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Acronymes et symboles

AMF
DDS
EPR
EWC
ICs0
LSPR
NIR-L
PC
PPTT
PTT
RC-DDS

SAR
VPTT

Champ Magnétique Alternatif (Alternative Magnetic Field)

Systemes de délivrance de molécules (Drug Delivery System)

Effet EPR (Enhanced Permeability and Retention Effect)

Teneur en eau a I’équilibre (Equilibrium Water Content)

Concentration Minimale Inhibitrice (Half maximal inhibitory concentration)
Résonance de Plasmon de Surface Localisée (Localized Surface Plasmon Resonance)
Lumiére Proche Infrarouge (Near-Infrared Light)

Teneur en polymere (Polymer Content)

Thérapie phothothermal-plasmonique (Plasmonic Photothermal Therapy)

Thérapie photothermique ou photothermie (Photothermal Therapy)

Systemes de délivrance de molécules contrdlée a distance (Remotely-Controlled Drug
Delivery System)

Taux d’Absorption Spécifique (Specific Absorption Rate)

Température de Transition de Phase Volumique (Volume Phase Temperature Transition)

Produits chimiques

AUNRs
DOX

DTT

KPS

MAA
MEO,MA
NPMs
OEGDA5
OEGMAGsy
PC-3

SDS

Nanobat6nnets d’or (Gold Nanorods)

Doxorubicine

1,4-dithiothréitol

Persulfate de potassium

Acide méthacrylique

Di (éthyléne glycol) méthyle éther méthacrylate (Mn = 188,22g.mol™)
Nanoparticules magnétiques (Magnetic NanoParticles)

Poly (éthyléne glycol) diacrylate (Mn = 250g.mol™)

Poly (éthyléne glycol) méthyle éther méthacrylate (Mn = 500g.mol™)
Cellules humaines de cancer de prostate

Dodécylsulfate de sodium
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Cryo-TEM

DLS
DSC
EDX-STEM

FT-IR

HAADF-
STEM
ICP-AES

JCPDS-PDF

NMR
NTA
PXRD
SEC
SLP
SQUID

STEM-

TEM
TGA
UV-vis
VSM

Spectroscopie par Absorption Atomique de Flamme (Atomic Absorption Spectroscopy)
Microscopie Confocale (Confocal laser scanning microscopy)

Microscopie Electronique & Transmission Cryogénique (Cryogenic-Transmission Electronic
Microscopy)

Diffusion Dynamique de la Lumiere (Dynamic Light Scattering)

Calorimétrie Différentielle & Balayage (Differential Scanning Calorimetry)

STEM couplé a une analyse de spectroscopie aux rayons X a dispersion d'énergie pour une
cartographie chimique (Chemical mapping using energy dispersive X-ray spectrometry-
STEM)
Spectroscopie Infrarouge a Transformée de FourieR (Fourier Transform InfraRed
Spectroscopy)

STEM en champ noir annulaire a grand angle (High-Angle Annular Dark-Field imaging-
STEM)

Spectrométrie a plasma a couplage inductif, (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectroscopy)

Fichier standard de diffraction des rayons X de poudre (Joint Committee on Powder
Diffraction Standards-Powder Diffraction File)

Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire (Nuclear Magnetic Resonance)
Nanoparticle Tracking Analysis

Diffraction des rayons X de poudre (Powder X-Ray Diffraction)

Chromatographie d’exclusion stérique (Size Exclusion Chromatography)

Pouvoir chauffant, (Specific Loss Power)

Dispositif ~ supraconducteur a interférence  quantique (Superconducting Quantum
Interference Device)

Microscope électronique a balayage par transmission (Scanning Transmission Electron
Microscopy)

Microscopie Electronique & Transmission (Transmission Electron Microscopy)

Analyse ThermoGravimétrique (ThermoGravimetric Analysis)

Spectroscopie ultraviolet-visible (UV-visible Spectroscopy)

Magnétomeétre a échantillon vibrant (Vibrating Sample Magnetometer)
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Introduction Générale

La prise de médicaments pour le traitement de diverses maladies peut engendrer des
effets secondaires. L’utilisation de nanomédicaments est une des stratégies possibles pour
réduire ces effets en encapsulant le principe actif autant que possible lors de son transport vers
I’organe a soigner. Pour autant, 1’efficacité de ces nanomédicaments peut étre augmentée et
les effets secondaires encore réduits, avec des nanosystemes a libération de molécules
controlée a distance (RC-DDS) permettant de libérer les molécules actives uniquement a

I’endroit et au moment voulu, avec un contréle spatio-temporel.

Les nanogels hybrides constitués de polymeéres thermosensibles et de nanoparticules
inorganiques stimulables telles que des nanoparticules magnétiques (NPMs) ou des
nanobatonnets d’or (AuNRs) sont extrémement intéressants pour étre utilisés en tant que RC-
DDS. En effet, leur matrice en polymére permet d’encapsuler et de libérer de grandes
guantités de molécules actives, alors que les nanoparticules peuvent générer de la chaleur
lorsqu’elles sont exposées a un champ magnétique alternatif (AMF) pour les NPMs et a une
irradiation proche infrarouge (NIR-L) pour les AuNRs. Cette étude porte sur la synthese et la
caractérisation de nanogels biocompatibles, pH- et thermosensibles, a base de monomeéres en
oligo (éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate (OEGMAs), d’acide méthacrylique (MAA)
et encapsulant des NPMs et/ou des AuNRs pour déclencher de maniére contrblée, par
hyperthermie magnétique ou par photothermie, la libération d’une molécule anticancéreuse, la

doxorubicine (DOX).

Notre stratégie est de combiner les propriétés de plusieurs nanomatériaux : (1) Les
nanogels, particules sphériques a base de polymeéres réticulés, sont capables d’encapsuler une
grande quantité de molécules. Les polymeéres que nous avons choisi, a base de monomeéres en
oligo (éthylene glycol), sont biocompatibles et possédent une température de transition de
phase volumique (VPTT). Ainsi, lorsque la température du milieu augmente, la taille de
nanogels diminue drastiquement et le principe actif est libéré. (2) La chaleur génerée par les
NPMs et les AuUNRs peut déclencher a distance la libération des molécules contenues dans les
nanogels en appliquant un AMF ou une NIR-L. La chaleur fournie par ces particules permet
également d’envisager une thermothérapie simple ou combinée pour détruire les cellules
cancéreuses. Ce manuscrit de thése s’articule autour de quatre chapitres. Nous présentons la

synthese et la caractérisation de plusieurs types de nanogels multi-simulables, en allant des
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nanogels les plus simples, constitués uniquement des polyméres réticulés pH- et
thermosensibles, aux nanogels de plus en plus complexes : nanogels hybrides composés des

polymeres et des particules inorganiques magnétiques.

Le Chapitre | est une introduction a la nanomédicine et rassemble les avancées
scientifiques concernant 1’¢laboration de systémes hybrides polymériques, magnétiques,
plasmoniques et magnéto-plasmoniques. Deux principales applications, basees sur la capacité
de ces systemes polymeriques a générer de la chaleur seront présentées : (1) la libération
contr6lée de molécules par application d’un stimulus externe et (2) la destruction de cellules
tumorales par une élévation forte de la température pour des thermothérapies (1’hyperthermie
magnétique sous AMF, la photothermie sous NIR-L, ou une thermothérapie combinée
AMF+NIR-L). Enfin, nous présenterons les différentes voies de synthese et les principales
propriétés des trois constituants de ces systemes : les nanogels, les nanoparticules d’oxyde de
fer et les nanobatonnets d’or. Les Chapitre Il a IV rassemblent les principaux résultats de cette

these.

Le Chapitre Il est consacré a la synthése et a la caractérisation des nanogels pH- et
thermosensibles a base d’oligo (éthyléne glycol) méthyle éther méthacrylate. Nous étudierons
notamment les propriétés de gonflement-dégonflement en réponse aux variations de pH et de
température, ainsi que les principaux parametres influencant les propriétés physico-chimiques
des nanogels dans la perspective d’une utilisation future des nanogels pour I’encapsulation et

la libération de molécules actives.

Le Chapitre Il présente la synthése et la caractérisation des nanogels hybrides
magnétiques (MagNanoGels), constitués d’un réseau polymére pH- et thermosensible et des
nanoparticules d’oxyde de fer. La réponse de MagNanoGels a plusieurs stimuli, tels que la
température, le pH et les champs magnétiques permanents et alternatifs (AMF) est évaluée.
Des études d’encapsulation et de libération de DOX en solution et dans des cellules
cancéreuses en réponse a ces stimuli seront présentées. De méme, une méthode pour estimer

la température locale induite sous AMF sera proposeée.

Enfin, le Chapitre IV décrit I’élaboration et la caractérisation des nanogels hybrides
plasmoniques (PlasmNanoGels) constitués du méme réseau de polymeres biocompatibles que
précédemment et des nanobatonnets d’or. Nous présenterons notamment leur capacité a

gonfler-dégonfler sous NIR-L, ainsi que leur capacité a chauffer efficacement. Puis, des
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nanogels hybrides magnéto-plasmoniques (MagPlasmNanoGels), contenant a la fois des
nanoparticules d’oxyde de fer et des nanobatdnnets d’or seront présentés. Leur réponse a
plusieurs stimuli, tels que la température, le champ magnétique alternatif (AMF) et
I’irradiation laser dans le proche infrarouge (NIR-L) seront étudiés. Enfin, leur pouvoir
chauffant sous AMF, NIR-L et (AMF+NIR-L) sera évalué.

