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Introduction générale

Les nanoparticules magnétiques suscitent aujourd’hui un intérét considérable dans la
communauté scientifique en raison de leurs propriétés magnétiques conduisant a un fort potentiel
d’applications dans un large ventail de disciplines, que ce soit dans les domaines du stockage
magn tique d’informations, de la catalyse, de l’environnement et m dical (vectorisation,
détection de maladies).' Parmi les nanoparticules magn tiques, un int r t particulier s’est port
vers des particules superparamagn tiques d’oxyde de fer comme la maghémite (y-Fe,O;) et la
magnétite (Fe;O4) qui sont aimantées sous champ extérieur mais qui ne présentent plus
d’interactions magn tiques dés qu'elles ne sont plus soumises a ce champ extérieur.” Elles ont
fait I’objet de nombreuses tudes ces derniéres décennies et ont notamment apporté des
innovations en tant qu’agents de contraste pour I’imagerie par r sonance magn tique (IRM) et en
thérapeutique pour le traitement du cancer par hyperthermie. Au regard du bénéfice qu'elles
apportent pour le diagnostic de certaines pathologies, gr ce au champ magn tique local qu’elles
génerent, les nanoparticules d'oxyde de fer sont approuvées par la Food and Drug
Administration (FDA).

Néanmoins, pour étre utilisées in vivo, ces nanoparticules doivent étre recouvertes ou
greffées avec des ligands (macro)moléculaires organiques tout en préservant les propriétés
inh rentes aux nanoparticules d’oxyde de fer et aux (macro)mol cules organiques. Ce
recouvrement permet non seulement d'emp cher 1’agglom ration des nanoparticules dans un
environnement physiologique, favorisant ainsi la biodistribution, mais il peut également
permettre d'introduire d’autres groupements conf rant des propri t s sp cifiques et/ou qui
peuvent étre utilisés pour une fonctionnalisation ultérieure.’ Les polyméres sont donc
particuliérement adaptés par leur structure constituée de nombreuses unités de répétition qui
favorisent la stabilisation par ancrage la surface des nanoparticules et leur permettent d’ tre

multifonctionnels.

Dans ce contexte, I’objectif de cette th se concerne la synth se de polym res hydrophiles
biocompatibles et multifonctionnels pour la stabilisation et la fonctionnalisation des
nanoparticules magn tiques d’oxyde de fer (Sch ma 1). Le choix du polym re s’est port sur le
poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther (POE) en raison de ses propri t s d’hydrophilie, de sa
biocompatibilité, de sa furtivité, de sa fonctionnalité et de sa disponibilit¢ commerciale. Les
polymeres utilisés pour stabiliser des nanoparticules de fer peuvent étre fonctionnalisés par des

groupements hydroxy, amine ou acide carboxylique, dont les propriétés complexantes vis-a-vis

" Lu, A. H.; Salabas, E.; Schiith Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 1222-1244.

2 Mahmoudi, M.; Sant, S.; Wang, B.; Laurent, S.; Sen, T. Adv. Drug Deliv. Rev. 2011, 63, 24-46.

*Nguyen, T. K. T. Magnetic nanoparticles: from fabrication to clinical applications, CRC Press, Taylor & Francis
group, 2012.
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des nanoparticules peuvent s'avérer insuffisantes, entrainant un phénomeéne de "lessivage", et qui
sont peu sélectifs pour une bio-fonctionnalisation. A ['oppos , le groupement acide
phosphonique poss de une forte affinit avec la surface des nanoparticules d’oxyde de fer pour
former des complexes dont la stabilité augmente avec la température.” De plus, ce groupement
permet d’obtenir une grande densité de greffage sur la surface des nanoparticules et présente une

biocompatibilité acceptable en vue de son utilisation dans le domaine médical.*

O nanoparticule d'oxyde de fer

% susbtance active

Q groupe fonctionnel

s espaceur hydrophile

‘ groupe acide phosphonique

Schéma 1. Repr sentation sch matique d’un polym re multifonctionnel pour la stabilisation et la

fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer.

L’objectif est de fonctionnaliser le POE par un groupement acide phosphonique, d’une
part, qui permet d’immobiliser le polym re sur les nanoparticules d’oxyde de fer, et par une
fonctionnalit furane, d’autre part, qui est susceptible de r agir avec des (bio)mol cules
fonctionnalité maléimide. Le choix de la fonctionnalité permettant d'introduire une (bio)molécule
s'est porté sur le groupement furane car il réagit, dans des conditions compatibles avec le milieu
physiologique, avec des (bio)molécules a fonctionnalité maléimide, facilement accessibles, selon
une réaction de Diels-Alder thermoréversible’ autorisant son utilisation pour la vectorisation et

une libération par hyperthermie.’

* Sahoo, Y.; Pizem, H.; Fried, T.; Golodnitsky, D.; Burstein, L.; Sukenik, C. N.; Markovich, G. Langmuir 2001, 17,
7907-7911.

’ Gheneim, R.; Perez-Berumen, C.; Gandini, A. Macromolecules 2002, 35, 7246-7253.

® Sabramani, C.; Cengiz, N.; Saha, K.; Gevrek, T. N.; Yu, X.; Jeong, Y.; Bajaj, A.; Sanyal, A.; Rotello, V. M. 4dv.
Mater. 2011, 23, 3165-3169.
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La strat gie retenue consiste donc synth tiser des polym res partir d’une mol cule
poss dant un groupement pr curseur d’acide phosphonique pour I’ancrage sur la nanoparticule,
ainsi que deux fonctions orthogonales réactives selon une r action de chimie ‘click’. La premi re
fonction r active est un groupe alcyne permettant d’ancrer un polym re selon une r action de
cycloaddition [3+2] 1,3-dipolaire. La seconde est un cycle furane susceptible d’ancrer une
(bio)molécule a fonctionnalité maléimide selon une réaction de cycloaddition [4+2] de Diels-
Alder r versible (Sch ma 2). Cette strat gie rev t un caract re universel puisqu’elle est

susceptible d’ tre tendue d’autres polym res que le POE et des fonctionnalit s autres que le

furane.
Hydrosolubilite,
Dispersion,
Biocompatibilité,
Furtivité
Ancrage a la surface des nanoparticules
magnétiques d'oxyde de fer

ﬁ [3+2]( N;—{ PEG )

. , HO_ ,O y Groupement ‘clickable’
Groupement acide phosphonique \P/ N\// par cycloaddition dipolaire [3+2]

ligand du fer HO' Y

< {

Groupement ‘clickable'’ A -

par cycloaddition thermoréversible ©) i | <N Molécule d'intérét
@ O

Ligation thermoréversible
d'une molécule d'intérét
Schéma 2. Structure générale du précurseur de ligands POEs a extrémité acide phosphonique et

a fonctionnalité furane.

