sur fritté, lavé avec 100 mL d’un mélange de

n-hexane et d’acétate d’éthyle (4 :1), puis avec 100 mL de n-hexane et d’acétate d’éthyle (9 :1) et enfin

avec 200 mL de n-hexane, les mélanges de solvants étant placés au préalable à -18̊ C. Le solide obtenu est

alors séché sous vide à température ambiante. Le rendement est de 74%, avec une pureté supérieure à 99%.

RMN 1H, CDCl3 : 6.74-6.68 (dd, 1H, J gem,1−2=1.03 Hz, J trans,2−3= 17.2 Hz, H2), 6.38-6.29 (dd,

1H, Jcis,1−2= 10.67 Hz, J trans,2−3=17.2 Hz, H3), 6.20-6.16 (dd, 1H, J gem,1−2=1.03 Hz, J trans,2−3=

17.2 Hz, H1), 2.87 (s, 4H, H4).

Analyse élémentaire - Expérimentale : C : 49.79 ; H : 4.23 ; N : 8.30 - Théorique : C : 49.71, H : 4.17,

N : 8.28.

6.3.2 NMP du NAS à partir de la MAMA-SG1
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Figure 6.7 – NMP du NAS et de la NVP à partir de la MAMA-SG1

La masse molaire théorique visée est de 10 000 g.mol-1, soit un DP de 60. Dans un tricol surmonté

d’un réfrigérant, sont introduits le monomère NAS (1g, 5.9 mmol, 60 éq), la MAMA-SG1 (37.9 mg, 0.099

mmol, 1 éq), le trioxane (30mg) et le DMF (25% massique de NAS dans le DMF, 3 g) et 100 µL d’une

solution de SG1 dans le DMF dont la concentration varie selon le ratio molaire en SG1 libre souhaité

(0, 2.5, 5 et 7.5 %). Le trioxane est utilisé en tant que référence interne pour suivre la conversion en

monomères. Le milieu réactionnel est dégazé par barbotage à l’argon pendant 20 min, puis une rampe de

température est effectuée jusqu’à atteindre des températures de 100̊ C, 110̊ C ou 120̊ C, selon la tempéra-

ture de polymérisation désirée, dans le bain d’huile. Le temps t0 marquant le début de la polymérisation

est choisi lorsque le bain d’huile atteint la température de 35̊ C (température de clivage de l’alcoxyamine

MAMA-SG1).

Au cours de la polymérisation, 300 µL de milieu réactionnel sont prélevés à différents temps, refroidis

et stockés à 4̊ C, afin de suivre par RMN 1H (60µL dans 500 µL de DMSO-d6 ) la conversion en monomère

(déterminée en prenant pour référence le trioxane) au cours du temps ainsi que l’évolution des masses

molaires au cours de la conversion par CES dans le DMF LiBr. En fin de réaction, le milieu réactionnel est
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placé dans un bain d’eau glacé afin de stopper la polymérisation. Le polymère est précipité dans l’éther

diéthylique et séché sous vide poussé.

6.3.3 NMP du NAS et de la NVP à partir de la MAMA-SG1
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Figure 6.8 – NMP du NAS et de la NVP à partir de la MAMA-SG1

Différentes masses molaires ont été visées : 10 000, 20 000 et 40 000 g.mol-1 pour une même fraction

molaire initiale de NAS de 60%.

À titre d’exemple, pour une masse molaire visée de 20 000 g.mol-1 avec un ratio molaire initial de

60% mol de NAS et de 40% mol de NVP, le NAS (1.02 g, 6.01 mmol, 81 éq), la NVP (448 mg, 3.99

mmol, 54 éq), la MAMA-SG1 (28.5 mg, 74 µmol, 1 éq) et la trioxane (30 mg) sont placés dans un tricol,

surmonté d’un réfrigérant. 10 mL de DMF sont ajoutés afin d’obtenir une concentration totale en mo-

nomères de 1M. Le SG1 (1.33 mg, 3.71 µmol, 0.05 éq) préalablement dissous dans du DMF est ajouté.

Le milieu réactionnel est dégazé à l’argon pendant 20 min, puis une rampe de température est effectuée

jusqu’à atteindre des températures de 100̊ C dans le bain d’huile. Le temps t0 marquant le début de la

polymérisation est choisi quand le bain d’huile atteint la température de 35̊ C (température de clivage de

l’alcoxyamine MAMA-SG1).

Au cours de la polymérisation, 300 µL de milieu réactionnel sont prélevés afin de suivre par RMN 1H

(60µL dans 500 µL de DMSO-d6 ) la conversion en monomères au cours du temps ainsi que l’évolution

des masses molaires au cours de la conversion par CES dans le DMF LiBr. En fin de réaction, le milieu

réactionnel est placé dans un bain d’eau glacé afin de stopper la polymérisation. Le polymère est précipité

dans l’éther diéthylique et séché sous vide poussé.

Pour l’étude des rapports de réactivité, plusieurs copolymérisations ont été effectuées en partant de

différents ratios molaires initiaux en NAS et NVP afin de déterminer les rapports de réactivité, en mainte-

nant un DP total constant de 300, soit une concentration totale en monomères de 1M et une concentration

initiale en amorceur de 3.35 mmol.L-1.
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6.3.4 Synthèse du copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP)

6.3.4.1 Synthèse du PLA α-acrylate : ROP du d,l-lactide
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Figure 6.9 – ROP du d,l-lactide, amorcée par le HEA et catalysée par le Sn(Oct)2

La polymérisation par ouverture de cycle du d,l-lactide a été effectuée en présence d’octanoate d’étain

(Sn(Oct)2) en tant que catalyseur et de l’acrylate de 2-hydroxyethyle (HEA) en tant qu’amorceur. Les

polymérisations ont été conduites en masse. La masse molaire théorique visée est calculée à partir du

rapport DPn = nLactide/nHEA.

Expérimentalement pour une masse molaire visée de 15 000 g.mol-1, le d,l-lactide (20 g, 137 mmol,

98 éq) est ajouté dans un schlenk parfaitement propre et séché. Le d,l-lactide est alors séché sous vide

poussé pendant 4h à 40̊ C. Un mélange de Sn(Oct)2 (29.5 mg, 0.0692 mmol, 0.05 éq) et de HEA (168.5

mg, 1.41 mmol, 1 éq) est préparé dans un tube à hémolyse, sur lequel trois cycles argon-vide sont

effectués. Dans ce mélange, 1 mL de toluène distillé est ajouté avec une seringue purgée à l’argon. Le

d,l-lactide est alors mis sous flux d’argon et plongé dans un bain thermostaté préalablement chauffé à

135̊ C. Une fois le lactide en fusion, la solution d’amorceur et de catalyseur est ajoutée. La réaction est

laissée réagir jusqu’à ce que le milieu commence à peine à se figer. Un prélèvement du milieu réactionnel

est effectué en fin de polymérisation pour être solubilisé dans du CDCl3 afin de déterminer la conversion

de polymérisation suivant l’équation 6.3. Après avoir normé à 1 la valeur de l’intégrale du signal des

protons -CH- du monomère compris entre 5.07 et 5.12 ppm, la valeur de l’intégrale du signal des protons

-CH- du polymère compris entre 5.12 et 5.24 pm est déterminée. Le milieu de polymérisation est dissous

dans du THF une nuit, puis précipité trois fois dans du méthanol froid. Le polymère obtenu est alors

filtré et rincé au méthanol froid, puis séché sous vide poussé à température ambiante.