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit se sont déroulés au Laboratoire
de Physicochimie des Electrolytes et Nanosystémes Interfaciaux PHENIX et proposent des
nouveaux nanosystemes polymériques pour des thérapies innovantes pour lutter contre le
cancer. Toutefois, ils s’inscrivent dans un contexte pluridisciplinaire, en allant de la chimie de
synthese et a la physico-chimie de polymeres et des nanoparticules inorganiques, la biologie
cellulaire, les techniques d’imagerie (électronique, confocale) et a des notions physiques
concernant les propriétés d’hyperthermie magnétique et de photothermie. Plusieurs personnes

et laboratoires ont ainsi apporté leurs connaissances scientifiques a ce projet :

o Laboratoire de Physicochimie des Electrolytes et Nanosystémes Interfaciaux
PHENIX, UMR 8234, Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie, Paris.
Synthése des nanogels, des nanoparticules magnétiques, des nanobétonnets d’or.
Caractérisations magnétiques (VSM, hyperthermie magnétique). Spectroscopie UV-
visible. Spectroscopie Infrarouge. Diffusion dynamique de la Lumiére. Etude de
libération de molécules en solution sous différents stimuli (pH, T°, AMF). Les dosages
par spectroscopie d’absorption atomique ont été réalisés par Aude Michel. La syntheése
de nanobatonnets d’or a été effectuée avec I’aide d’Ali Abou Hassan. Le programme
d'interface pour 1’utilisation du Magnetherm™ a été concu par Frédéric Gélébart. Les
analyses TGA ont été réalisées par Delphine Talbot. Les mesures PXRD ont été
effectuées par Ana Porras-Gutiérrez. La thése s’est déroulée au sein de ce laboratoire
sous la direction de Christine Ménager.

o Laboratoire Matiere et Systemes Complexes, UMR 7057, Université Paris Diderot.
Analyses NTA. Etudes du pouvoir chauffant des NPMs et AuNRs et nanogels
hybrides sous AMF, NIR-L et (AMF+NIR-L), et mesure de 1’évolution de la
température avec une caméra infrarouge d’imagerie thermique. Les mesures de
magnétophorése et les études cellulaires (viabilité, libération de molécules,

microscopie confocale) ont été réalisées par Claire Wilhelm et Ana Espinosa.
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o L’Institut de Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie IMPMC,
UMR 7590 — CNRS/IRD/MNHN, Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie
Curie, Paris. Les observations en cryo-TEM ont été effectuées par Jean-Michel

Guigner.
J’ai pu également avoir acces a différentes plateformes :

o Plateforme de Microscopie Electronique de I’'UFR de Chimie. Les analyses TEM ont
été effectuées par Aude Michel et Sandra Casale. Les analyses STEM-HAADF/EDS
ont été realisées par Sandra Casale.

o Plateforme UPMC de mesures physiques a basse température MPBT, Sorbonne
Universités, Université Pierre et Marie Curie, Paris. Courbes d’aimantation au SQUID.

o Plateforme de Chimie des Polymeéres, Sorbonne Universités, Université Pierre et

Marie Curie, Paris. Les analyses DSC et SEC ont été réalisées par Rettina Radjou.
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CHAPITRE I :

Etude bibliographique

Ce chapitre propose une description de la nanomédecine pour le traitement du cancer
et rassemble les avancées scientifiques concernant 1’élaboration de systémes hybrides
polymériques, magnétiques, plasmoniques et magnéto-plasmoniques afin d’envisager de
nouvelles stratégies thérapeutiques contre le cancer. Deux principales applications seront
détaillées : la libération contr6lée de molécules par application de stimuli externes et la
thermothérapie simple ou combinée. Enfin, les différentes voies de synthese et les principales
propriétés des trois constituants de ces systemes : les nanogels, les nanoparticules d’oxyde de

fer et les nanobatonnets d’or, seront présentées.

1. La nanomeédecine pour le traitement du cancer

La nanomédecine est une discipline émergente basée sur la conception d’objets a
I’échelle nanométrique, dont la taille varie de quelques nanométres et a quelques centaines de
nanométres’. Ces nano-objets peuvent étre utilisés en tant qu’agents thérapeutiques pour la
délivrance de principes actifs ou la génération de chaleur et en tant qu’agents de contraste
pour le diagnostic de diverses maladies. Lorsque le diagnostic et 1’agent thérapeutique sont

couplés dans le méme systeme, on parle de nanosystemes théranostiques.

Méme si la nanomédecine est une discipline récente, les nanomatériaux existent depuis
longtemps. Des 2 500 av. J.-C., I'amiante naturelle a été utilisée pour renforcer un mélange
céramique a des fins décoratives. Au fil des années 1’utilisation de nanomatériaux en médicine
a significativement augmentée. Les nanoparticules magnétiques ont commence a étre utilisées
en médecine dans les années 70 et les premieres nanoparticules d’or fonctionnalisées ont vu le
jour dans les années 90.% La Figure 1 indique les dates importantes dans I’utilisation des
nanomatériaux de 2 500 av. J.-C. a nos jours. Aujourdhui, les nanosystemes permettent
d’envisager de nouvelles fagons de s'attaquer a de nombreuses maladies, y compris le cancer.
En effet, les propriétés uniques des nanoparticules, telles qu’un ratio surface/volume éleve,
une petite taille, la capacité de pouvoir modifier a fagcon leur chimie de surface et la capacité

d’encapsuler plusieurs molécules, leur conférent beaucoup d’avantages par rapport a leurs
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homologues de grande taille’. Grace & ces propriétés, ils peuvent interagir de facon ciblée

avec les tissus, les cellules et les molécules du corps humain.

Le cancer est caractérisé par la prolifération anormale de cellules au sein d’un tissu
formant une masse appelée tumeur. Cette prolifération peut étre due a des mutations
génétiques contrdlant le cycle cellulaire et le faisant fonctionner de maniére incorrecte, a des
facteurs héréditaires ou a des facteurs externes, tels que la consommation de tabac ou
d’alcool. Les techniques les plus utilisées pour le traitement du cancer sont: la
chimiothérapie, consistant en 1’injection de principes actifs ; et la radiothérapie, basée sur
I’application de rayonnements de hautes énergies pour endommager I’ADN. Ces deux
techniques ont pour but de tuer les cellules cancéreuses, mais endommagent également les
cellules saines, provoquant ainsi des effets secondaires. Un effet secondaire est une réaction
provoquée par la prise d'un médicament qui n’est pas souhaitée, et qui peut se manifester, Soit

par une allergie médicamenteuse passagere, soit par une toxicité tres élevée.
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Figure 1. Chronologie montrant I'évolution des nanomatériaux utilisés en nanomédecine. Extrait de Hassan et al., Nano Today (2017)>2.
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1.1. Les nanosystemes pour la nanomédecine

Un des avantages que peut apporter les nanosystémes a la nanomédecine est le
contréle spatio-temporel. En effet, un nanovecteur peut permettre de vectoriser une drogue
jusqu’a sa cible par différents modes de ciblage et de controler la libération de cette drogue.
Cette modification de la distribution permet d’augmenter les concentrations actives au niveau
de I’organe cible, tout en réduisant la toxicité liee a la dispersion des molécules au sein de
I’organisme. De méme, [’encapsulation permet de protéger les molécules actives des
phénomenes d’inactivation et d’améliorer le passage des barrieres biologiques, en augmentant
ainsi D’efficacité du traitement. Il existe de nombreuses nanoparticules (NPs) pouvant étre
utilisées en nanomédecine. La Figure 2 donne un apercu de la diversité des objets existants a ce
jour. lls sont classés dans deux catégories : (1) les NPs organiques, telles que les liposomes, les
nanogels, les micelles, les capsides de virus et les dendrimeres ; (2) les NPs inorganiques, telles
que les quantum dots, les NPs d’oxyde de fer, d’or, de silice, les nanotubes de carbone, les
nanodiamants. Certains de ces objets peuvent étre utilisés pour le transport et la libération
d’agents thérapeutiques, d’autres pour le diagnostic. Ainsi, la combinaison de plusieurs matériaux
permettrait d’élaborer des systemes théranostiques. La composition chimique, le comportement

vis-a-vis des cellules, ainsi que les propriétés de ciblage varient d’un systéme a I’autre.
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Figure 2. Vue d’ensemble des matériaux (polymeéres, lipides, particules inorganiques) pour la
nanomédecine. Adapté de Ulbrich et al., Chemical Reviews (2016)°.
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1.2. Biodistribution des nanoparticules

Bien que la nanomédecine soit généralement considéréee comme prometteuse pour de
nouvelles stratégies de diagnostic et de traitement, la biodistribution et les effets toxiques des
nouveaux nanomatériaux doivent étre soigneusement évalués avant toute utilisation clinique.
La taille, la forme et la surface des nanoparticules déterminent la maniere dont elles seront filtrées
du sang vers les organes du corps humain, tels que les poumons, le foie, la rate ou les reins.
Comme illustré Figure 3, les particules sphériques de diamétre inférieur a 5 nm seront rapidement
filtrées par les reins tandis que celles ayant un diamétre compris entre 20 et 150 nm seront
essentiellement capturées par le foie et la rate. Au-dessus de 150 nm, les captures par le foie et la
rate restent importantes et les poumons vont filtrer de plus en plus les NPs. Pour d > 2 um,
I’élimination pulmonaire est tres rapide. Lorsque les NPs sont chargées positivement, la capture
des NPs par les poumons, le foie et la rate s’effectue plus rapidement, comparée a celle effectuce

pour des NPs négatives ou neutres®.
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Figure 3. Biodistribution des nanoparticules dans les poumons, le foie, la rate et les reins en fonction
de leur taille, leur forme et leurs charges de surface. Adapté de Blanco et al., Nature
Biotechnology (2015)".

eulrs,

“enn

La biodistribution naturelle des NPs peut étre modifiée en mettant en place des
stratégies de ciblage. Le ciblage est trés intéressant pour le traitement du cancer lorsque les
tumeurs sont nombreuses ou inaccessibles pour étre traitées par chirurgie, et notamment a
cause de la cytotoxicité des molécules antitumorales. Le ciblage des molécules consiste a
associer une substance active (molécules, protéines, ADN, ARN, etc.) a un vecteur pour
I’orienter dans 1’organisme vers une cible particuliere, afin d’obtenir une concentration locale
plus importante a cet endroit et donc un traitement plus efficace. Il existe trois principales

stratégies de ciblage :
29
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(1) Ciblage passif : Désigne 1’accumulation naturelle des NPs dans certains organes, de

part leur taille et la nature de leur surface. Dans les tissus normaux, seules de petites
molécules peuvent diffuser a travers les parois des vaisseaux sanguins. Dans le cas des
tumeurs, la porosité est accentuée, et des objets plus grands, tels que les macromolécules et
les nanoparticules peuvent diffuser dans le tissu. La taille maximale des pores des tumeurs se
situe entre 380 et 780 nm.° Les NPs vont donc s’accumuler dans la tumeur, a des
concentrations cing a dix fois supérieures a celles observées pour un tissu sain. Ce phénoméne
est connu sous le nom d’effet EPR (Enhanced Permeability and Retention)®’.

(2) Ciblage actif : Désigne I’accumulation des NPs grace a une reconnaissance de celles-
ci par des cellules spécifiques. La reconnaissance peut étre effectuée en modifiant la chimie
de surface des NPs, par exemple en greffant des ligands spécifiques de la tumeur visée. Ceci
amplifie I’affinité passive des NPs pour les cellules cibles.

(3) Ciblage physique : Fait référence a I’utilisation d’une force extérieure a 1’organisme

permettant d’augmenter I’accumulation des NPs au niveau de la zone tumorale. Un exemple
de ciblage physique est I'utilisation d’un gradient de champ magnétique (aimant) pour

accumuler des nanosystemes hybrides magnétiques dans la tumeur.

2. Les briques élementaires de nos systemes

2.1. Les nanogels stimulables

Il existe un éventail de nanostructures possibles a base de polymeres stimulables, tels
que des agrégats, des nanoparticules ceeur@coquille, des capsules, des nanogels, des micelles,
des membranes, des films (layer-by-layer), des brosses. Les polyméres peuvent étre seuls ou

associés a des nanoparticules hybrides pour la formation de systemes hybrides (Figure 4).
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Figure 4. Variété de nanostructures a base de polyméres stimulables : agrégats, émulsions hybrides,
nanoparticules cceur@coquille, capsules, nanogels, micelles, colloides, membranes, films réticulés,
films LBL, brosses. Adapté de Stuart et al., Nature Materials (2010)®.