La synthese des ligands POEs a extrémité acide phosphonique a été envisagée selon deux
stratégies (Schéma 3). La 1o approche mise en ceuvre consiste  combiner une r action
d’Atherton-Todd et une r action de chimie “click’. La 2°™ approche, combinant une réaction de
Kabachnik-Fields et une r action de chimie ‘click’, permet non seulement la fonctionnalisation
du POE par une extrémité acide phosphonique, mais également une 2°™ fonctionnalisation avec

I’introduction d’un groupement R en 3 de I’acide phosphonique. De plus, la liaison P-C dans
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I’acide phosphonique pr sente une faible toxicit , une haute r sistante au clivage enzymatique et

est thermostable.’

Stratégie 1 Stratégie 2
= (0]
R B NH,—Z o .9 P NH, = Rivg Pt
1~ -P- - o = I~~-P = -
RO réaction dAtherton-Todd | 1°0-P—NH—=" ~. G ~NH—= R,-CHO RO

! réaction de kabachnik-Field

HaCO{_~ 5:1\1/ N,

réaction de chimie 'click’

0 R1\

of. -
o WNH\/QI\\,L{_/\ . n'=1

Déalkylation

WNHIN{—AO%

Schéma 3. Stratégie générale de la synthése de POEs a extrémité acide phosphonique.

La réactivité¢ du cycle furane des POEs a extrémité acide phosphonique vis-a-vis de la
réaction de Diels-Alder puis de rétro Diels-Alder a tout d'abord été étudiée en solution avec des

molécules dérivées du maléimide.

Les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane ont ensuite été
ancr s selon la strat gie ‘grafting onto’ sur des nanoparticules d’oxyde de fer. Apr s la
caract risation des nanoparticules nues et des nanoparticules greff es, D’aptitude des
nanoparticules greffées a ancrer puis a libérer des molécules a fonctionnalité maléimide selon

une réaction de (rétro) Diels-Alder a été étudiée.

Avant de développer ces différents points, le premier chapitre est consacré a une étude
bibliographique concernant la synthése et la stabilisation et/ou la fonctionnalisation des
nanoparticules d’oxyde de fer.

" Lalatonne, Y.; Paris, C.; Serfaty, J. M.; Weinmann, P.; Lecouvey, M.; Motte, L. Chem. Commun. 2008, 22, 2553-
2555.
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Introduction

La recherche concernant les nanoparticules magnétiques a connu un essor considérable
lors de la derniére décennie non seulement du point de vue fondamental mais également pour des
applications  (bio)technologiques' telles que le stockage d'informations sur bandes
magnétiques,”* les encres magnétiques,” la bio-détection.® Néanmoins, c'est dans le domaine de
la nanomédecine’® que l'apport des nanoparticules magnétiques, en raison de leur taille
permettant de traverser la barriére cellulaire,” suscite le plus d'engouement en vue de les utiliser

10,11,12

pour la vectorisation et de la détection de maladies."

Parmi les nanoparticules magnétiques, un intérét particulier a été porté aux nanoparticules

d’oxyde de fer qui peuvent tre utilis es in vivo. En effet, elles sont considérées

14.1 . iy . 1 ., . + ,
13 car I'oxyde de fer se dissout en milieu acide.'® La quantité d'ions Fe’ formée

17,18

biocompatibles
et libérée dans le corps humain est inférieure au seuil de tolérance (3-5 g de fer pour un
adulte) et leur utilisation a été approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en tant
qu'agents de contraste en imagerie par résonance magnétique (IRM)."”2?'*2% Des agents de

. . . . . . , 24
contraste commerciaux sont disponibles depuis une vingtaine d'années.

Pour étre utilisées in vivo, les nanoparticules d’oxyde de fer doivent pr senter une magn tisation
¢levée, une taille inférieure a 100 nm, une distribution de tailles étroite et se disperser en milieu
aqueux et en milieu salin physiologique. Il est donc nécessaire de recouvrir les nanoparticules
d’oxyde de fer avec des mol cules organiques de type : mol cule de faible masse molaire,
tensioactif, polymére ou biomolécule.® Ce recouvrement permet, de plus, de s'affranchir des
phénomenes d'oxydation et de réactivité chimique de la nanoparticule d’oxyde de fer. En
général, la molécule stabilise non seulement les nanoparticules d’oxyde de fer via un groupement
fonctionnel mais elle peut également posséder d'autres groupements qui apportent une (ou des)

propriété(s) spécifique(s) ou qui peuvent étre utilisés pour une fonctionnalisation ultérieure.

L'utilisation de polymeéres pour stabiliser des nanoparticules d’oxyde de fer dans I'eau ou des
solutions tampons semble particulierement adaptée car ils peuvent étre multifonctionnels par leur
structure constituée de nombreuses unités de répétition sur chacune desquelles un ligand
fonctionnel peut étre introduit, qui, de plus, peut étre différent dans les structures de type
copolymére.” Alors que les petites molécules organiques doivent présenter une trés forte affinité
avec la surface des nanoparticules pour permettre leur stabilisation, le nombre de groupes

: A \ o1 . . . 2
fonctionnels sur une chaine polymére permet l'utilisation de ligands moins efficaces.*

5
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L'épaisseur de la couche stabilisante, ainsi que l'accessibilité de la surface de la nanoparticule,
peut étre contrdlée par I'ajustement de la taille du polymére.*” Enfin, la possibilité de réticulation
entre des chaines de polymeére conduit a former une structure rigide a la surface des