Conversion =

∫
Polymère∫

Polymère+
∫
Monomère

(6.3)
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6.3.4.2 Synthèse du PLA-SG1 : Addition intermoléculaire radicalaire de type 1-2 de la

MAMA-SG1 sur le PLA α-acrylate
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Figure 6.10 – Addition intermoléculaire radicalaire de type 1-2 de la MAMA-SG1 sur la liaison
vinylique en bout de chaîne du PLA α-acrylate

La synthèse de la macro-alcoxyamine PLA-SG1 s’appuie sur l’addition radicalaire intermoléculaire de

type 1,2 de l’alcoxyamine MAMA-SG1 sur l’extrémité acrylate du PLA, présentée dans la Figure 6.10.

Dans un schlenk muni d’un rotaflo, une solution de PLA α-acrylate (10 g, 0.8 mmol, 1 éq) et de

MAMA-SG1 (3.09 g, 8 mmol, 10 éq) dans le THF (0.2 M de MAMA-SG1) est introduite. Le milieu

réactionnel est homogénéisé par agitation magnétique jusqu’à dissolution complète de tous les réactifs,

puis dégazé par barbotage d’argon pendant 15 min. Le schlenk est introduit dans un bain thermostaté

préalablement chauffé à 100̊ C. La réaction est conduite pendant 1h sous pression d’argon. Après refroi-

dissement de la solution, une huile jaune et visqueuse est obtenue. Cette huile est reprise dans le THF

puis précipitée trois fois dans du méthanol froid. Le précipité obtenu est alors filtré et rincé au méthanol

froid, puis séché sous vide poussé à température ambiante pour obtenir une poudre blanche (une colo-

ration jaunâtre persistante est signe de présence de SG1 résiduel). Le rendement molaire de la réaction

est proche de 90 %. Le rendement de fonctionnalisation des fonctions acrylates en SG1 est déterminé par

RMN 1H, RMN 31P et RPE.

6.3.4.3 NMP du NAS et de la NVP à partir du PLA-SG1
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Figure 6.11 – NMP du NAS et de la NVP à partir de la macro-alcoxyamine PLA-SG1

Concrètement, pour une masse molaire visée de 10 000 g.mol-1 avec une fraction molaire initiale de

54% mol de NAS et de 46% mol de NVP, le NAS (1.02 g, 6.01 mmol, 41 éq), la NVP (575 mg, 5.13 mmol,

33 éq) et le PLA-SG1 (3 g, 159 µmol, 1 éq) sont ajoutés dans un tricol surmonté d’un réfrigérant. 12 mL

de DMF sont ajoutés afin d’obtenir une concentration totale en monomères égale à 1M. Le SG1 (2.75 mg,
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7.94 µmol, 0.05 éq) préalablement dissous dans du DMF est ajouté. Le milieu réactionnel est dégazé à

l’argon pendant 20 min, puis une rampe de température est effectuée jusqu’à atteindre une température

de 120̊ C, température de dissociation du PLA-SG1, dans le bain d’huile.

Au cours de la polymérisation, 300 µL de milieu réactionnel sont prélevés afin de suivre par RMN 1H

la conversion des monomères au cours du temps ainsi que l’évolution des masses molaires au cours de la

conversion par CES dans le DMF LiBr. En fin de réaction, le milieu réactionnel est placé dans un bain

d’eau glacé afin de stopper la polymérisation. Le polymère est précipité trois fois dans un mélange 1 :1

v :v de méthanol et d’éther diéthylique et séché sous vide poussé.

Pour déterminer la masse molaire du bloc P(NAS-co-NVP), l’intégrale relative aux signaux des pro-

tons -CH- du PLA situés entre 5.0 et 5.3 ppm est fixée à deux fois la valeur du DP du bloc de PLA,

préalablement déterminée par CES THF à l’aide d’une calibration universelle. L’intégrale du pic corres-

pondant aux signaux des protons -CH2- (4H) du résidu NS du NAS, I2.8 est déterminée à 2.8 ppm. Les

fractions molaires de NAS (x) et de NVP (y) incorporées dans le copolymère sont ajustées à l’aide de

leurs conversions déterminées par RMN 1H. La masse molaire du bloc P(NAS-co-NVP) est déterminée

suivant l’équation (6.4) :

Mn =
I2.8
4

(
169 +

y

x
111
)

(6.4)

6.4 Préparation de micelles fonctionnalisées

6.4.1 Élaboration de micelles de PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Le copolymère à blocs PLA-b-P(NAS-co-NVP) est solubilisé dans l’ACN (5 mL) à 10 mg.mL-1. La

phase organique copolymère/ACN est précipitée dans 10 mL d’eau stérile. L’ACN est éliminé sous pres-

sion réduite.

6.4.2 Élaboration de micelles à partir de copolymères modifiés par des sucres

6.4.2.1 Couplage de sucre sur le PLA-b-P(NAS-co-NVP)

Une solution de TEA (114 µL, 10 éq) dans le DMSO est préparée et sera utilisée comme solvant

de réaction. Le copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) préalablement synthétisé (Copo2, 50 mg, 1 éq de

fonctions ester de NS) et le sucre, d-mannosamine ou d-glucosamine (88.8 mg, 5 éq), sont mis à so-
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lubiliser séparément dans 2.5 mL de TEA-DMSO sous agitation magnétique. Lorsque les deux phases

organiques sont homogènes, la phase de polymère TEA-DMSO est alors prélevée et ajoutée à celle du

sucre TEA-DMSO. Les phases sont préparées séparément afin de s’assurer de la bonne solubilisation

des deux réactifs, sachant que le sucre est moins facilement solubilisé dans le DMSO que dans l’eau par

exemple. La concentration finale en copolymère dans le TEA-DMSO est de 10 mg.mL-1. Le milieu réac-

tionnel est laissé sous agitation magnétique pour réaction pendant 4 jours à température ambiante.

6.4.2.2 Élaboration de micelles fonctionnalisées par un sucre

Le milieu réactionnel est préalablement précipité dans deux volumes d’eau soit 10 mL d’eau, puis mis

à dialyser contre l’eau (c.o. membrane de dialyse : 3 500 MW, SpectraPor). L’eau est renouvelée toutes

les heures pendant 6 heures, puis est laissée une nuit, pour être à nouveau renouvelée pendant une heure.