Les microgels ont été définis pour la premiére fois par Baker en 1949. Le terme micro
faisait allusion a la taille des particules en gel de polybutadiéne synthétisées par Baker, que
I’on pourrait désormais appeler nano, étant donné que le diametre de ces particules était
inférieur @ 1000 nm. Ce sont des particules colloidales constituées d’un réseau
tridimensionnel de polymeére réticulé gonflé (maille) dans un solvant, possédant un diameétre
compris entre 0,1 et 1 um®. Aujourd’hui dans la littérature, la distinction entre les termes
microgel et nanogel reste floue et ces termes sont utilisés indifféremment pour désigner des
particules dont la taille est comprise dans la gamme du nanométre (d = 10 a 1000 nm) ou du
micrometre (d >1 um). Dans ce manuscrit de these, les particules de gel étudiées ont une taille

comprise entre 100 et 600 nm, elles seront donc appelées nanogels.

On parle de nanogels stimulables si les polymeéres constituant la maille réticulée sont
capables de changer d’état en solution sous I’effet d’un stimulus externe. Ceci est dii a un
changement d’affinité entre les chaines polymeéres et le solvant, par exemple un changement
de solubilité et/ou de conformation du polymeére. Cette affinité est un equilibre entre les
interactions de type solvant-solvant, polymeére-solvant et polymere-polymere. Le stimulus

peut étre dii a un changement des propriétés du milieu de dispersion (stimulus interne) tel que
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le pH, la force ionique, la température, la présence/absence d’une molécule. Le stimulus peut
¢galement étre actionné de D’extérieur, par exemple lors de I’application d’un champ
¢lectrique et/ou magnétique, d’une irradiation lumineuse infrarouge et/ou visible®. Les
polyméres vont passer d’un état hydrophile a un état hydrophobe dans le solvant, ou vice-

versa (transition de phase)™®, comme illustré Figure 5.

stimuli

<

pH, T, force ionique,
champ électrique ou magnétique,

. . irradiation lumineuse . ,
polymére gonflé polymére collapsé

(solvaté) (dé-solvaté)
Figure 5. Schéma illustrant la transition de phase d’une chaine de polymére stimulable en solution par

variation du pH, de la température (T), de la force ionique, d’un champ électrique ou magnétique ou
d’une irradiation lumineuse. Adapté de Nayak et al., Angewandte (2005)".

A. Les polymeéres thermosensibles

Les polymeéres sensibles a une variation de la température sont tres largement étudiés
dans la littérature™ ™. Le caractére thermosensible repose sur la structure chimique des
polymeéres, notamment sur la balance hydrophile-hydrophobe des chaines de polymeére. Ces
polyméres possédent une température critique a partir de laquelle, le polymére passe d’un état

hydrophile a un état hydrophobe, ou inversement.

Lorsque les polymeres son solubles a basse température (hydrophiles) et insolubles a
haute température (hydrophobes), ils présentent une température critique inférieure de
solubilité (LCST, Lower Critical Solution Temperature). Un exemple de polymére a LCST
est le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) avec une LCST autour de 32 °C, proche de la
température du corps humain®®. Par ailleurs, lorsque les polyméres sont insolubles & basse
température et solubles a haute température, ils possédent une température critique supérieure
de solubilité (UCST, Upper Critical Solution Temperature). Un exemple de polymere a
UCST est le poly(méthacrylamide) (PMAA), avec un température de transition de phase
d’environ 57 °C . D’un point de vue macroscopique, la solution se trouble lorsque le
polymére en solution devient hydrophobe. Les polyméres passent d’une solution
monophasique, constituée d’un mélange polymere-solvant, & une solution biphasique, avec le
polymére précipité dans le solvant lors de la variation de température. Les diagrammes de
phases des polymeéres a LCST et UCST sont donnes Figure 6. Les températures de transition
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de phase dépendent de la nature chimique, de la masse molaire et de la concentration
volumique des polymeres en solution. Le Tableau 1 donne une liste non exhaustive de
polymeres a LCST et UCST. Les polymeres a LCST sont majoritaires, il existe trés peu

d’exemples de polymeres a UCST.

N /

LCST

Température

UCST

O Composition (®,4ymere)

Figure 6. Diagramme de phases de mélange binaire polymére-solvant présentant une température
critique inférieure de solubilité (LCST) et une température critique supérieure de solubilité (UCST).
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Tableau 1. Exemples de polymeres thermosensibles UCST et LCST

Dérivés de Poly(N-méthacrylamide)

Sigles Polymere Type T(°C) Réf.
PMA Poly(méthacrylamide) UCST 57 18
PNAAAM Poly(N-acryloylasparaginamide)® UCST 4-28 18
PNAGA Poly(N-acryloylglycinamide)® UCST 22-23 19
PNcPAM Poly(N-cyclopropylylacrylamide)® LCST 53 20
PDEAM Poly(N-diéthylacrylamide) LCST 32 18
PEAM Poly(N-éthylacrylamide) LCST 82 18
PNIPMAM Poly(N-isopropylméthacrylamide) LCST 47 21
PNIPAM Poly(N-isopropylylacrylamide) LCST 30-35 16
PnPAM Poly(N-propylylacrylamide) LCST 10 22
Poly(N-vynilcaprolactame)
Sigles Polymere Type T (°C) Réf.
PVCL Poly(N-vynilcaprolactame) LCST 32 23
Dérivés de Poly(alkyl oxazoline)
Sigles Polymere Type T (°C) Réf.
24
PcPOz Poly(2-cyclopropyl-2-oxazoline) Lcst  30-54
PEOz Poly(2-éthyl-2-oxazoline) LCST  62-65 2
26
PiPOz Poly(2-isopropyl-2-oxazoline) LcsT  36-39
25
PnPOz Poly(2-n-propyl-2-oxazoline) LCST 24-43
Dérivés d’oligo(éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate
Sigles Polymere Type T(°C)) Réf.
27
PMESZZOMA Poly(2-(2-méthoxyéthoxy)éthyl méthacrylate) LCST 26
28
PmrI]D:EZGA Poly(di(éthyléne glycol) éthyl éther acrylate) LCST 13
28
PEDESA Poly(di(éthylene glycol) éthyl éther acrylate) ~ LCST 40
28
PT}SSE SA Poly(éthylene glycol) méthyl éther acrylate) LCST 92
29
POES:I\‘{I_'E‘ 300 Poly(éthylene glycol) méthyl éther méthacrylate LCST 64
30
POES:I\Q_'Q 475 | poly(éthylene glycol) méthyl éther méthacrylate ~ LCST 90
28
Pe'rl]':EsG A Poly(tri(éthyléne glycol) méthyl éther acrylate) LCST 35
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Les températures de transition de phase (LCST, UCST) peuvent étre détectées par
spectroscopie UV-visible ou par diffusion dynamique de la lumiere (DLS), car la séparation
de phase du polymeére dans I’eau provoque le collapse des chaines de polymeére sur elles-
mémes et la dispersion des polymeéres dans I’eau devient trouble. D’autres techniques, telles
que la calorimétrie différentielle a balayage (DSC) et la résonance magnétique nucléaire
(RMN) permettent de mettre en évidence les mécanismes de transition de phase des
polymeres thermosensibles. H. G. Schild et al. ont montré par des analyses DSC que la
transition de phase est due a une rupture des liaisons hydrogénes entre les polymeres et 1’eau
lorsque la température augmente. Ce phénoméne est observé par la présence d’un pic
exothermique sur les courbes DSC™. Par ailleurs, C.V. Rice etal. ont étudié la LCST par
spectroscopie RMN haute résolution en rotation a 1’angle magique (HRMAS-NMR) et ont
proposé un meécanisme en deux étapes pour cette transition : tout d’abord une réorganisation
des chaines de polymeére, puis une rupture des liaisons hydrogenes entre le polymere et

Ieau’.

Le PNIPAM est le polymére thermosensible a LCST le plus étudié dans la littérature.
Il est composé d’un groupement amide (polaire) pouvant former des liaisons hydrogenes, et
de groupements isopropyl (hydrophobes). Ces groupements sont a la base du caractére
thermosensible de ce polymeére. Le monomere NIPAM est hautement toxique, certaines
études ont montré que la cytotoxicité du NIPAM apres polymérisation est moindre, voire
nulle. Cependant, malgré plusieurs cycles de purification, lorsque les chaines polyméres sont
réticulées, des monomeéres peuvent rester piégés dans la matrice polymeére, rendant le
nanosystéme toxique®****. En outre, de part de sa structure chimique et la présence de
groupements amides, le PNIPAM peut interagir avec les protéines du corps humain, rendant
difficile son utilisation pour des applications biomédicales®. Plus récemment, des polyméres
thermosensibles biocompatibles, tels que des dérivés du poly(N-vinylcaprolactam)
(PVCL)®%* 3 ot des dérivés d’ oligo (éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate
(OEGMAS)?2**! ont été également étudiés. La valeur de la LCST du PVCL est proche de
celle du PNIPAM (LCST = 32-35 °C). Le PVCL est composé d’un cycle amide (5 carbones)
permettant la formation de liaisons hydrogenes et d’une chaine carbonée hydrophobe.
Néanmoins, contrairement au PNIPAM, la transition de phase du PVCL est fortement

dépendante de la masse molaire et de la concentration massique du polymére en solution®**3,

Par ailleurs, les polymeres-OEGMASs sont une nouvelle famille de polymeres

28,3941

thermosensibles et biocompatibles Ces polymeéres sont constitués de plusieurs
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groupements éthylene glycol (motif de répétition), de groupements esters (hydrophiles) et
d’une chaine carbonée (hydrophobe). La balance hydrophile-hydrophobe de ces polymeéres est
reliée au nombre d’unités (n). Lorsque n augmente le polymére devient de plus en plus
hydrophile. La valeur de n permet donc de faire varier la valeur de la LCST entre T = 26 °C et
T>90°C. De méme, le mélange de deux ou plusieurs monomeéres a LCST différentes,
permet d’obtenir un copolymére avec une nouvelle valeur de LCST. Il est donc possible
d’ajuster la LCST sur une large gamme de températures***. Les structures chimiques et les

valeurs de LCST de ces polymeres sont données Figure 7.

poly(N-isoprylacrylamide) poly(N-vinylcaprolactame)
PNIPAM PVCL
“ )
I
NH ~O U
PN
LCST=32°C LCST=32-35°C
oligo (éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate
(OEGMA)
monomeére Mn n LeST
'{f\ﬁ' (g.mol) o)
070 PMEO,MA 188 2 26
I\I PMEO;MA 246 3 52
O POEGMA;, 300 4-5 64
\PL POEGMA ;5 475 8-9 90
O

2

Figure 7. Structures chimiques et valeurs de LCST des polymeres thermosensibles PNIPAM, PVCL
et POEGMA.