. L. 2
nanoparticules magnétiques.”®

Le développement de techniques de polymérisation radicalaires par désactivation réversible
(RDRP) comme la polymérisation par transfert de chaine réversible par addition/fragmentation
(RAFT), la polym risation radicalaire par transfert d’atome (ATRP), la polymérisation controlée
par les nitroxydes (NMP), ainsi que de polymérisation par ouverture de cycle (ROP et ROMP :
polymérisation par ouverture de cycle par métathése) associée a la chimie "click" a permis le
design de nouvelles structures polymeéres présentant a la fois une fonctionnalité nécessaire a
l'ancrage du polymeére sur la nanoparticule magnétique ainsi que d'autres fonctionnalités
orthogonales permettant d'apporter de nouvelles propriétés a ces nanoparticules (Schéma I-1)

pour des applications biomédicales notamment.*

O nanoparticule

% substance active QﬂlHi

Q groupe fonctionnel

SV espaceur hydrophobe

s espaceur hydrophile

‘ groupe d'ancrage
Schéma I-1. Représentation schématique d'une nanoparticule magnétique stabilisée et

fonctionnalisée par un polymere multifonctionnel.

Apres une présentation des différentes techniques de synthése des nanoparticules d'oxyde de fer,
ce chapitre bibliographique va étre consacré aux différentes méthodes de stabilisation de ces
nanoparticules par des polymeéres ainsi qu'aux développements récents concernant I'obtention de
nanoparticules d'oxyde de fer stabilisées par des polymeres présentant des fonctionnalités
orthogonales.
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I- Méthodes de synthése des nanoparticules magnétiques

Parmi les nombreuses méthodes chimiques qui peuvent étre utilisées pour synthétiser des
nanoparticules d’oxyde de fer, la coprécipitation,’ la synthése hydrothermale,™ la synthése en
micelles inverses®" et la décomposition thermique et/ou réduction®” constituent les méthodes les
plus utilis es actuellement. La synth se de nanoparticules d’oxyde de fer est un proc d
complexe en raison de leur nature colloidale. Il est donc nécessaire de définir les conditions
expérimentales permettant d'accéder a une population monodisperse de grains magnétiques de
taille adaptée (1-100 nm).>***

I-1. La coprécipitation

La coprécipitation est la technique chimique la plus simple et la plus efficace pour obtenir
des particules magnétiques. Elle consiste & mélanger des ions ferreux Fe et ferriques Fe’* (de
type chlorure, sulfate, nitrate) en proportions molaires 2:1 dans une solution fortement basique a

température ambiante ou élevée (Schéma 1-2).°%

Fe?" + 2Fe*" + 8OH” — Fe;04 + 4H,0

Schéma I-2. Réaction chimique de formation de Fe;Oa.

La taille, la forme et la composition des nanoparticules magnétiques dépendent beaucoup des
sels utilisés, du rapport Fe*":Fe’", de la température de réaction, et du pH.” Les nanoparticules de
magnétite (FesO4) ne sont pas trés stables et sont sensibles a l'oxydation. La magnétite est

transformée en maghémite (y-Fe,O3) en présence d'oxygene (Schéma I-3).

Fe3O4 + 2H+ e YF6203 + F62+ + HZO

Schéma I-3. Réaction chimique de transformation de Fe;O4 en yFe,Os.

Une meilleure dispersibilit dans I’eau peut tre obtenue par 1’acidification de la surface des
nanoparticules avec l'acide nitrique, ou par addition d’ions tartrate, permettant une stabilisation

des nanoparticules d’oxyde de fer en milieu acide et basique pendant une longue dur e.*®

L’avantage majeur de cette m thode est sa simplicit , son faible co t, la possibilit de produire
de grandes quantités de nanoparticules.”® Par contre, cette méthode souffre d'un manque de

controle de la distribution de la taille des nanoparticules. Il est possible d'améliorer ce controle

7
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par ajout de stabilisants organiques tels que la poly(vinylpyrrolidone) ou le poly(alcool
vinylique) ou de sels organiques tels que le citrate ou le tartrate de sodium. Néanmoins, l'acide
oléique est actuellement la molécule la plus utilisée pour stabiliser les nanoparticules

fps 40
magne‘uques.3 g

I-2.  La synthése hydrothermale

De nombreux auteurs ont rapporté la synthése de nanoparticules d'oxyde de fer par la

41424344454 . T 1 .
4243444546 1 5 synthése est réalisée en milieu aqueux dans des réacteurs

méthode hydrothermale.
ou autoclaves ou la pression peut atteindre 0,3 - 4 MPa a des températures €levées (130 - 250°C).
Cette synthése peut étre réalisée en présence de tensioactifs. Par rapport aux autres techniques,
elle permet d'accéder a des nanoparticules d'oxyde de fer hautement cristallines. En 2003, Wang
et al.*’ ont rapporté la synthése hydrothermale en absence de tensioactifs en une seule étape de
nanoparticules de Fe;O4 de cristallinité élevée. Les nanoparticules de Fe;O4 obtenues a 140°C
pendant 6 h ont un diamétre de 40 nm et possédent une magnétisation de saturation de 85,8
emu.g’' (magnétisation de saturation de Fe;04 massique de 92 emu.g"). Pour leur part, Zheng et
al.*® ont utilisé la voie hydrothermale en présence d'un tensioactif, le 1,4-bis(2-éthylhexoxy)-1,4-
dioxobutane-2-sulfonate de sodium, pour préparer des nanoparticules de Fe;Os de diamétre
27 nm et présentant un comportement superparamagnétique a température ambiante. Dans ce
procédé, les conditions de réaction, comme le solvant, la température et le temps de réaction ont
un effet important sur la taille des nanoparticules.*' Ainsi, la taille des particules de Fe;O4
augmente avec le temps de réaction et la présence d'une quantit¢ importante d'eau favorise la
précipitation des particules de Fe;O4 présentant les diametres les plus élevés.