Les micelles obtenues sont analysées en taille. Une partie de la solution de micelles est lyophilisée pour

effectuer une RMN 1H du copolymère modifié par un sucre dans le DMSO-d6. Lorsque les fonctions ester

de NS sont aminolysées par l’éthanolamine, 851 µL d’une solution d’éthanolamine (5.9 mg.mL-1) dans le

DMSO est ajoutée dans le milieu réactionnel, le milieu est laissé une nuit pour réaction, puis précipité et

dialysé comme précédemment.

Le taux de couplage est déterminé en fixant l’intégrale du pic relatif aux signaux -CH- du PLA, com-

pris entre 5.0 et 5.3 ppm puis en comparant l’intégrale des pics relatifs aux quatre fonctions hydroxyle

(4H) des sucres, compris entre 6.2 et 7.9 ppm (I6.2−7.9) avec l’intégrale du pic du signal relatif aux -CH2-

(4H) du résidu NS du NAS avant couplage (I2.8,t=0). Pour une fonction ester substituée par un sucre, il

doit y avoir la disparition de 4H à 2.8 ppm pour l’apparition de 4H de sucres entre 6.2 et 7.9 ppm. Ainsi,

le taux de couplage est obtenu par le rapport I6.2−7.9/I2.8,t=0.

6.4.3 Détermination de la concentration micellaire critique (CMC)

Les mesures de fluorescence ont été réalisées avec l’utilisation de Nile Red pour déterminer la CMC.

Différentes dilutions sont effectuées à partir de la solution mère de micelles, entre 1 et 0.0001 mg.mL-1.

Une solution de Nile Red dans l’acétone est préparée à 0.97 mg.mL-1. 2 µL de cette solution sont ajoutés

à 200 µL de solution micellaire disposée dans une plaque noire 96 puits (Nunc). L’acétone est mis à

évaporer. Le spectre d’émission est enregistré entre 560 et 750 nm en utilisant une λex=550nm. La CMC

est alors déterminée au point d’inflexion de la courbe représentant l’intensité de fluorescence (Ifluo) en

fonction de la concentration et plus précisément au point d’inflexion de la courbe relative à la longueur
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d’onde obtenue au maximum d’intensité de fluorescence (λém,max) en fonction de la concentration en

polymère.

6.4.4 Encapsulation de l’imiquimod dans les micelles

Les micelles sont diluées à 4 mg.mL-1 pour les micelles de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) et à 1

mg.mL-1 pour les micelles de copolymère modifié par un sucre. La solution de micelles est mise en pré-

sence de 10% massique d’imiquimod par rapport au copolymère dans un Eppendorf sur roue pendant 24h.

6.4.5 Dosage de l’imiquimod encapsulé dans les micelles par fluorescence

Pour le dosage de l’imiquimod encapsulé dans les micelles, les micelles sont centrifugées à 1 377 g,

pendant 10 min. 10 µL du surnageant de la solution micellaire sont ajoutés à 190 µL de DMSO.

Pour quantifier l’imiquimod contenu dans les micelles, une courbe de calibration est effectuée dans les

mêmes conditions. Une solution mère en imiquimod est préparée dans un mélange de DMSO/eau (19/1,

v/v) (500 µg.mL-1), différentes dilutions sont alors effectuées dans un mélange de DMSO/eau (19/1, v/v)

pour tracer la droite de calibration reliant la concentration en imiquimod à l’intensité de fluorescence

émise à 350 nm pour une excitation effectuée à 325 nm.

Toutes les analyses sont conduites à l’aide de 200 µL d’échantillon déposé dans une plaque 96 puits

noire (Nunc). L’échantillon est excité à 325 nm et l’intensité de fluorescence est récupérée à 350 nm.

6.5 Préparation de NP fonctionnalisées

Pour toutes les NP de PLA et de PLA-copolymère élaborées, le poly(acide lactique) (Mn= 50 000

g.mol-1, Mn/Mw= 1.7) doté d’un acide carboxylique en bouts de chaînes est fourni par Phusis.

6.5.1 Diafiltration

Des particules submicroniques de PLA ont été préparées par méthode de dialyse, précédemment dé-

crite par Jeon et coll.,302 reprise par Ataman-Önal et coll.119

Concrètement 400 mg de PLA ou 400 mg de PLA avec x mg (20, 40 ou 80 mg) de copolymère

PLA-b-P(NAS-co-NVP) sont dissous dans 20 mL de DMSO. La solution obtenue est introduite dans

une membrane de dialyse ayant un c.o. entre 6 000 et 8 000 g.mol-1. La solution est dialysée contre 5 L

d’eau distillée pendant 6h à température ambiante. Le bain de dialyse est changée toutes les deux heures

pendant les six premières heures puis la dialyse est laissée une nuit. L’eau de dialyse est renouvelée une



6.5 Préparation de NP fonctionnalisées 163

nouvelle fois le jour suivant. Après une heure de dialyse, les particules sont collectées de la membrane de

dialyse dans des vials de 60mL. Une partie des particules obtenues est mise à l’étuve une nuit à 100̊ C

pour obtenir un taux de solide (TS). Une partie des particules est centrifugée à 10 000 rpm (Eppendorf,

5408R) pour que la NHS contenue dans le surnageant puisse être dosée, comme expliqué plus loin. Les

particules sont stockées à 4̊ C.

6.5.2 Nanoprécipitation

Des nanoparticules de PLA ont été préparées par la méthode de déplacement de solvant appelée

nanoprécipitation décrite par Fessi et coll.,299 reprise par Lamalle-Bernard et coll.103

Brièvement, 1.1 g de PLA sont dissous dans 55 mL d’acétone. Dans le cas de nanoprécipitation en

présence du copolymère amphiphile PLA-b-P(NAS-co-NVP), 1.1 g de PLA sont dissous dans 55 mL

d’acétone et 110 mg de PLA-b-P(NAS-co-NVP) sont dissous dans de l’ACN (5.5 mL) (concentration de

20 g.mL-1 chacun), pour avoir 10% massique de copolymère ajouté par rapport au PLA. Les solutions

d’acétone-PLA et d’ACN-copolymère sont mélangées et homogénéisées quelques instants. La solution

organique de polymères est introduite dans une ampoule de coulée puis est additionnée avec un flux

continu à 35 mL d’eau stérile Versol sous agitation modérée (250 rpm). Une fois la suspension de particules

obtenue, l’acétone est éliminée du milieu par évaporation sous pression réduite dans un bain de 30̊ C

jusqu’à obtenir un volume résiduel d’environ 35 mL. Une partie des NP est centrifugée à 16 873 g pour

en étudier le taux d’hydrolyse.