La température de transition de phase des polymeéres thermosensibles peut étre
modulée en faisant varier la structure chimique finale du polymere (balance hydrophile-
hydrophobe) ou en faisant varier la composition du milieu de dispersion (force ionique, co-

solvant).
B. Les polymeres sensibles au pH

Les polyméres sensibles au pH sont constitués des groupements acides et/ou
basiques®. Parmi les monoméres possédant des groupements acides avec des
protons labiles, nous pouvons citer 1’acide carboxylique (—(COOH/-COO"), [I’acide
sulfonique (-SO3H/-SO3"), I’acide phophorique (—PO4H,/-PO4H"). Les polymeéres formés
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avec ces groupements sont des polyacides. L’¢équilibre entre la forme protonée et la forme
déprotonée est défini par la constante d’acidité (pKa). A pH < pKa, les interactions polymére-
polymere sont favorisées, caractérisées par la formation des liaisons hydrogenes entre les
groupements acides et la chaine carbonée et le polymere est hydrophobe ; a pH > pKa, les
polymeéres deviennent hydrophiles grace a 1’apparition de répulsions électrostatiques. Par
ailleurs, les polyméres dits polybases sont formés par de groupements charges positivement
(cationiques) et neutres ; par exemple les groupements amides. Ils ont un comportement
opposé : a pH < pKa, les groupements sont charges positivement et les polymeres sont
hydrophiles ; et & pH > pKa, les groupements sont neutres et les polyméres sont hydrophobes.
Des exemples de polymeres sensibles au pH sont donnés Figure 8. Ces polymeéres sont
également sensibles a la force ionique de la dispersion. Ainsi, 1’ajout de sels dans la solution
provoque 1’écrantage des charges ionigques des polymeéres di a la présence de contre-ions, les
répulsions électrostatiques vont donc diminuer et la balance hydrophile-hydrophobe sera
modifiée.

C. Les polymeéres sensibles a la lumiere et au champ électrique

Les polymeres sensibles a la lumiére possédent des groupements chimiques capables
de changer de conformation en présence d’une irradiation lumineuse. Les dérivés de
I’azobenzéne, possédant une double liaison —N=N-, sont les plus connus. Sous
irradiation UV, la molécule passe d’une conformation de type trans vers une conformation
cis*’. D’autres molécules, telles que le 2-diazo-1,2-naphtoquinone (DNQ) peuvent rompre des
liaisons covalentes et former des ions au sein de la molécule®®. Par ailleurs, les polyméres
sensibles au champ électrique possedent des charges ioniques en solution, ce sont de
polyélectrolytes. Ces polyméres ne subissent pas de changement de solubilité. Le champ
électrique va provoquer un mouvement des ions au sein de la solution, et par conséquent
provoquer le déplacement des chaines de polymeére. Les polyélectrolytes sensibles au champ

électrique sont aussi sensibles au pH et & la force ionique du milieu®.

Dans cette thése, on s’intéressera particuliérement aux polymeéres thermosensibles
dérivés d’oligo (éthyléne glycol) méthyle éther méthacrylate (OEGMASs) pour 1’¢élaboration

de nanogels.
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Polyacides
poly(styréne sulfonate) poly(vinyl acide benzoique) poly(acrylique acide)
pKa=1,0 pKa=7,1 pKa=4,2 pour R=H
: » pKa=5,5 pour R=CH3
n n R
= )
| n
o
HO o
Q=5=0
| HO 0
O Na
Polyaminoacides
poly(L-lysine) poly(L-acide glutamique)
pKa=2,2-8,9 pKa=2,2-4,9-9,7
— - 0
NHz
- e
O H n
— NHy
——NH
— —n
Polybases
poly(N,N’-dialkylaminoéthyle(alkyle) acrylate) poly(2-vinyl pyridine) poly(4-vinyl pyridine)
pKa=7RO—7,5 pKa=4,9 pKa=5.6
. ’ ’ n ) n
n
Xy AN
0 o
P P a
N
N
~
R,,/ Ry

Figure 8. Structures chimiques et valeurs de pKa des polyméres sensibles au pH. Adapté de
Cayre et al.,Soft Matter (2011)*.

2.1.1. Synthése de nanogels thermosensibles par précipitation

Plusieurs protocoles pour la synthése de nanogels thermosensibles ont été mis au point

dans la littérature. Ils peuvent étre classés dans deux catégories™ :

(1) Polymérisation en milieu initial biphasique : polymérisation en émulsion,
miniémulsion, microémulsion, suspension.
(2) Polymérisation en milieu initial monophasique : polymeérisation en dispersion ou

par précipitation. Dans le cas d’une polymérisation par dispersion, les nanogels sont

-31-



Chapitre I- Etude Bibliographique

stabilisés par la présence de tensioactifs, alors que dans la polymérisation par

précipitation, ce sont les charges de I’amorceur qui jouent ce role.

La polymérisation radicalaire par précipitation dans I’eau repose sur le changement de
la balance hydrophile / hydrophobe des chaines polymeres thermosensibles, lorsque la
température du milieu devient supérieure a leur température de transition de phase (VPTT) Au
début de la réaction, T <VPTT, tous les réactifs (monomeres, réticulant, amorceur) sont
solubles dans I’eau. Pour déclencher la polymérisation, le mélange de réactifs est chauffé
entre 40 et 90 °C en fonction des monoméres utilisés, avec T > VPTT. A cette température,
I’amorceur va former des radicaux (étape d’amorcage). Puis, les monomeéres vont former des
chaines de plus en plus longues jusqu’a une taille critique (étape de propagation). Ensuite, les
chaines de polyméres formées vont précipiter et adopter une conformation globulaire en
formant des nucléi (étape de nucléation). La solution devient trouble en quelques minutes. Les
nucléi vont continuer a croitre (étape de croissance du nucléi). La fin de la polymérisation est
atteinte lorsque le nombre de particules en dispersion est constant. Ce mécanisme de

polymérisation, illustré au chapitre 11, est bien connu®-*?

. Les particules obtenues sont
sphériques et constituées de polymeres réticulés. La stabilité colloidale des nanogels est
assurée soit par répulsion électrostatique des charges a leur surface, soit par encombrement

stérique des chaines de polymeres.

2.1.2. Paramétres expérimentaux influencgant les propriétés physico-chimiques des

nanogels
A. Influence du taux de solide des réactifs

Pour pouvoir effectuer la polymérisation par précipitation, le taux de solide des
réactifs doit étre trés faible, de Pordre de 1 & 2% maximum®”®3, A des taux de solide trés

élevés, les nanogels vont précipiter et former des nceuds de réticulation inter-particulaires™.
B. Influence des co-monomeéres

L’ajout de co-monomeres hydrophiles modifie 1’étape de précipitation des chaines de
polymere. Plus la quantité du co-monomeére augmente, plus le polymere formé est hydrophile
et moins il pourra précipiter pour former les nucléi. Ainsi, R. Pelton et al. ont montré qu’au-
dela d’une fraction molaire de 10% d’acrylamide (AM, co-monomere hydrophile), les

nanogels poly(NIPAM-co-AM) ne précipitent plus®®. De méme, ’ajout de co-monoméres
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hydrophiles déplace la VPTT vers de plus hautes températures®. Par ailleurs, I’ajout d’un co-
monomere chargé (cationique ou anionique) modifie également 1’étape de précipitation. Ces
co-monomeéres vont stabiliser fortement les nucléi et réduire le diamétre final des nanogels®.
Pour des co-monomeéres hydrophiles et non chargés, par exemple du poly(éthylene glycol), la

taille des nanogels augmente®®*’

C. Influence du réticulant et des tensioactifs

Le taux de réticulant ne doit pas exceder une fraction molaire de 15% par rapport aux
monomeres afin de limiter les phénomenes de réticulation inter-particules. La capacité des
nanogels a gonfler, et donc le taux de gonflement (Q) est directement relié a la quantité de
réticulant utilisé lors de la synthése. A faible taux de réticulant, les nanogels sont trés
déformables, et la variation du volume entre 1’état gonflé et dégonflé est importante. Les
nanogels sont dits mous. H. Bachman et al. ont réussi a synthétiser des nanogels a base de
monomeres-OEGMASs et sans ajout de réticulant. Les nanogels obtenus sont capables
d’encapsuler une plus grande quantité d’eau ; ils sont trés souples et trées déformables. Les
auteurs les ont nommé nanogels ultramous (ultrasoft nanogels). A contrario, lorsque le taux
de réticulation est élevé, les nanogels sont dit durs, car ils sont de moins en moins
déformables et leur capacité a gonfler-dégonfler est réduite. Les propriétés physico-chimiques
de ces nanogels sont proches de celles des nanoparticules inorganiques dures. Par ailleurs,
I’ajout de tensioactifs lors de la polymérisation par précipitation des nanogels permet de faire
varier le diameétre final des nanogels. Plus la quantité initiale de tensioactif augmente, plus les

nanogels obtenus seront petits>*®,

2.1.3. Propriétés physico-chimiques des nanogels stimulables en solution

Les nanogels en solution ont un comportement similaire aux gels macroscopiques, car
ces deux systemes sont constitués d’un réseau polymérique réticulé tridimensionnel et gonflé
dans 1’eau; la différence principale étant leur taille (échelle nanométrique vs. échelle
macroscopique). Dans la littérature, plusieurs auteurs ont étudié le comportement des gels
macroscopiques et des nanogels en solution par rapport a leurs propriétés physico-chimiques
(structure chimique des polymeres, densité de réticulation, teneur en eau, teneur en polymere,
caractére hydrophobe/hydrophile, chaines neutres ou chargées)® L. Le gonflement des gels
dépend de plusieurs parametres : I’affinité des polymeéres pour le solvant permettant un bon

ou un mauvais gonflement de la matrice polymere; la densité de réticulation, reliée
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directement au taux de gonflement, limite la quantité d’eau encapsulée ; 1’existence de

répulsions électrostatiques (pour des polymeres chargés) et/ou d’encombrement stérique.
D. Theéorie de Flory et Rehner

Dans la littérature, plusieurs modeéles théoriques ont été établis pour décrire la
transition de phase gonflement-dégonflement des nanogels thermosensibles. La plupart de ces
modeéles sont basés sur la théorie de gonflement de Flory et Rehner® . La théorie de Flory-
Rehner est une extension de la théorie du comportement des polymeéres non réticulés en
solution. Selon cette théorie, pour les polymeres réticulés, 1’équilibre thermodynamique d’un

gel dans un solvant est atteint lorsque les potentiels chimiques du solvant a I’intérieur (,u;nt)et
a Iextérieur (,u:xt) du gel sont tels que : z"* = z#**. A I"équilibre, la pression osmotique du
gel (77) en solution est nulle et est définie telle que :

int__ ext N 4 OAG
T=505 =0 et T=—-2 Eq. 1

vs vS aNS

avec v, le volume molaire du solvant, N, le nombre d’Avogadro, Ng le nombre de

molécules du solvant et AG la variation de 1’énergie libre du systeme.