Cette technique permet, en outre, de synthétiser des nanostructures d'oxyde de fer originales

\ 4
comme les nanotubes ou les sphéres creuses d'oxyde de fer.*

I-3. La synthése en microémulsion inverse

Une autre stratégie utilisée pour la synthése de nanoparticules magnétiques consiste a
utiliser des micelles en tant que '"nanoréacteurs" dans des microémulsions inverses. La
microémulsion est une dispersion isotropique thermodynamiquement stable de deux phases non
miscibles (I’eau et 1’huile) o chaque microdomaine est stabilis par une monocouche de
tensioactif.” Le systéme est constitué de nanogouttelettes aqueuses de taille définie dispersées

par des molécules tensioactives dans une phase organique continue.”® Les molécules

8
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tensioactives les plus utilisées actuellement sont le 1,4-bis(2-éthylhexoxy)-1,4-dioxobutane-2-

2327 Je  dodécylsulfate  de sodium™ et le bromure de

sulfonate de sodium
cétyltriméthylammonium.>* Chin er al.>® ont ainsi synth tis des nanoparticules d’oxyde de fer
de petite taille (moins de 10 nm) en microémulsion inverse en utilisant le bromure
d’hexadécyltriméthylammonium comme tensioactif. Les particules obtenues présentent une

magnétisation élevée.

Le principal avantage de cette technique est de pouvoir controler la taille des nanoparticules a
partir de la taille des gouttelettes aqueuses. Ainsi, la variation de la température de réaction
permet de moduler la taille des nanoparticules d'oxyde de fer de 3 a 12 nm. De méme, les
concentrations en métal et en base peuvent étre modulées pour faire varier la taille des
nanoparticules. Cependant, malgré la présence de tensioactifs, les nanoparticules ont tendance a
s'agréger, ce qui nécessite un traitement qui consiste en des lavages successifs et en une

stabilisation supplémentaire.*’

I-4. La décomposition thermique

Cette technique constitue la voie la plus efficace pour la synthése reproductible de
nanoparticules hautement cristallines avec une distribution de taille étroite. La synthése est
r alis e par d composition d’un complexe m tallique temp rature lev e.”*® Cette méthode
exige d'utiliser un complexe métallique et un tensioactif en présence d'un solvant organique de
temp rature d’ bullition lev e. La synth se reproductible de nanoparticules magnétiques peut
facilement étre obtenue par un strict controle des conditions de réaction telles que la température,
la vitesse de chauffage, le temps de réaction, les concentrations des précurseurs et des
stabilisants.”® Lors de la synthése, les précurseurs sont, soit chauffés directement, soit
additionn s par un processus d’injection chaud.”” Dans le processus d’injection chaud, le
complexe métallique est rapidement introduit dans une solution chaude en présence de
stabilisants pour former des nuclei qui vont ensuite croitre. Dans l'autre processus, tous les
précurseurs sont mélangés et chauffés et des nanoparticules magnétiques sont formées par
ajustement de la temp rature de r action et de la concentration en pr curseurs. L’acide ol ique et
'oléylamine sont communément utilis€s pour stabiliser, contrdler la taille et la morphologie des
nanoparticules magnétiques. Les précurseurs métalliques sont généralement : Fe(CO)s,
Fe(oléate); (oléate: C7H33COOQO"), Fe(acac); (acac: acétylacétonate), Fe(cup); (cup:
CsHsN(NO)O"). Ainsi, Hyeon et al** ont rapporté la synthése de nanoparticules hautement

cristallines et monodisperses directement par décomposition thermique de Fe(CO)s en présence

9
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d’acide ol ique 100°C. Les nanoparticules ont ensuite t transform es en nanocristallites de
vFe,O3 monodisperses par oxydation contrdlée en utilisant I’oxyde de trim thylamine comme
oxydant doux. La taille des particules peut étre modulée de 4 a 16 nm par le controle des

parametres expérimentaux.

Bien que la décomposition thermique permette d'accéder a des nanoparticules d'oxyde de fer de
distribution en taille étroite, elle présente le désavantage de produire des nanoparticules

généralement exclusivement solubles dans les solvants non polaires.*’

II-  Stabilisation de la surface des nanoparticules magnétiques

La stabilisation de la surface des nanoparticules magnétiques est indispensable pour

% et leur précipitation. Les

conserver leur stabilit¢ dans le temps afin d'éviter leur agrégation
nanoparticules magnétiques synthétisées doivent également conserver leurs propriétés
magnétiques. Il est donc nécessaire de développer des stratégies efficaces pour améliorer la

stabilité chimique des nanoparticules magnétiques.

II-1. Phénomeénes intervenant lors de la stabilisation

La stabilisation des particules d’oxyde de fer est indispensable pour obtenir les
ferrofluides qui ne s'agrégent pas lorsqu'elles sont soumises a un champ magnétique ou utilisées
en milieu biologique. La stabilisation de la suspension colloidale magnétique est réalisée par
ajout d'une (macro)molécule organique via un groupement fonctionnel présentant une affinité
avec la nanoparticule magnétique et dépend essentiellement de deux forces répulsives : la

répulsion électrostatique et la répulsion stérique (Schéma I-4).”°

Schéma I-4. Stabilisation des particules par (A) une couche électrostatique ; (B) répulsion

stérique.
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Le contrdle de l'intensité de ces forces est un parameétre clé pour élaborer des particules de bonne
stabilité. La répulsion stérique est difficile a prévoir et a quantifier car elle dépend des
paramétres liés a la molécule utilisée lors de la stabilisation. Ainsi, dans le cas de l'utilisation
d'un stabilisant polymeére, la répulsion stérique sera influencée par sa masse molaire et son indice

de polymolécularité.®™!

La répulsion électrostatique peut, elle, étre suivie par la diffusion
potentielle, qui est trés proche du potentiel zéta (&), et la longueur de Debye-Huckel qui dépend
principalement de la force ionique et du pH de la solution.®*®® Le suivi cin tique de ’agrégation
des suspensions colloidales en fonction de la concentration en sel constitue une approche pour
tester la stabilité électrostatique.®*®® Dans 1’oxyde de fer, la surface des atomes de fer agit
comme un acide de Lewis et se coordonne avec des molécules qui possédent un doublet
d'¢lectrons libre. En solution aqueuse, 1’atome de fer se coordonne donc avec 1’eau, conduisant

l'existence de groupes hydroxyle -OH a la surface de l'oxyde de fer. Ces groupes hydroxyle sont
amphotéres, et peuvent donc réagir aussi bien avec des bases qu'avec des acides.’® La surface des
nanoparticules magnétiques sera positive ou négative en fonction du pH de la solution. Les
stabilisations électrostatique et stérique sont toutes les deux indispensables pour obtenir des

nanoparticules d’oxyde de fer stables dans le temps.