La diminution d’échelle de production des NP est effectuée en divisant tous les volumes par dix et la

vitesse d’agitation est augmentée à 400 rpm. La solution de polymère à couler est introduite dans une

seringue de 5 mL ou dans une ampoule de coulée. Elle peut être effectuée en divisant par deux tous les

volumes (27.5 mL de PLA-acétone, 17.5 mL d’eau), l’agitation est maintenue à 250 rpm.

Les particules sont stockées à 4̊ C.

6.5.3 Couplage covalent de peptides dérivés de l’interleukine-1β

6.5.3.1 Couplage de peptides sur des NP de PLA-copolymère

La dispersion de NP est diluée dans de l’eau stérile pour avoir un TS de 1%. Une solution de peptide

en tampon phosphate pH8 20 mM est préparée à la concentration souhaitée. Un volume (200 µL) de dis-

persion de particules à 1% est ajouté à un volume (200 µL) de la solution de peptide dans un Eppendorf

de 2mL. L’Eppendorf est mis sur roue pour homogénéisation et réaction. À l’instant t, la dispersion est

centrifugée à 16 873 g pendant 10 min. Le surnageant est prélevé et conservé à 4̊ C pour le dosage du
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peptide non couplé par HPLC.

6.5.3.2 Couplage de peptides sur des NP de PLA nues

Pour le couplage covalent de l’IL-1β sur des NP de PLA nues, le même mode opératoire est typi-

quement suivi, excepté que 7 µL d’une solution d’EDC diluée 100 fois dans de l’eau et 4.7 µL d’une

solution de NHS à 7.9 mg.mL-1 dans l’eau sont préalablement ajoutés à la dispersion de NP pour activer

les fonctions carboxyliques. Le couplage est réalisé à pH 8 et également à pH 6.

6.5.4 Encapsulation de l’imiquimod dans les NP

6.5.4.1 Nanoprécipitation en présence d’imiquimod

Le PLA est dissous dans le DMSO à une concentration de 20 mg.mL-1, sous agitation magnétique

(500 rpm) pendant 30 min. Une masse précise d’imiquimod est pesée pour correspondre à 5, 2.5 et 1% de

la masse de PLA, soit 27.5, 13.9 et 6.0 mg. 27.5 mL de PLA sont ajoutés à l’imiquimod pesé. Le tout est

mis à solubiliser à 37̊ C pendant 30 min. La solution obtenue est ramenée à température ambiante puis

précipitée dans 17.5 mL d’eau. Un milieu opalescent et une réaction exothermique sont à constater. La

phase obtenue est dialysée contre l’eau suivant le protocole de renouvellement d’eau de la diafiltration.

Les NP obtenues sont filtrées sur filtre Nylon (0.22 µm, Millipore) pour enlever l’imiquimod non encapsulé

et non solubilisé dans la phase aqueuse. Un certain volume de NP est centrifugé à 16 873 g, le surnageant

est prélevé pour analyse de l’imiquimod dans le surnageant par HPLC et le culot de NP est lyophilisé

pour l’analyse de l’imiquimod encapsulée dans les NP par mesure de fluorescence.

6.5.4.2 Dosage de l’imiquimod dans le surnageant des NP par HPLC

Le surnageant prélevé après filtration et centrifugation des particules est directement injecté en HPLC

(20 µL), comme décrit précédemment.

6.5.4.3 Dosage par fluorescence de l’imiquimod encapsulé dans les NP

Pour le dosage de l’imiquimod encapsulé dans les NP, une solution mère d’imiquimod dans le DMSO

(500 µg.mL-1) est préparée à partir de laquelle sont élaborée différentes solutions dont la concentration

varie entre 0 et 25 µg.mL-1 dans une plaque 96 puits noire (Nunc). Le spectre de fluorescence est mesurée

entre 280 et 500 nm pour une excitation à 325 nm (Figure 6.12(a)). L’intensité de fluorescence à 350 nm

est reliée à la concentration en imiquimod pour aboutir à ce type de calibration (Figure 6.12(b)). Les NP

lyophilisées (1mg) sont solubilisées dans le DMSO (1mL), 200 µL de cette solution sont mis dans une

plaque 96 puits noire (Nunc), le spectre de fluorescence est mesuré comme précédemment. La quantité
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d’imiquimod contenue dans les particules est obtenue avec la droite de calibration Ifluo=f([imiquimod]).
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Figure 6.12 – (a) Spectres de fluorescence typiquement obtenus de l’imiquimod dans le DMSO et (b)
droite de calibration pour le dosage de l’imiquimod dans le DMSO (y=26.5x+10.5, R2=0.99)

6.5.5 Caractérisation des NP

6.5.5.1 Diffusion quasi-élastique de la lumière

La taille des NP, correspondant au volume hydrodynamique des NP (dispersions très diluées dans de

l’eau NaCl 1mM), est mesurée par DDL à l’aide d’un d’un zêta sizer 3000 HS (détecteur à 173̊ , Malvern)

à 25̊ C. Les diamètres sont le résultats de la moyenne de quatre mesures.

6.5.5.2 Mobilité électrophorétique

Le potentiel zêta est déterminé par anémométrie laser Doppler avec le zêta sizer 3000HS (Malvern,

GB). Les mesures de mobilité électrophorétique sont effectuées à 25̊ C, sur une dispersion de NP très

diluée dans une solution d’eau NaCl 1mM.

6.5.5.3 Microscopie Electronique à Balayage (MEB)

La dispersion de NP est diluée à 0.1% de taux de solide. Quelques gouttes sont disposées sur une lamelle

Thermanox et sont laissées sécher une nuit. Les échantillons sont observés après ajout de palladium-or

par un microscope FEI quanta 250 FEG ESEM.

6.5.5.4 Stabilité colloïdale des NP

La stabilité colloïdale est étudiée par la mesure de la taille des particules par DDL, comme décrit

précédemment. Les NP sont diluées à 0.01% dans des solutions de NaCl aux concentrations croissantes
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(0, 0.001, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5 M de NaCl).

6.5.5.5 Quantification des fonctions ester de NS disponibles à la surface des NP

Lors du procédé de préparation de NP, la quantité de copolymère PLA-b-P(NAS-co-NVP) et celle

du PLA sont connues (typiquement pour 100 mg de PLA, 10 mg de copolymère sont ajoutés, soit une

fraction massique réelle 9.09% de copolymère introduit). La fraction massique ou molaire du NAS eu sein

du copolymère est connue par RMN 1H. Ainsi, la fraction molaire théorique maximale de fonctions ester

retrouvée à la surface des NP est connue.