Si 1T augmente, le gonflement des nanogels est favorisé, alors que si 7T diminue, le
gonflement des nanogels est défavorisé. D’aprées la théorie de Flory-Rehner, la variation de

I’énergie libre d’un gel en solution est telle que :

AG = AGmélange + AC"élastique"l'AG'ionique =0 Eqg. 2

aveC AGmgianger AGeiastiquer AGionique 1’€nergie libre, élastique et ionique du
mélange polymeére-solvant.
Donc, le gonflement du gel est a 1’équilibre si :
T = Tnélange T Melastique T Mionique = 0 Eg. 3
AGmgiange décrit la solubilité du polymere dans le solvant. Pour des nanogels

thermosensibles, a faible température, AGmeiange < 0 €t Timelange > 0, provoquant le gonflement
des nanogels (et vice-versa). La modification du milieu de dispersion peut induire une
augmentation de la pression osmotique de mélange, par exemple lors de 1’ajout de sels,
reduisant ainsi la valeur de la VPTT. AGggstique Prend en compte ’effet de réticulation du gel

sur le gonflement dans 1’ecau. L’étirement des chaines polymeres conduit a une variation de
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cette énergie d’ordre entropique. Lorsque le degré de réticulation augmente, AGgqgstigue aUSSI,
le gonflement maximal des nanogels diminue®®®". AG;ynique Prend en compte les charges
ioniques présentes dans le réseau de polymeres réticulés. Ainsi les nanogels constitués de
polyélectrolytes, chargés (+) ou (-), auront une pression osmotique supérieure a celle des
nanogels neutres, augmentant ainsi le gonflement par le mouvement des especes ioniques en

solution, entre I’extérieur et I’intérieur du gel.

Dans cette théorie, la présence de répulsions électrostatiques entre les charges des
chaines polymeéres dans la matrice en gel n’est pas prise en compte dans la valeur
de AGjonique- La théorie de Flory-Rehner est un modele simple, prenant en compte les
différents parametres mis en jeu lors du gonflement des nanogels. Néanmoins, cette théorie

est basée sur quelques approximations a prendre en compte :

e Elle considere que les contributions de mélange, €élastique et ionique sont distinctes. Or,
des études ont montré que dans les cas de nanogels thermosensibles ces contributions sont
corrélées®.

e Elle considére une distribution homogéne des monomeres et groupements fonctionnels au
sein de la matrice polymere. Or dans la réalité, il est difficile de contréler complétement la
structure interne des nanogels lors de la synthese par polymérisation par précipitation.
Récemment, A. Pich et al. ont développé un modele mathématique, dérivé de la théorie de
Flory-Rehner, et prenant en compte la structure hétérogéne des nanogels de type
coeur@coquille™®,

e Les phénomeénes de répulsion électrostatique sont négligés dans la contribution
ionique (AGionique-), assumant que la mobilité des contre-ions est le phénomene
prédominant. Or les contributions électrostatiques des charges fixes dans la matrice
polymere (forces attractives et/ou répulsives) doivent étre prises en compte. T. Hoare et al.
ont développé récemment un modéle mathématique prenant en compte les contributions

électrostatiques des groupements —COOH dans le gonflement de nanogels de PNIPAM.
E. Structure interne des nanogels

La structure interne des nanogels peut étre modifiée en fonction de la nature des
monomeres utilisés et du protocole de synthése employé. T. Hoare et D. McLean ont proposé
deux procédés pour faire varier la structure interne des nanogels a base de PNIPAM : un

procédé durant lequel le monomeére le plus reactif est ajouté en continu ; et un procédé en
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batch en utilisant des monomeéres avec des rapports de réactivité trés différents de celui du

I°®. De méme, Pelton etal. ont préparé différents lots de nanogels de

monomere principa
PNIPAM fonctionnalisés avec des co-monomeres acides ayant une réactivité différente
(acide acrylique, acide méthacrylique, acide de vinyle acétique et acide fumarique). Les
auteurs ont déemontré que les groupements carboxyliques étaient localisés difféeremment au
sein de la matrice polymeére en fonction de rapport de réactivité co-monomeres/PNIPAM,
comme illustré Figure 9. En faisant varier la nature et la réactivité du co-monomére, la

répartition des groupements —COOH peut étre modulée®’.
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Figure 9. Structure interne des nanogels thermosensibles de PNIPAM fonctionnalisés avec des co-
monomeres acides de réactivité différente : acide méthacryliqgue (MAA), acide acrylique (AA), acide
de vinyle acétique (VAA) et acide fumarique (FA). Adapté de Hoare et al., Current Opinion in
Colloid&Interface Science (2008)°".

2.2. Les nanogels hybrides

Les nanogels hybrides sont constitués de polyméres (partie organique) et de
nanoparticules inorganiques, a base d’oxydes métalliques (SiO;, Fe;03, Fe304, TiO,, Zn0O),
de la silice, de quantum dots, de métaux nobles (or, argent) et d’autres métaux (cuivre, zinc,

cobalt) et non-métaux (sélénium). On se limitera ici au cas des polymeres thermosensibles.
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Les nanogels hybrides combinent les propriétés intrinséques des différents matériaux les
constituant. Leur matrice polymeére permet d’encapsuler et de libérer de grandes quantités de
molécules actives, alors que les nanoparticules inorganiques peuvent générer de la chaleur
(NPs d’oxyde de fer, d’or), émettre de la fluorescence (quantum dots). Parmi les NPs
inorganiques les plus utilisées pour le traitement anticancéreux figurent les quantum dots
(QD), les NPs d’or et les oxydes métalliques magnétiques. Toutes ces NPs présentent des

propriétés physiques particulierement intéressantes pour les applications biomédicales.

2.2.1. Composition et morphologie

Les nanogels hybrides et thermosensibles peuvent étre classés selon la nature
chimique de I’association organique-inorganique, de type covalente ou non-covalente, comme
illustré Figure 10.

c)

Figure 10. Illustration des différentes structures de nanogels hybrides contenant des nanoparticules
inorganiques. (a) NPs encapsulées et (b) adsorbées dans un réseau réticulé de polymeres. (c) NPs liées
de maniére covalente et servant de nceuds de réticulation dans un réseau de polymeres. Adapté de
Messing et al., Polymer Chemistry (2010)".

En outre, les nanogels hybrides peuvent également étre classés en fonction de leur
morphologie et de la distribution des NPs au sein de la matrice polymere. Les parties
organique et inorganique peuvent étre organisées en une structure de type cceur@coquille
(Figure 1laet 11b), ou bien les NPs inorganiques peuvent étre distribuées au sein de la
matrice en gel (Figure 11c).

a)

Figure 11. Illustration de nanogels hybrides thermosensibles avec de morphologies différentes :
(a) cceur-inorganique@coquille-organique, (b) cceur-organique@coquille-inorganique, et (c) NPs
inorganiques distribuées au sein d’une matrice organique. Adapté de Karg et al., Journal of Materials
Chemistry (2009)".
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2.2.2. Voies de synthése des nanogels hybrides

Les principales voies de synthése de nanogels hybrides thermosensibles, constitues par
une matrice de polymeres réticulés et des nanoparticules inorganiques décrites dans la

littérature sont détaillées ci-dessous :
A. Synthese par polymérisation en présence de nanoparticules

Ce protocole de synthése consiste a polymériser les monomeéres thermosensibles en
présence des NPs inorganiques préalablement synthétisées. Cette voie de synthese exige de
contréler plusieurs parameétres, tels que la stabilité des NPs inorganiques dans le milieu
réactionnel au cours de la polymérisation” et les interactions entre les NPs et les chaines de
polymére en croissance’",

Ainsi, Kondo et al. ont synthétisé des nanogels hybrides de PNIPAM contenant des
NPs de Fe3O4. Pour permettre la dispersion des NPs de Fe;O,, les auteurs ont synthétisé
autour des NPs une coquille de polystyréne (PS). Cette coquille permet également de créer
des interactions avec les chaines de PNIPAM en croissance et de faciliter la polymérisation
autour des NPs’®. Cette méthode permet de synthétiser des nanogels hybrides thermosensibles
et magnétiques capables d’interagir avec des protéines pour leur bioséparation. Néanmoins,
cette méthode ne permet pas de contréler le diametre des nanogels (100 a 400 nm), ni la

375 plys récemment, I’effet de la stabilisation

.78

quantité de NPs incorporée (5-20 % massique)
des NPs sur la synthese de nanogels hybrides FesO4/PNIPAM a été étudié par Jaiswal et a
Lors de cette étude, différents ligands (acide citrique, éthylene diamine, chitosane) ont été
utilisés. Il a été constaté que lorsque les NPs sont stables dans la solution durant la
polymérisation, le ratio massique en NPs (%) au sein des nanogels est incrémenté
jusqu’a 40%. Ce procédé de syntheése permet d’élaborer des nanogels hybrides en une seule
étape. Cependant, il est tres difficile de contrbler les propriétés physico-chimiques des
nanogels (taille, polydispersité, distribution des NPs au sein de la matrice polymeére), ainsi que
la quantité de NPs incorporée au sein de la matrice. En outre, la polymérisation du polymeére
en présence de NPs a tendance a former des nanogels hybrides avec une structure
ceeur@coquille, avec un cceur contenant principalement des NPs et une coquille composée

essentiellement de polymeére.
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B. Synthese in situ des nanoparticules dans les nanogels

Les nanogels hybrides peuvent également étre élaborés en synthétisant in situ les NPs
au sein de la matrice polymere. Pour cela, des nanogels thermosensibles chargés (cationiques
ou anioniques) sont synthétisés préalablement, puis les NPs sont préparées dans la dispersion
de nanogels par réduction de sels métalliques. Les sels métalliques vont s’adsorber
préférentiellement au sein des nanogels avant la réduction, grace aux charges des chaines de
polymere. Cette technique a été utilisée par Kumacheva et al. pour synthétiser des nanogels
hybrides thermosensibles et sensibles au pH de PNIPAM fonctionnalisés avec de 1’acide
acrylique (AA) et encapsulant des quantum dots’’, de NPs d’argent’® et des NPs d’oxyde de

fer®,

De méme, Wuetal. ont synthétisé des nanogels hybrides contenant des NPs
bimétalligues Au-Ag dans des nanogels de poly(NIPAM-co-AA-AM). Ces nanogels
possedent des propriétés optiques de fluorescence intéressantes pour des applications
biomédicales®. Par ailleurs, des nanogels hybrides biocompatibles PVCL-co-AAEM
(AAEM : acetoacétoxyéthyle méthacrylate) et contenant des NPs d’oxyde de fer (Fe3O4) ou
encore d’oxyde de zinc (ZnO) ont été préparés par A.Pichetal. D’aprés les auteurs, la
réduction de sels métalliques a lieu a ’intérieur de la matrice polymére par interactions
électrostatiques entre les sels et les groupements B-dicétones des monomeres AAEM et les
groupements amides du PVCL. Lorsque le ratio massique en NPs au sein de la matrice
polymere augmente, les auteurs ont constaté une perte de la stabilité colloidale des nanogels
hybrides®"#,

Par ailleurs, Kawaguchi et al. ont préparé des nanogels de PNIPAM possédant des
groupements glycidyl méthacrylate (GMA). L’incorporation de groupements GMA est tres
intéressante, car ces groupements peuvent étre modifiés apres polymérisation pour introduire
de fonctions actives, telles que de fonctions amines, carboxyliques (-COOH/-COQ") et
sulfonates (R-SO,0OH/R-S0,0"), par post-modification avec des composés thiolés®™®°. Cette
méthode de synthése des NPs in situ dans les nanogels permet de les incorporer facilement et
de mieux contréler leur localisation. Nonobstant, les réactifs nécessaires pour la mise en place

de ce protocole, tels que les sels métalliques et 1’agent réducteur, sont toxiques.
C. Synthese par transfert de phase de nanoparticules