La stabilisation des nanoparticules est particuliérement indispensable pour leur utilisation dans le
domaine médical. La stabilisation de leur surface peut étre réalisée par des ligands
fonctionnalisés de type moléculaire ou macromoléculaire. Le choix du ligand est
particuliérement important car il régit la taille et la forme des nanoparticules stabilisées, ainsi que
'espacement entre nanoparticules. Il agit a la fois au niveau de l'interface : surface de la

nanoparticule nue-ligand et de I’interface : nanoparticule stabilisée-environnement (Schéma I-5).

Taille de la ) o
nanoparticule nue Nanoparticule stabilisée

L

— <€ >

interface : surface
de la nanoparticule-ligand

interface : nanoparticule
stabilisée-environnement

s L

espace interparticulaire

Schéma I-5. Interactions des ligands avec la surface des nanoparticules et leur environnement.
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En g n ral, si les nanoparticules d'oxyde de fer sont consid r es comme un cceur, les
nanoparticules d'oxyde de fer stabilisées par des molécules organiques peuvent présenter les trois
structures suivantes : cceur-coquille (Schéma I-6A), matrice (Schéma I-6B) et coquille,-cceur-
coquille, (Schéma I-6C). Dans ces structures, les coeurs peuvent étre constitués de particules
d’oxyde de fer comme la magn tite (Fe;O4) ou la maghémite (y-Fe,Os). Les coquilles sont des
matériaux organiques. La matrice (Schéma I-6B) consiste soit en une coquille de molécules
organiques ou sont dispersées des nanoparticules d’oxyde de fer appel e mosaique, soit en une
structure de type coquille-cceur qui contient un cceur constitu de composés organiques et une
coquille de particules d’oxyde de fer. Dans la structure coquille,-coeur-coquille, (Schéma 1-6C),
une coquille, de mol cules organiques se greffe aux nanoparticules d’oxyde de fer de type

coquille,-cceur. La coquille, peut étre constituée de polymeres ou de biomolécules ainsi que la

coquilley,.
A : B c
ceeur - coquille mosaique coquille - cosur

L, matrice | coquille, - coeur - coquille,
Schéma I-6. Représentation des diff rentes structures des nanoparticules d’oxyde de fer

stabilisées et fonctionnalisées par des matériaux organiques.

L'obtention d'une dispersion colloidale stable dépend non seulement de la nature du ligand
(macro)moléculaire présentant une affinité avec la surface des nanoparticules mais également de
la longueur de la chaine et de la nature du solvant.®” La stabilisation par un ligand permet, en
outre, d'éviter l'oxydation de la surface des nanoparticules d'oxyde de fer ainsi que leur

agglomération.

I1I-2. Stabilisation par des molécules organiques

D’apr s le concept des acides et des bases mous et durs de Pearson, les atomes de fer a la
surface de 1'oxyde de fer sont des acides de Lewis qui vont se coordonner avec des molécules qui

peuvent céder un doublet d’ lectrons comme les ligands oxyg n s.°*%° Ainsi, pour atteindre la

stabilit¢ colloidale, les molécules qui contiennent des groupements tels que des fonctions
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catéchol,”® silane,”' acide hydroxamique,’” carboxylate” et phosphonate’® ont été utilisées
(Schéma 1-7).

Les groupements catéchol ont été largement utilisés pour stabiliser les nanoparticules d'oxyde de
fer car ils peuvent facilement étre introduits comme groupement fonctionnel d'extrémité de
chaine peptidique.”” Cependant, Carpenter ef al. ont montré que la liaison formée entre les
groupements cat chol et la surface des nanoparticules d’oxyde de fer n’est pas durablement

stable dans 1’eau et les milieux biologiques.”

La stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer a galement t r alis e par l'ancrage de
dérivés du silane présentant des groupes hydroxyle. Le silane est li¢ a la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer par des liaisons covalentes de type Si-O-Fe (Schéma 1-7)." La
fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par des dérivés du silane est tres utilisée car
de nombreux silanes fonctionnels présentant des fonctions de type alcool, amine, et thiol sont
disponibles commercialement, qui peuvent s'avérer utiles pour une utilisation ultérieure, de bio-

fonctionnalisation, par exemple.””””®

La stabilisation par des molécules fonctionnalisées par un groupement acide hydroxamique a été

utilis e pour I'ancrage des (bio)mol cules organiques la surface des nanoparticules d’oxyde de

74,79,80

fer car cette fonction peut former un chélate particulierement stable pentacoordiné avec la

surface de la nanoparticule d'oxyde de fer.

O—__
./ | O
O /
Silane
acide phosphonique
HO R phosphoniq
o D/\/ acide carboxylique 0
DHO Catéchol OO/
H

R o)
HO’N\ﬂ/

c
) e HO
acide hydroxamique
N
o/ W
O

Schéma I-7. Nature des ligands permettant la stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer.
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Néanmoins les travaux les plus importants ont concerné la stabilisation de nanoparticules
d'oxyde de fer par des molécules a fonctionnalit¢ acide carboxylique comme 1’acide

,. ’4 . . . , \
oléique,* *#*#* T'acide dod cano que® et I’acide lactobionique®® et par des molécules a

87,88,89

fonctionnalité acide phosphonique comme [’acide dod cylphosphonique et [’acide

hexadécylphosphonique.
1I-2.1.  Ligands carboxylates

Les molécules fonctionnalisées par un groupement acide carboxylique les plus utilisées
pour stabiliser des nanoparticules d’oxyde de fer, lors du processus de synthése des
nanoparticules, sont I’acide ol ique et 1’acide laurique. Cependant, la liaison qui s'établit entre le
groupement acide carboxylique et la surface des nanoparticules d’oxyde de fer est labile et peut
étre facilement rompue par I’augmentation de température ou par un échange avec une autre
molécule fonctionnalisée par un acide carboxylique.® Cette aptitude a l'échange constitue
d'ailleurs une méthode trés utilisée pour synthétiser des nanoparticules stabilisées avec des
(macro)molécules originales a partir de nanoparticules précédemment synthétisées et stabilisées
par l'acide oléique. D'autres molécules fonctionnalisées par des groupements acide carboxylique
ont été utilisées pour stabiliser les nanoparticules d'oxyde de fer telles que l'acide citrique,®’

. . . . .. 1 . r 2
l'acide gluconique,” l'acide dimercaptosuccinique’' ou des acides gras saturés.”