Pour accéder à la fraction molaire réelle de fonctions ester disponibles à la surface des NP, les fonc-

tions réactives sont aminolysées par l’éthanolamine. Ainsi, la quantité totale de NHS libérée suite à cette

réaction (ajoutée à celle libérée par l’hydrolyse partielle d’une certaine fraction des ester de NS après

élaboration des NP) témoigne de la quantité maximale de fonctions ester pouvant être modifiée chimi-

quement. Concrètement, 26 µL d’une solution aqueuse d’éthanolamine (6.1 mg.mL-1) sont ajoutés à la

dispersion de NP préalablement diluée (20µL de NP dans 1 mL d’eau). Une courbe de calibration DO260

=f([NHS]) est réalisée dans les mêmes conditions pour permettre de relier la valeur de DO à 260 nm

correspondant à la quantité de NHS contenue dans le surnageant à sa concentration, correspondant à

la quantité de fonctions ester de NS disponibles en surface. Cette concentration est comparée à celle

contenue dans les formulations de NP (obtenue par le calcul expliqué ci-dessus). Le rapport de ces deux

concentrations donnent accès à la proportion de fonctions ester disponibles en surface des NP.

6.5.5.6 Étude de l’hydrolyse des fonctions ester de NS

Cette étude a été réalisée soit par spectrométrie UV, soir par HPLC.

Pour l’analyse par spectrométrie UV, 20 µL de nanoparticules sont dilués dans 2 mL d’eau puis

centrifugés pendant 20 min à 16 873 g. 200 µL de surnageant sont prélevés, 2.6 µL d’une solution

d’éthanolamine à 6.1 mg.mL-1 sont ajoutés. Un spectre de l’absorbance est effectué entre 230 et 450

nm. La valeur de la densité optique à 260 nm, DOH,t, est alors comparée à la DOmax correspondant

à la DO du surnageant obtenue après la réaction de 26 µL de solution d’éthanolamine à 6.1 mg.mL-1

sur une dispersion de NP obtenue en ajoutant 20 µL de NP dans 2 mL d’eau, afin d’obtenir THmax,

taux d’hydrolyse maximal. Le rapport des deux valeurs permet d’accéder au pourcentage d’hydrolyse à

l’instant t suivant la formule 6.5.

THt =
DOH,t
DOmax

× 100 (6.5)

Pour l’analyse HPLC, les NP de PLA-copolymère sont diluées pour obtenir un taux de solide de
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0.5%, puis sont centrifugées à 16 873 g pendant 10 min, 20 µL de surnageant sont injectés en HPLC,

pour obtenir l’aire du pic relatif à la NHS libérée à un instant t (At). Pour accéder à l’hydrolyse totale,

les NP de PLA-copolymère sont diluées à 0.5%, 1µL d’éthanolamine est ajouté à la dispersion de NP. La

dispersion est mise sous agitation pendant 30 min, puis centrifugée à 16 873 g pendant 10 min. 20 µL de

surnageant sont injectés en HPLC, pour obtenir l’aire du pic relatif à la totalité des NHS disponibles à la

surface des NP (Amax). Le rapport de ces deux valeurs At/Amax donne accès à la fraction de fonctions

ester hydrolysées.

6.5.5.7 Calcul des paramètres d’interaction

Les paramètres d’interaction, entre le solvant (S) et le non-solvant (NS) et entre le polymère et le

solvant, utilisés pour la nanoprécipitation, ont une influence sur la taille finale des NP obtenues.

Les différents paramètres d’interaction nécessaires pour comparer la nanoprécipitation d’une solution

organique de PLA-acétone et d’une solution de PLA-DMSO ont donc été calculés.

Le paramètre d’interaction χS/NS décrivant l’affinité du solvant S pour le non-solvant NS est défini

par l’équation 6.6, où VNS est le volume molaire du non-solvant (mL.mol-1), et δS et δNS (SI) sont les

paramètres de solubilité de Scatchard-Hildebrand du solvant et du non-solvant, respectivement300 :

χS/NS =
VNS
RT

(δS − δNS)2 (6.6)

Ainsi à 25̊ C, pour un mélange binaire eau/DMSO, le paramètre d’interaction entre l’eau et le DMSO a

pour valeur 3.39 et entre l’eau et l’acétone la valeur de 5.82 (Tableau 6.5).

δeau=48 δacétone=19.7 χeau/acétone=5.82
δeau=48 δDMSO=26.4 χeau/DMSO=3.39

Tableau 6.5 – Valeurs des différents paramètres d’interaction, avec un volume molaire Veau=18
mL.mol-1, Vacétone=74.2 mL.mol-1 et VDMSO=71.0 mL.mol-1

De plus, cette même équation permet de décrire l’interaction entre le polymère et le solvant organique,

suivant la formule 6.7 :

χpolymère/S =
VS
RT

(δS − δpolymère)2 (6.7)

À 25̊ C les paramètres d’interaction polymère/solvant, sont les suivants : χPLA/acétone = 0.04 et χPLA/DMSO

= 0.867 (Tableau 6.6).
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δPLA=20.9310 δacétone=19.7 χPLA/acétone=0.04
δPLA=20.9 δDMSO=26.4 χPLA/DMSO=0.867

Tableau 6.6 – Valeurs des différents paramètres d’interaction, avec un volume molaire Vacétone=74.2
mL.mol-1 et VDMSO=71.0 mL.mol-1

6.6 Évaluation biologique des NP et micelles

Les milieux de culture (IMDM pour les SRDC et RPMI 1640 pour les cellules extraites de sang

humain), le mélange de pénicilline/streptomycine, le 2-mercaptoéthanol, le D-PBS, la gentamicine, l’HEPES

et le SVF sont fournis par Gibco Invitrogen. Le Ficoll et le Percoll sont fournis respectivement par

GE Healthcare et Sigma-Aldrich. L’EDTA est fourni par USB. Le PBS 10X est fourni par Euromedex et

dilué si nécessaire dans de l’eau Versol fournie par Aguettant. L’IL-4 et le GM-CSF sont fournis respec-

tivement par RD Systems et Collaborative Biomedical Product-Biosciences. Tous les anticorps ont été

fournis par BD Biosciences pour le marquage des SRDC et par BD Pharmingen pour le marquage des

DC humaines.

6.6.1 Études sur les SRDC

6.6.1.1 Culture cellulaire

Les cellules SRDC dérivent de cellules dendritiques primaires de la rate de souris et ont été fournies

par le laboratoire UMR0483 Université François Rabelais Tours - INRA d’Immunologie Parasitaire et

Vaccinologie, Biothérapies anti-infectieuses. Le milieu de culture est composé de milieu IMDM, contenant

de la L-glutamine et 25 mM d’HEPES, supplémenté de 5% v/v de sérum de veau fétal (SVF), 1% v/v

d’un mélange de pénicilline (5 000 U.mL-1) - streptomycine (5 000 µg.mL-1), afin d’obtenir 100 U.mL-1 de

pénicilline et 100 µg.mL-1 de streptomycine, et du 2-mercaptoéthanol (500 µL, 50 mM dans du D-PBS).

Une ampoule contenant un million de cellules est décongelée, reprise dans 9 mL de milieu de culture et

centrifugée à 200 g pendant 5 min à température ambiante. Le surnageant est prélevé, les cellules sont

reprises dans 15 mL de milieu. Le passage est effectué au tiers tous les deux jours.