Ce protocole de synthése permettant d’élaborer des nanogels hybrides a partir de NPs

hydrophobes consiste a mélanger une dispersion de NPs inorganiques avec une dispersion de
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nanogels dans un solvant organique pour lequel les deux types de nano-objets sont stables.
Aprés une période d’agitation pour permettre aux NPs de diffuser a travers la matrice
polymére, 1’assemblage (nanogels + NPs) est transféré dans une solution aqueuse.
L’incorporation des NPs dans les nanogels est obtenue grace a des interactions hydrophobes
entre les NPs et les chaines de polymére. En suivant ce protocole, Shen L. et al., ont préparé
des nanogels de PNIPAM contenant des NPs de CdSe dans du THF, puis les nanogels
hybrides ont été transférés dans I’eau®. Méme si ce procédé permet d’encapsuler des NPs
inorganiques hydrophobes, le taux d’incorporation est limité par la diffusion des NPs au sein

de la matrice en gel, et reste faible.
D. Synthése par ajout post-synthése des nanoparticules dans les nanogels

Par ailleurs, la syntheése des nanogels hybrides peut étre effectuée par un assemblage
post-synthése des nanogels thermosensibles et des NPs inorganiques. Les constituants
(nanogels et NPs) sont synthétisés séparément avant d’étre assemblés. Puis, les dispersions
des nanogels et des NPs sont mélangées. L’assemblage a lieu par interactions électrostatiques,
par formation de complexes ou par liaisons covalentes entre les nanogels et les NPs. Ainsi,
des nanogels hybrides magnétiques de PNIPAM contenant des NPs de maghémite (y-Fe,O3)
ont été élaborés par Pichot et al.*”®. Pour pouvoir effectuer I’assemblage, les auteurs ont
préparé d’une part des NPs chargées négativement, par un enrobage de citrate de sodium ; et
d’autre part des nanogels chargés positivement par des groupements amines. L’assemblage de
ces objets a lieu a pH 7,0. Par contre, lorsque le pH est modifié, les auteurs ont observé la
désorption des NPs. Par ailleurs, des nanogels hybrides contenant des quantum dots de
tellurure de cadmium (CdTe) ont été synthétisés par Gong et al.®® L’assemblage post-synthése
est effectué par des liaisons hydrogénes entre les groupements amides des nanogels de
PNIPAM et les groupements glycérol présents a la surface des quantum dots. Les propriétés
de fluorescence de ces nanogels sont modifiables en fonction de la tempeérature. L’ajout post-
synthése est une méthode tres intéressante, puisqu’elle permet de contrdler les propriétés
physico-chimiques a la fois des NPs inorganiques et de la matrice polymere et d’obtenir une
bonne répartition des NPs au sein de la matrice. De plus, le protocole est simple (mélange de
deux dispersions colloidales). Jusqu’a présent, ce protocole de synthése a été tres peu etudié

dans la littérature car les taux d’encapsulation des NPs inorganiques sont faibles.
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Récemment, une stratégie permettant d’incorporer une grande quantit¢ de NPs a
I’intérieur des nanogels a base de monoméres d’oligo (éthyléne glycol) méthyl éther
méthacrylate (OEGMASs) a été mise en place par M. Boularas et al.®. Cette méthode sera

détaillée au Chapitre I11.

2.3. Les nanoparticules magnétiques

Les nanoparticules magnétiques (NPMs) a base d’oxydes de fer, telles que les
particules de magnétite (FesO,) et les particules de maghémite (y-Fe,Os), sont de plus en plus
utilisées pour des applications biomédicales grace a leurs propriétés magnétiques et a leur
biocompatibilité. En effet, ces particules ne possédent pas d’élément intrinséquement toxique.
En outre, plusieurs études ont montré qu’elles se dégradent a I'intérieur du corps humain®. La
magnétite est constituée d’un mélange de Fer'" et de Fer' qui peut s’oxyder avec le temps
tandis que les nanoparticules de maghémite (y-Fe,O3) présentent I’avantage d’étre plus stables
chimiquement, car c’est la forme oxydée de la magnétite. Ces deux composés présentent une
structure cristalline de type spinelle inverse et leurs propriétés magnétiques sont similaires.
En fonction du type de champ magnétique employé, les NPMs peuvent étre utilisees dans
plusieurs domaines de la médecine, comme illustré Figure 12. Ainsi, elles sont utilisées en
tant qu’agents de contraste pour 1’imagerie par résonnance magnétique (IRM) en présence
d’'un champ magnétique permanent d’intensité élevée (0,1 a 7 Teslas)™*?, pour la
vectorisation de médicaments lorsqu’un gradient de champ magnétique est appliqué (0,5 a
2T) et pour la thermothérapie (destruction des cellules tumorales et/ou délivrance de
médicaments) par hyperthermie magnétique en présence d’un champ magnétique alternatif

d’intensité plus faible (10 — 15 mT).
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Figure 12. Applications biomédicales des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer, de type
maghémite (y-Fe,0x).

Lorsque les NPMs sont dispersées dans un solvant organique ou aqueux, elles forment
un liquide magnétique appelé ferrofluide. Ces liquides magnétiques présentent des

comportements originaux en présence d'un champ magnétique permanent ou alternatif.
2.3.1. Voies de synthese des nanoparticules d’oxyde de fer

Les premiers ferrofluides datent de 1966 et ont été préparés par broyage d’un matériau
magnétique pendant plusieurs semaines, suivi d’un ajout de tensioactif pour bien disperser et
stabiliser les NPs obtenues. Actuellement, les NPs d’oxyde de fer sont synthétisées par deux

méthodes chimiques décrites ci-dessous :

A. Synthese par co-précipitation de sels métalliques

La synthése par co-précipitation a été mise au point par R. Massart en 1980 (France) et
consiste a faire précipiter de sels métalliques FeCl, et FeCl; dans une solution aqueuse
d’ammoniac NHs & température ambiante **. Ce procédé permet d’obtenir une grande quantité
de NPMs stables dans 1’eau ; cependant les NPs obtenues sont polydisperses. Cette méthode
par co-précipitation a été utilisée pour la synthése des NPs de maghémite utilisées dans cette
theése et sera détaillée dans le Chapitre I11. En paralléle, R. S. Molday et D. Mackenzie ont mis

au point un procédé permettant de synthétiser des nanoparticules magnétiques par
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précipitation de FeCl, et FeCls, en présence de dextran et dans un milieu alcalin (1982,
USA)®.

B. Synthese a haute température

Parmi les syntheses & haute température, nous pouvons citer les réactions

1% dans une solution aqueuse, ainsi

hydrothermales® et les réactions dans un solvant polyo
que la réaction par décomposition des métaux carbonyles dans un solvant organique®’. Pour
ces réactions, le contrle de la température, de la pression, de la nature et de la quantité de
solvant est essentiel pour pouvoir obtenir la taille souhaitée de NPs. A partir de ces
protocoles, on obtient des dispersions de NPs trés monodisperses, de taille comprise entre 4 et
60 nm. Le Tableau 2 regroupe les principaux avantages et inconvénients de ces techniques de

synthese, ainsi que les propriétés des NPMs obtenues (nature chimique, taille, morphologie).

Tableau 2. Comparaison des principales voies de synthése chimiques pour 1’élaboration de
NPMs & base d'oxyde de fer. Adapté de®®.

Procédé hydrolytique Procédé d’hydrolyse forcée
Co-précipitation Hydrothermale Solvant polyol
Réactifs pas chers Monodisperse Monodisperse
Conditions de réaction Contro6le de la taille Contro6le de la taille, cristallinité
Avantages douces Synthése dans I’eau Production a grande échelle
Synthése dans I’eau Propriétés magnétiques | Propriétés magnétiques
Production a grande échelle | modifiables modifiables
_ Polydisperse Hautes Fempér/atures Hautes tempér_atures _
Inconvénients Toxicité des reactifs Solvant organiques toxiques

Oxydation non contr6lée Transfert de phase

Nature . Fes;04, Fe,03 ; MFe,O4 ; Cr,04
chimique Fes;0,, Fe,03 ; MFe,0, Fes;0,, Fe 03 MnO : Co:0, : NiO
Diamétre 10-50 nm ; 50-100 nm 1-0,25 um ; 15-31 nm 3-500 nm

. i N Cube, sphére, triangle,

Forme Sphére Disque, sphere, aiguille tétrapode, batonnet

Référence 94,95,99,100 101 97,102-105

Les nanoparticules d’oxyde de fer de type maghémite (y-Fe,Oz) présentent des
propriétés magnétiques qui peuvent varier en fonction de la taille et la morphologie des NPs
et de leur stabilité colloidale. Les synthéses actuelles permettent d’élaborer des NPMs avec
des morphologies tres differentes : des nanospheres, des nanocubes, des nanofleurs contenant
uniquement de ’oxyde de fer. Des systemes plus complexes tels que des dimeres oxydes de
fer/or ou des liposomes ultramagnétiques peuvent également étre trés intéressants pour des

applications en nanomédecine (Figure 13) *®.
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Figure 13. Nanoparticules d’oxyde de fer de maghémite (y-Fe,Os) pouvant étre utilisées pour des
applications biomédicales : (a) nanoparticules sphériques ; (b) diméres oxyde de fer/or (c) nanofleurs
(d) liposomes ultramagnétiques et () nanocubes. Adapté de Di Corato et al., Biomaterials (2014)*.

2.3.2. Propriétés magnétiques des nanoparticules d’oxyde de fer

Les NPMs de maghémite ayant un diamétre inférieur & 20 nm sont des monocristaux
formés par un seul domaine magnétique, ce qui leur confére des propriétés
superparamagnétiques'®’. Chaque nanoparticule posséde un moment magnétique p; non nul,
orienté selon I’axe principal d’aimantation de la nanoparticule. A Tamp, €n absence de champ
magnétique, les moments ; des NPMs en dispersion sont orientés de maniere aléatoire a
cause de I’agitation thermique. Dans ce cas 1’aimantation globale ou somme des ; de la
dispersion est donc nulle. Lorsqu’un champ magnétique est appliqué, les moments p; vont
s’aligner suivant la direction du champ et I’aimantation globale sera supérieure a celle d’un
matériau paramagnétique, d’ou le terme superparamagnétique. Ce comportement est illustré

Figure 14.

» O ) G o > Q
nanoparticule individuelle sans champ magnétique avec champ magnétique
Figure 14. Schéma d'une nanoparticule superparamagnétique. Les moments ; dans chaque NPM sont

ordonnés (fléches rouges). A température ambiante et en 1’absence de champ magnétique, le moment
magnétique global du systéme sera nul. Par contre, sous un champ magnétique, les moments p; vont
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s’aligner suivant la direction du champ et 1’aimantation globale sera positive. Adapté de
Colombo et al., Chemical Society Reviews (2012)%.