N anmoins, des tudes r centes d montrent que I’acide ol ique est particuli rement adapt pour
stabiliser des nanoparticules d’oxyde de fer.’' En 2005, 1’ quipe de O’Brien™ a effectué la
stabilisation des nanoparticules de y-Fe,Os par l'acide ol€¢ique in sifu pendant la synthése des
particules a partir de Fe(CO)s (Schéma I-8). La pr sence de 1’ol ate  la surface des
nanoparticules conduit a des nanoparticules sphériques monodisperses, contrairement a ce qui a

¢été observé pour d'autres ligands.

A
Fe(CO)s 4  CHs(CHp),CH=CH(CH,);COOH —— »
NN OD

Schéma I-8. Stabilisation par l'acide oléique lors la synthése des nanoparticules de y-Fe,Os.*
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De méme, une étude a été réalisée sur l'influence de la longueur et de la nature de la chaine
alkyle du tensioactif sur 'aptitude a la stabilisation des nanoparticules d'oxyde de fer. Ainsi, il a
¢été démontré que l'acide oléique permettait une stabilisation plus efficace que des acides a chaine

93.94 st fortement 1ié

alkyle plus courte. En effet, le groupe acide carboxylique de ’acide ol ique
a la surface des nanoparticules magnétiques par une liaison de coordination tandis que la
longueur de la chaine alkyle de ces molécules crée une couche inerte. De plus, I'acide oléique
s'est montré plus efficace que l'acide stéarique en raison de la présence d'une double liaison de
configuration (Z) sur le carbone 9 de la cha ne hydrophobe de I'acide ol ique qui conduit, d’apr s
les auteurs, a la formation de ‘nceuds’. Ces ‘nceuds’ ont t jug s indispensables la stabilisation

des particules.”
1I-2.2.  Ligands phosphonates

Le groupement acide phosphonique a galement montr qu’il poss de une forte affinit
avec la surface des nanoparticules d'oxyde de fer. Ces liaisons sont plus stables que celles
obtenues par stabilisation avec des groupements acide carboxylique et sont capables de stabiliser
des nanoparticules pendant plusieurs semaines pH neutre. De plus, 1’acide phosphonique
permet une plus grande densité de greffage que le groupe acide carboxylique.*® Enfin, les ligands
phosphonate et phosphate présentent une biocompatibilité acceptable permettant leur utilisation

pour 'encapsulation des nanoparticules magnétiques a visée thérapeutique.*

Bien que de nombreux travaux aient ¢t¢ menés pour étudier la nature des interactions entre les
groupements phosphonate et la surface des nanoparticules d'hydr(oxyde) de fer, ce mécanisme
n'est, a 'heure actuelle, pas clairement établi. Yee et al.”® ont proposé que un ou deux atomes
d’oxyg ne de Dl’anion phosphonate sont li s directement un ou deux atomes de fer,
respectivement (Schéma [-9A). Les complexes mono- et bidentate a la surface des nanoparticules
d’oxyde de fer ont pu étre identifiés par des mesures du potentiel zéta, par des mesures
d’absorption ainsi que par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR).””® Par
contre, selon I quipe de Mohapatra,” les trois atomes d'oxyg ne dans I’acide phosphonique ne
peuvent plus étre différenciés aprés la formation des interactions avec la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer, c’est-a-dire que tous les oxygenes phosphoryle ont été coordinés a
la surface des particules, ce qui entraine une d localisation des lectrons et la formation d’un

complexe tridentate a la surface des nanoparticules de magnétite (Schéma 1-9B).
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Schéma I-9. Propositions de natures d’interaction entre les groupements phosphonate et la
surface des nanoparticules d’oxyde de fer.

Sahoo et al.'®

ont étudi¢ Il'efficacité du recouvrement de la surface des nanoparticules
magnétiques avec un diamétre moyen de 6 - 8§ nm en fonction de la nature du ligand a
fonctionnalité acide carboxylique (acide oléique et acide laurique), acide phosphonique (acide
dodécylphosphonique, acide hexadécylphosphonique) ou phosphate (dihexadécylphosphate).
Cette étude démontre que les groupements phosphonate et phosphate se lient efficacement a la
surface des nanoparticules d’oxyde de fer. De m me, la stabilisation des nanoparticules d’oxyde
de fer par le stilbéne a extrémité acide phosphonique ou le stilbéne a extrémité acide
carboxylique a été effectuée aprés la synthése des particules (Schéma 1-10).'°"'%% Les résultats
obtenus montrent que la propriét¢ magnétique des nanoparticules d’oxyde de fer n’a pas t
modifiée par la fonctionnalisation par ces molécules et que le greffage via I’agent de couplage

phosphonate permet d’obtenir un plus grand taux de greffage qu'avec l'agent de couplage

e Dl

carboxylate.

OC12Hzs

O OC12H25
HO, C / OC12Has5
OC H
127728 O Q OC12H25
Nanoparticules de Fe2,9504 _C O N\
- O~ (e
Fe?* + Fe®"4+ N(CH3),OH

OC12Has

Schéma I-10. Stabilisation de la surface des nanoparticules d’oxyde de fer par le stilbéne a

extrémité soit acide phosphonique, soit acide carboxylique.'"’
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R 103
De méme, Daou et al.

ont r alis la stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer de
diam tres de 9 nm et 39 nm dans I’eau par un acide tri thyl neglycol phosphonique dendritique
(Schéma I-11). Apr s greffage de I’acide tri thyl neglycol phosphonique la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer, la magn tisation de saturation des particules obtenues augmente
par rapport a celle des nanoparticules post-synthese, le potentiel zéta est environ de -20 mV a pH
=7 et la densité de greffage est de 0,67 molécule/nm? et de 0,88 molécule/nm? de particule pour
les nanoparticules de diametre 9 nm et 39 nm, respectivement. Les nanoparticules obtenues sont

stables dans I’eau  pH physiologique.