6.6.1.2 Stimulation des SRDC

Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 6.7.

Une plaque 6 puits est ensemencée avec 2 mL par puits (1 million de cellules par mL) à J1. 24h plus

tard soit J2, le milieu de culture est changé avec 2 mL de milieu, contenant les formulations à tester. A J3,

le marquage des SRDC est effectué. Pour ce faire, les cellules sont lavées avec du PBS 1X, puis récoltées

en PBS dans des Falcons de 15 mL. Les cellules sont centrifugées à 200 g (Thermoscientific, Multifuge

3L-5) pendant 10 min à température ambiante. Le surnageant est prélevé, le culot est repris dans 1 mL
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Marqueur Fluorochrome Concentration Fournisseur
(mg.mL-1)

CMH I FITC 0.5 BD Biosciences
CMH II PE 0.2 BD Biosciences

CD40 (rat) APC 0.2 BD Biosciences
CD80 (Hamster) APC 0.2 BD Biosciences

CD83 (rat) PE 0.2 BD Biosciences
CD86 (rat) APC 0.2 BD Biosciences

IgG2a souris - Isotype contrôle PE 0.2 BD Biosciences

Tableau 6.7 – Anticorps utilisés pour le marquage des SRDC. FITC : λex=488 nm, λém=518 nm, PE :
λex=488 nm, λém=575 nm et APC : λex=650 nm, λém=661 nm

de PBS-1% SVF, contenant du Fc block anti-souris (dilué 500 fois), pour bloquer les sites aspécifiques

de liaison de la partie Fc des anticorps. Le tout est incubé pendant 10 min à 4̊ C. 1 mL de PBS-1%

de SVF est ajouté pour que les cellules soient centrifugées à 200 g pendant 10 min à 4̊ C. Les cellules

sont reprises dans 1 mL de PBS-1% SVF. Dès lors que les anticorps sont manipulés, tout est effectué à

l’obscurité afin de préserver les fluorochromes. Les anticorps (Tableau 6.7) sont dilués à 2 µg.mL-1 dans

du PBS-1% SVF. Dans une plaque 96 puits à fond V, 50 µL d’anticorps dilués à 2 µg.mL-1 sont mis dans

les puits correspondants, auxquels sont ajoutés 50 µL de suspension cellulaire préalablement obtenue. Les

cellules et les anticorps incubés pendant 20 min à 4̊ C. 100 µL de PBS-1% SVF sont ajoutés à chaque

puits. Les cellules sont alors centrifugées pendant 2 min à 2 000 rpm (Eppendorf, R5408) à 4̊ C. Le sur-

nageant est éliminé, le culot repris dans 100 µL de PBS 1x, puis transféré dans des tubes de FACS. 200

µL de PBS 1x sont ajoutés pour que la suspension cellulaire soit analysée par FACS (Modèle Canto, BD).

6.6.1.3 Dosage de l’IL-12 sécrétée par les SRDC

L’étude de l’IL-12 permet de déterminer le potentiel de l’orientation de la réponse Th1. Son dosage est

effectué sur le surnageant des cellules dendritiques après stimulation, à l’aide d’un kit eBioscience, Mouse

IL-12 p70 ELISA Ready-SET-Go !R©. Il s’agit d’un dosage ELISA en sandwich, qui permet de détecter

l’IL-12 de souris à des concentrations comprises entre 15 pg.mL-1 et 2 000 pg.mL-1.

Les puits (plaque Corning Costar 918 ELISA) sont recouverts de 100 µL d’une solution d’anticorps de

capture (diluée 250 fois) dans un tampon adéquat (”coating buffer”, dilué par 10). La plaque est incubée

pendant une nuit à 4̊ C. Cet anticorps permettra de capturer spécifiquement l’IL-12.

Les puits sont aspirés et lavés 5 fois avec 250 µL par puits de tampon adéquat (”wash buffer”, PBS 1x

avec 0.05% Tween). Entre chaque lavage, la plaque est laissée au repos pendant 1 min. Le liquide résiduel

après le dernier lavage est éliminé.

Les puits sont ainsi saturés avec 200 µL de diluant (”assay diluent” diluée par 10) et la plaque est

incubée pendant 1h à température ambiante. Un nouveau cycle de lavages est effectué, comme précédem-
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ment.

Les solutions étalons d’anticorps sont préparées par dilution en cascade de 2 000 pg.mL-1 à 15.6

pg.mL-1 dans le diluant. Les solutions étalons et les échantillons non dilués (100 µL) sont déposés dans

la plaque. La plaque est incubée soit pendant 2h à température ambiante, soit une nuit à 4̊ C. Il s’agit

donc du dépôt et de la capture par l’anticorps de l’IL-12. Un nouveau cycle de lavages est effectué comme

précédemment afin d’éliminer tout antigène spécifique n’ayant pas été capturé.

L’anticorps de détection, ou encore anticorps secondaire, est dilué 250 fois dans le diluant pour déposer

100 µL de cette solution dans chaque puits. La plaque est incubée pendant 1 heure à température

ambiante. L’anticorps de détection est un anticorps qui se lie lui aussi spécifiquement à l’IL-12 et qui

est couplé à une biotine. Un nouveau cycle de lavages est effectué comme précédemment pour retirer

l’excédent.

Le révélateur (Avidin-HRP) est dilué 250 fois dans le diluant pour déposer 100 µL de cette solution

dans chaque puits. La plaque est incubée pendant 30 min à température ambiante. L’enzyme HRP est

couplé à une avidine pour permettre son interaction forte avec la biotine couplée à l’anticorps secondaire.

Un nouveau cycle de 7 lavages avec un temps de repos entre chaque lavage de 1 à 2 min est effectué pour

retirer l’excès de révélateur.

Le substrat de l’enzyme HRP (100 µL de TMB) est ajouté dans chaque puits. La plaque est incubé

15 min à température ambiante. L’enzyme HRP convertit ainsi le TMB en molécule chromogène. 50 µL

de solution d’arrêt de la réaction enzymatique (H2SO4, 2N) sont ajoutés à chaque puits. La plaque est

lue à 450 nm.

6.6.1.4 Dosage de l’IFN-α sécrétée par les SRDC

L’étude de l’IFN-α permet quant à elle de déterminer le potentiel antiviral de nos formulations.

Son dosage est effectué sur le surnageant des cellules dendritiques après stimulation, à l’aide d’un kit

VeriKineTMMouse Interferon Alpha ELISA kit. Il s’agit d’un dosage ELISA en sandwich, qui permet de

détecter l’IFN-α de souris à des concentrations comprises entre 12.5 et 400 pg.mL-1. Une plaque pré-

recouverte de l’anticorps primaire est fournie avec le kit.