Les NPMs sont capables de transformer une énergie électromagnétique en énergie
thermique lorsqu'elles sont soumises & un champ magnétique alternatif (AMF), et donc de

générer de la chaleur'®

. Cette propriété est dite d’hyperthermie magnétique. Ainsi, les NPMs
peuvent étre utilisées en tant que sources de chaleur ou hot spot pour déclencher la libération
des molécules, par exemple lors d’un traitement chimiothérapeutique ; ou bien pour la
destruction de cellules tumorales via une thermothérapie si la température atteinte est
supérieure a 45 °C. La dissipation de chaleur est gouvernée par deux modes de relaxation, la
relaxation de Néel (basculement du moment magnétique des NPs) et la relaxation de Brown
(rotation des NPs sur elles-mémes). La relaxation de Néel est prépondérante pour les NPMs
de maghémite de taille inférieure & 20 nm '%. Toutes ces propriétés sont détaillées au

Chapitre I11.
2.3.3. Toxicite des nanoparticules d’oxyde de fer

Il a été démontré dans la littérature que les NPs d’oxyde de fer de type maghémite sont
efficacement internalisées par les cellules souches sans affecter leurs fonctions ou leur
capacité de différenciation'®. Par ailleurs, des études récentes ont démontré une
biodégradation massive des NPs d’oxyde de fer dans des endosomes au sein des cellules en
moins d’un mois, montrant que les tissus peuvent se purger eux-mémes des NPs et que ces
NPs ne sont pas toxiques. La dégradation des NPs est suivie de la libération intracellulaire

d'ions fer sans affecter 'homéostasie cellulaire du fer.'****?

2.4. Les nanoparticules d’or

L’or est le métal noble par excellence. De par sa nature chimique, il est trés inerte, ce
qui le protége de I’oxydation et de la dégradation. Les nanoparticules d'or sont utilisées dans
les applications biomédicales depuis leurs premieres synthéses colloidales il y a plus de trois
siecles. Cependant, au cours des deux derniéres decennies, de nombreuses équipes de
recherche ont travaillé sur les différents modes de synthese permettant de faire varier leur
taille et leur morphologie, afin de moduler leurs propriétés optiques. Actuellement, ces NPs
sont utilisées dans I’optoélectronique, le photovoltaique et la nanomedecine (diagnostic et

thérapie)3114,
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2.4.1. Voies de synthese des nanoparticules d’or

Le premier rapport scientifique décrivant un protocole de synthése de nanoparticules
d'or colloidales est établi par Michael Faraday en 1857. Cette synthése est basée sur la
réduction aqueuse du chlorure d'or par le phosphore, en présence de disulfure de carbone
(stabilisant)**®. Aujourd'hui, la plupart de protocoles de synthése de NPs d’or suivent une
stratégie similaire a ce protocole : le sel d’or est réduit en présence de ligands s’accrochant a
la surface des NPs en croissance pour empécher leur agrégation. La taille des particules est
ajustée en faisant varier la nature chimique et la quantité de d’agent réducteur, ainsi que la

quantité d’ions Au**,
A. Synthese in situ de nanoparticules d’or

La synthese in situ de NPs d’or est basée sur trois étapes principales : (1) la réduction
de sels d’or avec des agents réducteurs, tels que les borohydrures, les aminoboranes,
I’hydrazine, le formaldéhyde, I’hydroxylamine, les alcools saturés et insaturés, I’acide citrique
et oxalique, les polyols et le peroxyde d'hydrogéne (liste non exhaustive). Puis, (2) la
stabilisation des NPs avec du citrate trisodique dihydraté, des ligands possédant des
groupements thiols ou phosphores, des polymeres et des tensioactifs. (3) Les NPs formées

in situ sont ensuite utilisées pour la croissance de germes.

e Meéthode Turkevich (1951) : Ici le citrate joue le role a la fois d’agent réducteur et de
stabilisateur. Tout d’abord, 1’acide tétrachloraurique (HAuCls) est chauffé jusqu’a
ébullition, puis du citrate de sodium est ajouté rapidement sous agitation. Apres
quelques minutes, une dispersion colloidale rouge est obtenue, contenant des NPs d’or
d’environ 20 nm ¢,

e Meéthode Brust-Schiffrin (1994): Procédé en deux étapes permettant de synthétiser
des NPs d’or stabilisées par des ligands thiolés™’. En effet, la liaison Au-S formée
entre la surface des NPs d’or et les ligands —SH est relativement forte. Les NPs
obtenues sont trés monodisperses et de petite taille, entre 2 et 5 nm.

e Méthode utilisant le citrate comme seul stabilisant (1996) : Le groupe de Natan J. a
mis au point un protocole de synthese pour lequel le citrate de sodium est utilisé
uniquement en tant que stabilisant et le tétrahydruroborate de sodium (NaBH,) est
utilisé en tant qu’agent réducteur’*®, Pour cela, un mélange NABH,/citrate est ajouté

dans une solution de HAUCI, a température ambiante. Cette méthode permet d’obtenir
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des NPs d’or plus petites (de I’ordre de 6 nm) que celles obtenues par la méthode
Turkevich.

Les méthodes in situ de Turkevich-Frens et de Brust-Schiffrin, avec des citrates et de
ligands thiolates, restent les voies de synthese les plus utilisées dans la littérature pour
I’élaboration de NPs d’or. Elles fournissent des NPs d’or sphériques ou quasi-sphériques. De
plus, il est bien connu que les fonctions thiols présentent une forte affinité par les surfaces
d’or*™®. D’autres groupements, telles que les amines (-NH,) %, les sulfates (-SO,0) ou

sulfures (=S-R) *?! et les acides carboxyliques (—~COOH) %

auraient également pu étre
utilisés, en raison de leur affinité pour interagir avec les surfaces métalliques d’or. Pour cela,
il suffit de faire réagir les groupements époxydes avec d’autres molécules bi-fonctionnelles
possédant a la fois un groupement thiol et le groupement souhaité, telles que du sel 3-
mercapto-1-propanesulfonate de sodium (MPSA) possédant des fonctions —-SO,0", du 2-
aminoéthanethiol (AET) ayant des fonctions —NH, ou de I’acide mercaptoacetique (acide
thioglycolique) ayant des fonctions —COOH)®*. Les thiols possédent la plus forte affinité pour
les surfaces d’or'?®. Néanmoins, ces synthéses ne permettent pas de contrdler la taille, ni la
forme des NPs lorsque 1’on souhaite obtenir de grosses particules. De ce fait, des nouvelles
stratégies de synthése, telle que la croissance ensemenceée, ont été développées. Cette méthode
est trés efficace pour obtenir des NPs d’or monodisperses de grandes tailles (jusqu’a 300 nm)

et des formes bien définies.'?
B. Synthése par germination-croissance

Cette méthode permet notamment de préparer des NPs d’or sous forme de batonnets
(AuNRs) avec un rapport d’aspect (AR, tel que AR = longueury,yr/largeury,yr) entre 1,5
et 10, avec un maximum d’absorption du plasmon de surface entre 600 et 1300 nm 125,
Comparée avec les méthodes in situ, elle permet de contr6ler la taille et la forme des NPs d’or
étape par étape, en modifiant les concentrations des réactifs (AgNOs, tensioactif, acide
ascorbique), en faisant varier le pH, la température et le nombre de cycles

126,127

d’ensemencement . Les nanobatonnets d’or (AuNRs) utilis€és dans cette thése ont été

prépares par cette méthode de synthése qui sera détaillée au Chapitre IV.
2.4.2. Propriétés optiques des nanoparticules d’or

Les nanoparticules d’or présentent des propriétés optiques modulables selon leur taille

et leur morphologie. Contrairement a 1’or massif, de couleur jaune, les NPs d’or présentent un
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grand éventail de couleurs vives, allant du bleu au rouge, en fonction de leur taille et leur
forme, comme illustré Figure 15. La couleur intense de ces NPs provient de I'excitation
collective des électrons de conduction appelée résonance plasmon de surface localisee
(LSPR), ce qui entraine l'absorption de photons a une longueur d'onde qui varie avec le
rapport d'aspect, 1'épaisseur de la coquille et/ou le ratio massique d’or (Au%m) présent dans la

solution.

Au-dela des belles couleurs intenses, les NPs d'or présentent des propriétés tres
intéressantes pour la nanomédecine. En raison de leur taille, ces particules s‘accumulent
préférentiellement dans les sites de croissance et d’inflammation des tumeurs cancéreuses et
sont capables de rentrer facilement dans les cellules. Elles peuvent étre utilisées pour des tests
diagnostiques grace a leurs propriétés optiques. De méme, les NPs d’or sont utilisées en
imagerie photonique afin de localiser une tumeur par vectorisation passive, grace a leur
LSPR*®. Leur capacité & absorber de grandes quantités de rayonnement X peut étre utilisée
pour améliorer I’efficacité de la radiothérapie. Enfin, la conversion efficace de la lumiere en
chaleur par I'or sous une irradiation proche infrarouge peut permettre I'ablation thermique
hautement spécifique de tissus ou de cellules tumorales.** Les NPs d’or les plus couramment
utilisées pour des applications biomédicales sont les nanobatonnets d’or (AuNRs) ; les NPs

cceur@coquille et les nanocages d'or (Figure 15).
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Figure 15. Nanoparticules d'or couramment utilisées pour des appllcatlons biomédicales.
(a) nanobéatonnets d’or ; (b) nanoparticules ceeur@coquille silice@or, et (c) nanocages d'or. Adapté de
Dreaden et al., Chemical Society Reviews (2012)'*.

2.4.3. Propriétés plasmoniques et de photothermie

Les propriétés optiques des NPs d’or sont gouvernées par la résonance plasmonique de
surface localisée lorsque les NPs sont soumises & une radiation électromagnétique’®. La
LSPR dépend de la taille, de la forme des NPs et de la constante diélectrique du milieu™**,
La couleur des dispersions de NPs d’or est due au couplage de la lumiere dans la région
visible du spectre électromagnétique (400-800 nm) avec la LSPR. En ce qui concerne les
nanobatonnets d’or (AuNRs), ils sont capables de transformer I’énergie de photons en chaleur
lorsqu’ils sont soumis a une irradiation proche infrarouge. Ainsi, de la méme maniere que les
NPs d’oxyde de fer, ils peuvent étre utilisés en tant que source de chaleur pour détruire des
cellules cancéreuses lors d’une thérapie plasmonique-photothermique (PPTT)**. A différence
des nanoparticules d’or sphériques, les nanobatonnets d’or posseédent une bande de résonance
plasmonique de surface localisée longitudinale (LSPR-longitudinale) et une bande
transversale (LSPR-transversale). La LSPR-longitudinale est particuliérement sensible au
rapport d'aspect AR des AuNRs et peut étre modulée du visible au proche infrarouge (Figure

16).
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Figure 16. Spectres d’absorption visible-infrarouge des nanobatonnets d’or avec des rapports d’aspect

différents et montrant les pics d’absorption transversal et longitudinal. Images TEM des nanobatonnets

d’or avec AR=1,1; 2,0; 2,7; 3,7 et 4,4, respectivement pour (a), (b), (c), (d) et (¢). L’échelle

correspond & 50 nm. Adapté de Burrows, Langmuir (2016)*%.