—O0
O
_\_O\j
O
0 0
N \/\O/\/ \/\o P\//o + >
O  HO oH
o/ |
Nanoparticule
O/ >_‘ d'oxyde de fer
/Of

Schéma I-11. Stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer par 1’acide tri thyl neglycol

phosphonique.'®

I1-3. Procédés utilisés pour la stabilisation et/ou fonctionnalisation

Trois approches ont ¢€t¢ plus particuliecrement développées pour stabiliser et/ou
fonctionnaliser les nanoparticules d'oxyde de fer qui consistent en :

- un recouvrement post-synthese par ancrage des agents stabilisants a la surface des
nanoparticules magnétiques nues précédemment synthétisées,

- un recouvrement in situ pendant la syntheése des nanoparticules magnétiques par
des agents stabilisants,

- un échange de ligands a partir de nanoparticules précédemment stabilisées par des
agents stabilisants.

*
Dans les articles consacrés aux nanoparticules magnétiques, l'utilisation des termes ‘stabilisation’ et

‘fonctionnalisation’ lors du recouvrement des nanoparticules par un compos organique peut recouvrir plusieurs
significations sans reconnaissance explicite de ces différences. En effet, les termes ‘stabilisation’ et
‘fonctionnalisation” peuvent étre indifféremment utilisés alors qu'ils peuvent d crire uniquement 1’ tat de la
stabilisation des nanoparticules au cours du temps par un composé organique ou décrire un recouvrement par un
compos¢ organique qui permet a la fois la stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules.
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1I-3.1.  Stabilisation de la surface des nanoparticules magnétiques nues
Les nanoparticules d’oxyde de fer nues ne sont pas stables et sont insolubles dans 1’eau.
Le greffage de stabilisants a la surface des nanoparticules nues précédemment synthétisées est
donc indispensable pour viter 1’agr gation et 1’oxydation. Selon la nature de la mol cule
choisie, celle-ci joue uniquement le role de stabilisant (Schéma I-12A) ou bien possede

¢galement un groupement fonctionnel susceptible d'étre utilis¢ ultérieurement (Schéma I-12B).

A AV VaVa) + O post-syntheése
e e

stabilisant -
Nanoparticule nue

B QU O + O post-synthese

stabilisant ;
Nanoparticule nue

OLLL

Schéma I-12. Stabilisation de la surface des nanoparticules post-synthése par un stabilisant.

Mohapatra et al.”’

ont synthétis¢ des nanoparticules d’oxyde de fer partir de sulfate ferreux
(FeSOy) et de chlorure ferrique (FeCls) par la méthode de coprécipitation. Ils ont ensuite effectué
a la fois la stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules de Fe;O4 post-synthese par des
acides alkylphosphoniques de type X(CH;),POsH avec X = COOH ou NH; tels que l'acide
phosphonoacétique, l'acide 2-carboxyéthylphosphonique, l'acide 3-aminopropylphosphonique,
l'acide 4-aminophénylphosphonique, et 1'acide 4-carboxyphénylphosphonique (Schéma I-13). La
détermination de la surface spécifique par la méthode de Brunauer-Emmett-Teller (BET) et
I’analyse de la teneur en phosphore par spectrophotom trie montrent que le recouvrement des
nanoparticules d’oxyde de fer est plus lev avec les acides phosphoniques a fonctionnalité acide
carboxylique qu'avec les acides phosphoniques a fonctionnalité amine. Les nanoparticules
stabilisées obtenues ont un diametre de 12 - 18 nm et une densité de greffage de 2,9 - 6,5
molécules/nm” de particule et sont stables en phase aqueuse. Les fonctions COOH et NH,

peuvent ensuite étre utilisées pour réagir avec des biomolécules.
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Schéma I-13. Stabilisation des nanoparticules de Fe;O4 nues par des acides alkylphosphoniques
de type X(CH;),POs;H avec X = COOH ou NH2.99

Tudisco et al.'® ont utilisé la B-cyclodextrine pour fonctionnaliser la surface de nanoparticules
d’oxyde de fer en deux tapes (Sch ma I-14). La premiéere étape a consisté a stabiliser des
nanoparticules nues par 1'acide 3-aminopropylphosphonique. Une liaison covalente a ensuite été
créée par attaque nucléophile du groupement amine de l'acide 3-aminopropylphosphonique sur le
tosylate de la B-cyclodextrine. Les analyses par photoémission X (XPS) et spectroscopie FT-IR
montrent que 1’acide phosphonique reste li¢ a la nanoparticule d’oxyde de fer pendant la r action
d’immobilisation de la B-cyclodextrine et que le greffage de la B-cyclodextrine n’est pas un
simple processus de physisorption a la surface des particules. La taille de ces nanoparticules,
mesurée dans un tampon phosphate (pH = 7,4) par diffusion dynamique de la lumiére (DLS), est
d'environ 20 nm et elles sont stables en milieu salin physiologique. Ces nanoparticules
fonctionnalisées ont été chargées en diclofénac de sodium dans un tampon phosphate (pH = 7.,4).
L'aptitude a la libération de ce médicament a été étudiée et les tests ont montré que ces
nanoparticules sont capables de libérer le diclofénac de sodium en 12 heures tout en conservant

leurs propriétés magnétiques.
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Schéma I-14. Synthese des nanoparticules de Fe;Oy4 stabilisées par 1'acide

3-aminopropylphosphonique et fonctionnalisées par la B-cyclodextrine.'™

La stabilisation et la fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer par l'acide

phosphonométhyliminodiacétique (PMIDA) a été effectuée (Schéma I-15).'"

Les nanoparticules
d’oxyde de fer fonctionnalis es pr sentent un diam tre de 50 - 75 nm par DLS. Ces
nanoparticules sont stables sans agrégation. Les fonctions acide du PMIDA ancré sur les
nanoparticules ont ensuite été activées par le chlorohydrate de
1-[3-(diméthylamino)propyl]-3-éthylcarbodiimide pour permettre la conjugaison avec une
enzyme, l'ur ase (Sch ma [-15). Le diamétre hydrodynamique des particules apres
immobilisation de 1’ur ase augmente (80 - 100 nm). L'uréase immobilisée présente une

excellente activité catalytique, est recyclable 6 fois et ce, sur une importante gamme de pH.
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Schéma I-15. Proc dure d’immobilisation de 1’ur ase sur des nanoparticules d’oxyde de fer

stabilisées et fonctionnalisées par le PMIDA.'?