Les solutions étalons d’anticorps sont préparées par dilution en cascade de 400 à 12.5 pg.mL-1 dans

un tampon adéquat (”sample buffer” dilué 5 fois). Les solutions étalons et les échantillons non dilués (100

µL) sont déposés dans leur puits, ainsi que l’anticorps secondaire 50 µL (dilué 100 fois). La plaque est

incubée sous agitation (450 rpm) pendant 1 heure à température ambiante. La plaque est incubée sans

agitation pendant 20-24h à 4̊ C. Les puits sont aspirés et lavés 4 fois avec 250 µL par puits de tampon

adéquat (”wash solution concentrate” diluée 20 fois).

Le révélateur (HRP conjugué) est dilué 400 fois dans le diluant pour déposer 100 µL de cette solution
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dans chaque puits. La plaque est incubée sous agitation (450 rpm) 2 heures à température ambiante. Un

nouveau cycle de lavages est effectué comme précédemment.

Le substrat de l’enzyme HRP (100 µL de TMB) est ajouté dans chaque puits. La plaque est incubée

sans agitation 15 min à température ambiante. 100 µL de solution d’arrêt (”stop solution” fournie) de la

réaction enzymatique sont ajoutés à chaque puits. La plaque est lue après 5 min à 450 nm.

6.6.2 Études sur des cellules dendritiques humaines

6.6.2.1 Extraction, culture de monocytes humains et leur différenciation en DC

Une poche de sang (450 mL) est versée dans une bouteille stérile (1L), après découpage du cordon

préalablement nettoyé méticuleusement à l’alcool. Le sang est dilué deux fois dans un mélange contenant

45 mL de PBS 10X, 400 µL de gentamicine, 1 mL d’EDTA 0.5M et 450 mL de PBS 1X.

La première étape consiste en la séparation des globules blancs (monocytes, lymphocytes T et B, NK et

polynucléaires), des globules rouges et des neutrophiles. Il est important de noter que le Ficoll est toxique

pour les cellules, il faut donc minimiser son contact avec les cellules. Le Ficoll (15 mL) est versé dans un

nombre approprié de tubes Falcon de 50 mL (typiquement 28-32 tubes), puis 30 mL de sang sont versés

délicatement sur le Ficoll. Le milieu est mis à centrifuger pendant 20 min à 700 g (Thermoscientific,

Multifuge 3L-5) à température ambiante (sans frein, en pente douce). L’anneau de cellules sanguines

périphériques mononucléaires, situé au-dessus des globules rouges et du Ficoll et en-dessous du sérum,

est récupéré, pour être introduit dans un Falcon de 50 mL. Seulement 30 mL sont introduits dans un

Falcon, complétés jusqu’à 50 mL avec du PBS 1X - 5% de SVF. Le culot de globules rouges peut être

jeté. Les cellules sont centrifugées pendant 10 min à 485 g à 4̊ C (décélération avec frein). Le surnageant

est retiré. Les culots sont regroupés dans quatre tubes Falcon de 50 mL puis complétés avec du milieu

complet, composé de milieu RPMI 1640, agrémenté de 10% de SVF, de 1% d’HEPES, de 500 µL de

gentamicine (50 U.mL-1) et de 1% de pénicilline-streptomycine. Les cellules sont à nouveau centrifugées

à 485 g pendant 10 min à 4̊ C. Le culot est repris avec 36 mL de milieu RPMI complet puis distribué

dans 12 tubes Falcon de 15 mL à hauteur de 3 mL dans chaque tube.

La deuxième étape consiste en la séparation des monocytes des cellules B, T, NK. Dans un tube Falcon

de 15 mL, 6 mL de Percoll (Sigma-Aldrich) dilué comme suivant : 45 mL de Percoll 100% avec 5 mL de

PBS 10X et 46 mL de PBS 1X, sont versés, puis lentement 3 mL de cellules sont versées délicatement.

Les cellules sont mises à centrifuger pendant 20 min à 863 g à température ambiante, sans frein. Les

anneaux de monocytes sont récoltés dans deux tubes Falcon de 50 mL, lesquels sont complétés par du

milieu RPMI complet. Les cellules sont à nouveau centrifugées pendant 10 min à 485 g. Les culots sont

regroupés dans un tube Falcon de 50 mL avec du milieu RPMI complet. Le tout est à nouveau centrifugé

pendant 10 min à 485 g. Le culot est repris dans 10 mL de RPMI 1640 - 10% de SVF.

La troisième étape est celle de la saturation des récepteurs Fc par du sérum humain. Les cellules
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sont comptées, puis centrifugées à 4̊ C pendant 10 min à 485 g. Le surnageant est retiré, puis du milieu

RPMI complet doté de 3% de sérum humain (préalablement décomplémenté et filtré) est ajouté de sorte

à obtenir une concentration cellulaire de 10 millions de cellules par mL de milieu, pour être incubé à

température ambiante pendant 10 min.

Afin de retirer les cellules B, T, NK et globules rouges résiduels, 500 µL de milieu RPMI complet

sont filtrés dans un tube Falcon de 15 mL. Les anticorps correspondant aux marqueurs de surface des

cellules B, T, NK et globules rouges (respectivement anticorps anti-CD19, anti-CD3, anti-CD56 et anti-

glycophorine A, fournis par Beckman Coulter) sont préparées pour avoir une concentration finale de 2

µg.mL-1 pour chacun des anticorps dans le milieu puis filtrés. Le filtre stérile (0.22 µm) est rincé avec 500

µL de milieu RPMI complet. Les cellules sont incubées sous agitation pendant 30 min à 4̊ C. Les cellules

sont diluées deux fois dans du milieu, puis centrifugées à 485 g, puis reprises et centrifugées à nouveau

dans 10 mL de milieu. Les billes DYNAbeads Goat anti-mouse (Invitrogen) sont ajoutées, de sorte à avoir

5 billes par cellules à dépléter, en considérant qu’il y a en moyenne 50% de cellules à dépléter. 3mL de

milieu sont ajoutés. Les cellules et les billes sont incubées pendant 12 min à 4̊ C. Le tube est mis sur un

portoir magnétique pendant 7 min à 4̊ C. Le surnageant est récupéré pour être transvasé dans un autre

tube Falcon de 15 mL. Ce tube est passé à son tour sur le portoir magnétique 7 min à 4̊ C. Le surnageant

est récupéré. Une numération cellulaire est effectuée.

La dernière étape consiste en la mise en culture des monocytes obtenus et leur différenciation en DC.

Dans une grande flasque, 50 mL de milieu RPMI 1640-10% de SVF à une concentration cellulaire de

0.5 millions de cellules par mL sont versés avec de l’IL-4 (2.5 ng.mL-1) et du GM-CSF (40 ng.mL-1).