2.4.4. Toxicité des NPs d’or

Des études évaluant la toxicité des NPs d’or ont montré que I’injection in vivo d’or
métallique pouvait entrainer des réactions inflammatoires, I'accumulation d'or dans les
cellules réticulaires des tissus lymphoides, ainsi que [l'activation de [l'immunité

cellulaire®®®13

. Par ailleurs, les molécules de CTAB enrobant les NPs d’or sont trés toxiques
pour les cellules, méme & de faibles concentrations. Ainsi, il est indispensable de modifier la
surface des AUNRs pour enlever le maximum de CTAB et pouvoir envisager des applications
biomédicales. La technique la plus utilisée pour les rendre biocompatibles est la PEGylation,
consistant & effectuer un échange des ligands CTAB par des ligands PEG-SH *%°. En fonction
des ligands déposés a la surface des NPs d’or, les NPs seront plus ou moins toxiques. Par
exemple, Goodman etal. ont étudié¢ la toxicité de NPs d’or cationiques et anioniques,
d’environ 2 nm de diametre, sur des cellules de reins. Les NPs cationiques fonctionnalisées
avec des amines quaternaires sont sept fois plus toxiques que les NPs anioniques, avec une

concentration létale LC50 égale a 1 mM.**

3. Nouvelles thérapies a base de nanoparticules hybrides

3.1. Des nanosystemes hybrides pour la libération de molécules
contrélée a distance

La précision et I’efficacité des systémes de libération de molécules (DDS, Drug
Delivery Systems) peuvent étre augmentées si I’on peut déclencher a distance et a volonté la
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libération des molécules par application d’un stimulus. Dans ce cas, on parle de systemes de
libération de molécules contrélée a distance (RC-DDS, Remotely—Controlled Drug Delivery
Systems)136. Les stimuli peuvent étre internes a I’organisme, tels que la température, le pH, les
réactions d’oxydo-réduction, et externes, tels que la lumiere proche infrarouge (NIR-L, de
Near InfraRed Light), les ultrasons (US) et le champ magnétique alternatif (AMF)="%, Le

Tableau 3 regroupe les différents types de stimuli.

Tableau 3. Différents stimuli utilisés pour la libération contr6lée de molécules et pour la
thermothérapie. Adapté de Torchilinetal., European Journal of Phamaceutics and
Biophamaceutic (2009)**

Stimuli Origine Réf.

Diminution du pH dans les tumeurs par hypoxie et mort cellulaire
pH Faible pH des lysosomes cellulaires (pH~4,5) par rapport au pH
physiologique extracellulaire (pH~=7,5)

142,143

Stimuli
internes

Augmentation de la concentration en glutathion dans les cellules 144,145

Potentiel redox
tumorales

Augmentation naturelle de la température du corps (fiévre)

Température | Application locale d’US, AMF ou NIR-L pour fournir de la 146,147
chaleur
Sonication locale facilitant la pénétration dans les cellules et 148,149
- Q0 Ultrasons (US) libérant le principe actif
2 £| Champ magnétique o o, . 150,151
E [ . ) s
S § alternatif (AMF) Application d’un AMF pour chauffer et/ou libérer des molécules
) .
Lumuz:\(lel g]_]‘[a)\rouge Application d’une NIR-L pour chauffer et/ou libérer des molécules | %1%

Les RC-DDS peuvent étre constitués d’une partie organique, tel qu'un polymere
sensible aux stimuli et/ou biodégradable, et d’une partie inorganique tel que de l'or, de
’oxyde de fer et de la silice™®. Ces nanosystémes hybrides peuvent étre utilisés a la fois pour
I’encapsulation, le transport et la libération d’agents thérapeutiques, grace aux polyméres et a
la fois en tant qu’agents de contraste (imagerie) ou source de chaleur, grace aux NPs d’or et
aux NPs d’oxyde de fer™. Les nanosystémes multi-stimulables, combinant deux stimuli ou
plus sont tres intéressants pour le traitement du cancer, notamment ceux qui combinent la
sensibilité au pH et a un autre stimulus. En effet, pour un nanosystéeme sensible aux milieux
acides, la variation de pH entre les cellules normales, 1I’environnement physiologique (pH 7,5)
et les cellules cancéreuses (pH 4,5 — 6,5) permettrait de libérer les molécules uniquement au

sein des cellules tumorales®™**°®

. Quel que soit le type de polymere utilisé, le mécanisme de
libération des molécules encapsulées dans la matrice en gel peut étre tres complexe. Les

principaux facteurs sont la diffusion des molécules a travers la matrice, le gonflement de la
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matrice et la réactivité chimique entre les molécules et la matrice (liaisons hydrogenes,

interactions électrostatiques)*®*1°71%8,

Dans la littérature, il existe un grand nombre d’exemples de nanosystémes hybrides
permettant de libérer de manicre controlée des molécules, sous I’influence de divers stimuli.
Lors de cette these, nous avons synthétisé des nanogels hybrides, biocompatibles et
magnétiques (MagNanoGels) constitués d’un réseau polymere thermosensible a base de
(macro)-monoméres dérivés d’oligo (éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate (OEGMASs)
et des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer de maghémite (y-Fe,O3)™%. Ainsi, dans
cette partie, nous nous limiterons a présenter des nanosystemes hybrides & base de polymeres
et de NPMs, permettant de déclencher la libération de molécules lors de I’application d’un
AMF. Le Tableau 4 regroupe des exemples de ces systéemes étudiés dans la littérature : des
nanocubes enrobés de polymeére®®®, des NPs de silice mésoporeuse enrobées de polymeéres®,

des polyméres & empreinte moléculaire magnétiques (MIP-magnétiques)'®’, des

polymersomes*®? 1e271

et des nanogels magnétiques Le principal point commun de ces
nanosystémes est qu’ils peuvent encapsuler et libérer des molécules sous 1’influence d’un
AMF. Pour certains de ces systemes, un chauffage macroscopique du milieu est nécessaire
pour la libération des molécules. C’est le cas des nanocubes, des polymersomes et des
nanogels a base de PNIPAM. Pour les autres systéemes, la libération des molécules a lieu dans
des conditions athermiques, c’est-a-dire sans augmentation de la température globale du
milieu. C’est le cas pour les MIP-magnétiques et les nanogels a base de monomeéres-
OEGMAs. Tous les nanosystemes présentés dans ce tableau ont une taille nanométrique,
allant de 57 nm a 450 nm. Le polymere utilisé dans la plupart des systémes est le PNIPAM.

Les nanogels étudiés dans cette thése sont présentés dans la derniére colonne du tableau.
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Tableau 4. Nanosystemes hybrides magnétiques a base de polymeéres et de nanoparticules
magnétiques, pour la libération contrdlée de molécules par hyperthermie magnétique

Nanoparticules

Polymeéres a

Nanocubes de silice .
. . empreinte Nanogels / Nanogels /
enrobés de mésoporeuse . . Polymersomes ; ;
. . moléculaire Microgels Microgels
polymére enrobées de e
| magnétiques
Systéme polymeére
e | @ |5
taille 200 nm 100 nm 57 nm 100 — 400 nm 200 nm 250 — 450 nm
N Acrylamide- ()
polymére PNIPAM PNIPAM Ac.Acrylique PTMC-B-PGA PNIPAM PEG-MAA
molécule DOX; FLUO; RHO
iberéa pox @ FLUO @ o pox poX; FLUO DOX
L 220kHz; 838kHz;20k.A.m’ 335kHz; 9mT; 500kHz; 3 332kHz; 7,6A;
conditions E ' y ' - ° ; SRl
20k Am™ L 379C 37°C 21kAm ™ 2zec | RF37°C | 30min. 23°C (x8)
propriété | Sensibilité a T° Sensibilité a T° Rupture liaisons H Perméabilité Sensibilité a T° Sensibilité a T°
membrane
efficacité o o DOX:25% N
encapsulation 2% | 6,5ug/mL 48-74% FLUO30% 51% (67ug/ml)
. s - - - -3 -
efficacité | 3,010 mgimL | 4,010 mg/mL | 3,26.10 °mg/mL 25% 8,4.10 mg/mL | 2,210 mg/mL
relargage (4H) | 22% (si 80°C) X2 X4 X2 (aprés 7H) X2 (RF) @ 68% X2
toxicité du énotoxique énotoxique reprotoxique non énotoxique biocompatible
polymére g q ) q p q g q p
Jaiswal M. K. et Thése
a:(apliv(ggri\H.“e;d Guisasola E. et Griffete N. etal., | Sanson C. etal., | &, ACS Applied | cazares-Cortes E.
référence | <102 InFt)grf al., Langmuir Nanoscale ACS Nano Mat. &fgégrlf etal., ACS
(2015)"%° (2015)"° (2015)*** (2011)*% (2014) Applied Mat. &

Interf. (2017)™"

(1)PTMC-b-PGA: poly(triméthyléne carbonate)-b-poly(L- acide glutamique) / (2) DOX: doxorubicine;
FLUOQ: fluorescéine et RHO: rhodamine / (3)RF: radio-fréquence

3.2. Des nanosystémes pour la thermothérapie

Certaines nanoparticules, telles que les NPs d’oxyde de fer et les NPs d’or, sont

capables de générer de la chaleur en présence d’un stimulus (champ magnétique alternatif

AMF, irradiation proche infrarouge NIR-L). L’efficacité du pouvoir chauffant des NPs est

quantifiée par le taux d’absorption spécifique (SAR, Specific Absorption Rate). La SAR

(W.g™) correspond a la dissipation de la puissance par unité de masse de fer ou d’or'®. La

thermotherapie est une alternative aux traitements chirurgicaux des tumeurs. Lorsque la

température atteint 41 a 46 °C, les cellules sont endommagées et le processus de mort

cellulaire (apoptose) est déclenchée, on parle d’hyperthermie. Lorsque la température atteinte

est supérieure a 51 °C, la destruction totale des cellules a lieu, on parle de thermoablation.

-53-




Chapitre I- Etude Bibliographique

Pour avoir une efficacité thérapeutique, 1’échauffement induit par les NPs doit étre
compris entre 5 et 8°C au-dessus de la température physiologique. 1l a été démontré dans la
littérature que les cellules cancéreuses sont plus sensibles que les cellules saines a la
température, augmentant ainsi 1’efficacité de la thermothérapiel65. L’efficacité du traitement
dépend du temps d’exposition, de la concentration en NPs et la localisation des NPs au sein
de la cellule (intracellulaire ou sur la membrane). Il existe plusieurs stimuli pouvant
déclencher la production de chaleur des NPs dans une région spécifique pour détruire les
cellules cancéreuses : les irradiations proche infrarouge, la lumiére visible, les ondes micro-
ondes, les ultrasons, le champ magnétique alternatif. Les NPs sont administrées dans les

tumeurs et les stimuli sont appliquées de 1’extérieur™°.

Dans cette thése, on s’intéressera particulierement a la chaleur générée par les NPs
d’oxyde de fer en présence d’'un AMF, dite hyperthermie magnétique et a la chaleur générée

par les nanobatonnets d’or en présence d’une NIR-L, dite photothermie.
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