6.6.2.2 Stimulation de DC humaines

Les anticorps de souris anti-humain (BD Pharmingen) utilisés pour fixer les différents marqueurs de

surface sont répertoriés dans le Tableau suivant :

Marqueur - fluorochrome Volume introduit Remarque
IgG-FITC, IgG-PE, IgG-PE-Cy5 1µL de chaque Isotype contrôle
CD1a-FITC 3µL Simple positif
CD1a-PE 3µL Simple positif
CD1a-Pe-Cy5 3µL Simple positif
CD1a-FITC, CD86-PE, CMH II-PE-Cy5 1µL de chaque Triple positif
CD14-FITC, CD3-PE, CD56-PE-Cy5 1µL de chaque Pureté
CD80-PE, CD83-FITC, CD25-PE-Cy5 1µL de chaque Maturation

Tableau 6.8 – Anticorps utilisés pour le marquage des DC humaines. FITC : λex=488 nm,λém=518 nm,
PE : λex=488 nm,λém=575 nm et pour le PE-Cy5 : λex=496 nm,λém=667 nm

Les cellules (1 mL contenant 1 million de cellules) et les formulations à tester sont déposées dans une

plaque 24 puits. À 24h et 48h, les cellules sont prélevées, 10 mL de PBS 1X sont ajoutés pour que les

cellules soient centrifugées pendant 10 min à 350 g à 4̊ C. Le culot est repris dans 650 µL de PBS - 5%
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de SVF pendant 10 min pour bloquer les récepteurs non spécifiques. 50 µL de suspension cellulaire sont

déposés dans une plaque 96 puits à fond V, préalablement recouverte d’anticorps, suivant les anticorps et

mélanges d’anticorps listés dans le Tableau 6.8. Les cellules et les anticorps sont incubés pendant 30 min

à 4̊ C dans l’obscurité. 50 µL de PBS - 5% de SVF sont ajoutés, pour que la plaque soit centrifugée

pendant 2 min à 700 g. Trois lavages avec 100 µL de PBS 1X sont effectués. Le culot est repris avec 100

µL de PBS 1X pour que la suspension cellulaire soit analysée par FACS (Modèle Canto, BD).

6.6.3 Cytotoxicité des NP

Pour analyser la cytotoxicité de nos formulations (micelles et NP), 100µL de dispersion cellulaire sont

préservés sans incubation en présence d’anticorps. De l’iodure de propidium (2 µg.mL-1, 2 µL) est ajouté

dans la suspension cellulaire. Les cellules sont ensuite analysées par FACS (Modèle Canto, BD).
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Élaboration de nanoparticules de poly(acide lactique) multifonctionnelles comme adjuvants
potentiels de vaccination

Résumé : La vaccination est l’un des moyens les plus efficaces de la médecine moderne dans le com-
bat contre les maladies infectieuses. L’amélioration de l’efficacité des vaccins requiert la mise au point
d’adjuvants permettant d’accroître la qualité de la réponse immunitaire. À titre d’exemple, les nano-
particules (NP) de poly(acide lactique) (PLA) constituent un système efficace pour la délivrance d’an-
tigènes. Afin de renforcer leur potentiel vaccinal, ce travail de recherche a eu pour objectif d’élaborer
des NP de PLA décorées en surface par des molécules immunostimulantes, le d-mannose ou un peptide
dérivé de l’interleukine-1β, et au cœur, par l’imiquimod. Notre stratégie repose sur l’utilisation d’un
tensioactif macromoléculaire composé d’un bloc de PLA et d’un bloc de poly(N -acryloxysuccinimide-
co-N -vinylpyrrolidone) (P(NAS-co-NVP)), dont les fonctions ester de N -succinimidyle (NS) permettent
le couplage de biomolécules. Ce copolymère a été synthétisé par combinaison de la polymérisation par
ouverture de cycle et de la polymérisation radicalaire contrôlée par les nitroxydes (NMP). Après l’étude
de la copolymérisation du NAS et de la NVP par NMP à partir d’une alcoxyamine modèle (MAMA-SG1),
leur copolymérisation a été réalisée à partir de la macro-alcoxyamine PLA-SG1, conduisant au copoly-
mère PLA-b-P(NAS-co-NVP) désiré. Des NP de PLA ont alors été préparées par nanoprécipitation et
diafiltration en présence du copolymère, conduisant à des tailles respectives de 150 et 500 nm. Des études
de potentiel zêta et de spectrométrie UV ont démontré la présence des esters de NS à la surface des NP
(2.4 fonctions.nm-2), disponibles pour le couplage des biomolécules. Des micelles de copolymère ont été
également préparées, après substitution des esters de NS par des sucres, et permettent une encapsulation
efficace de l’imiquimod, contrairement aux NP de PLA. Ces systèmes constituent une plateforme flexible
d’adjuvants potentiels comme alternative aux adjuvants non biodégradables actuellement utilisés.

Mots-clés : Adjuvant, nanoparticules/micelles fonctionnelles, poly(acide lactique), copolymère amphi-
phile, polymérisation radicalaire contrôlée par les nitroxydes, polymérisation par ouverture de cycle,
d-mannose, peptide, imiquimod, encapsulation

Elaboration of poly(lactide) multifunctionalized nanoparticles as potential adjuvants for
vaccination

Abstract : Vaccination represents one of the most powerful tools of medicine for the fight against
infectious diseases. The improvement of vaccine efficiency needs the development of adjuvants able to
increase the quality of the immune response. Poly(lactic acid) (PLA) nanoparticles (NPs) represent
an efficient system for antigen delivery. In order to improve their vaccine potential, the goal of this
research work was to elaborate PLA NPs decorated at the surface with immunostimulatory molecules,
d-mannose or peptide derived from interleukine-1β, and into the core with imiquimod. Our strategy relies
on the use of a macromolecular surfactant composed of a PLA block and a poly(N -acryloxysuccinimide-
co-N -vinylpyrrolidone) (P(NAS-co-NVP)) block, whose N -succinimidyl (NS) activated esters allow the
coupling of biomolecules. This diblock copolymer was synthesized by the combination of ring opening
polymerization and nitroxide mediated polymerization (NMP). After the study of the copolymerization of
NAS and NVP by NMP from the MAMA-SG1 model alkoxyamine, their copolymerization was performed
from the macro-alkoxyamine PLA-SG1, leading to the desired copolymer PLA-b-P(NAS-co-NVP). PLA
NPs were then prepared by nanoprecipitation and diafiltration, in the presence of the copolymer, leading
to 150 nm and 500 nm sized particles, respectively. Studies of zeta potential and UV spectrometry
demonstrated the presence of NS-activated ester at the NP surface (2.4 functions.nm-2), available for the
coupling of biomolecules. Micelles from copolymer were also prepared, after substitution of ester with
carbohydrates, to allow an efficient encapsulation of imiquimod, contrary to PLA NPs. These systems
represent a flexible platform of potential adjuvants as an alternative to non-biodegradable adjuvants
currently used.

Keywords : Adjuvant, functionalized nanoparticles/micelles, poly(lactic acid), amphiphilic copolymer,
nitroxide mediated polymerization, ring opening polymerization, d-mannose, peptide, imiquimod, encap-
sulation
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