De m me, I’ quipe de Pramanik'®® a synth tis des nanoparticules d’oxyde de fer
multifonctionnalis es biocompatibles pour combiner une th rapie cibl e du cancer et d’imagerie
multimodale en utilisant la méthode de ligation chimiosélective (Schéma 1-16). Ils ont tout
d’abord utilis 1’acide 2-aminoéthylphosphonique pour a la fois stabiliser des nanoparticules
d'oxyde de fer et les fonctionnaliser par des groupements amine. Ces groupements amine ont
ensuite été, soit directement utilisés pour ancrer la thodamine B isothiocyanate (RITC), soit
modifiés pour introduire les fonctionnalités nécessaires a l'ancrage du paclitaxel (PTX) par
estérification et a l'ancrage du folate (FA) par chimie 'click'. Les nanoparticules obtenues de
diamétre hydrodynamique dans I'eau de 91 + 4 nm et de polydispersité 0,191 £+ 0,009, déterminés
par DLS, et de taille moyenne de 10 - 15 nm, déterminé par microscopie électronique en
transmission (TEM), sont stables plus de 12 semaines dispersées en milieu aqueux ou en milieu
salin physiologique. Ces nanoparticules ont t labor es dans le but d’induire et de cibler
s lectivement 1’apoptose des r cepteurs folates en surexprimant les cellules canc reuses avec une

efficacité supérieure au principe actif libre.
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Schéma I-16. Synthése de nanoparticules d'oxyde de fer multifonctionnalisées par des

biomolécules selon la méthode de ligation chimiosélective. '

1I-3.2.  Stabilisation de la surface des nanoparticules magnétiques in situ
Des composés organiques ont été utilisés pour passiver la surface des nanoparticules
d’oxyde de fer in situ pendant la synth se pour viter I’agr gation et obtenir une bonne
dispersion dans un liquide (Schéma I-17). Les molécules organiques les plus utilisées sont des
petites molécules (acide aminé, acide citrique, cyclodextrine), des tensioactifs (acide oléique,
oléyamine, acide  dodécylphosphonique, acide  hexadécylphosphonique, et le

dihexadécylphosphate), ou des polym res (dextrane, poly(oxyde d’ thyl ne), poly(alcool
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vinylique), alginate, chitosane).”® Les composés organiques utilisés pour stabiliser les
nanoparticules d’oxyde de fer doivent permettre d' viter leur agr gation et d’augmenter leur

stabilité tout en conservant leurs propriétés magnétiques.

Q

(®)
R9aYaVaVa ] + goooo >
(o)
stabilisant précuseur de
nanoparticule

Schéma I-17. Stabilisation de la surface des nanoparticules in situ par un stabilisant.

11I-3.3.  Stabilisation de la surface des nanoparticules magnétiques par
échange de ligand

Selon les procédés de synthése utilisés, les nanoparticules magnétiques peuvent avoir été
stabilisées par une couche organique lors la synthése, conduisant a une surface hydrophobe. II peut
étre nécessaire de disperser ces nanoparticules en phase aqueuse notamment en vue d'applications
biologiques. L’ change de ligand est une m thode reconnue pour modifier les propri t s la
surface des nanoparticules magnétiques.* Elle consiste en I’addition d’un nouveau ligand en exc s
dans une solution de nanoparticules magnétiques pour remplacer le ligand originel sur la surface
des nanoparticules (Schéma I-18). La m thode d’ change de ligand est tr s utilis e pour ancrer des
molécules possédant, outre une fonction d'ancrage a la nanoparticule d'oxyde de fer, un (ou des)

groupement(s) fonctionnel(s) aptes a réagir avec des biomolécules, par exemple.?

échange de ligand

Schéma I-18. Modification de la surface des nanoparticules par la méthode d’ change de ligand.

Rotello et al'” ont rapport¢ la synthése de nanoparticules de y-Fe,O; a partir du
N-nitrosophénylhydroxylamine ferrique par la méthode de décomposition thermique en utilisant

un mélange octylamine-trioctylamine pour stabiliser in situ les nanoparticules. Ces
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nanoparticules sont solubles dans les solvants organiques non polaires tels que le chloroforme et
le toluéne et peuvent étre précipitées immédiatement dans un solvant polaire. Les auteurs ont
ensuite introduit des alcools pour remplacer la monocouche d'alkylamines des nanoparticules de
v-Fe,Os par la m thode d’ change de ligand (Sch ma I-19). Apr s I’ change des ligands, il a été
d montr que la nature du cceur des nanoparticules de y-Fe,O3 n’a pas été modifiée. Selon ces
auteurs, cette méthode peut permettre d'introduire des molécules multifonctionnelles et avoir des

applications potentielles dans le domaine biologique.
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Schéma I-19. Stabilisation de nanoparticules de y-Fe,O; par la m thode d’ change de ligand.lo7

Fan et al.'® ont également synthétisé des nanoparticules de y-Fe,O; dispers es dans I’eau de
diametre 13 nm via une réaction d'échange entre l'acide oléique et les bromure et iodure de
N-méthyl-N-(5-carboxyl-pentyl)-4,4’-bipyridinium. Ces nanoparticules sont

superparamagnétiques et stables sans agrégation dans la gamme de pH = 3-9.

III- Fonctionnalisation des nanoparticules magnétiques par des polymeéres

Récemment, la stabilisation et/ou la fonctionnalisation des nanoparticules magnétiques

par des polymeres a connu un intérét croissant car le recouvrement des nanoparticules par des

24



Chapitre I- Etude bibliographique

polymeéres permet d'augmenter la force répulsive entre les nanoparticules stabilisées (Schéma
I-4) et ainsi favoriser 1'équilibre entre forces répulsives et les forces attractives magnétiques et de
Van der Waals,” qui est une interaction de faible intensité entre particules, dont la description
théorique est connue sous le nom de théorie de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek.'®™!''* En
effet, I'utilisation de stabilisants polymeres confére une protection stérique qui a un role barriere

. . . 111
contre les interactions entre les particules.

Le choix des polymeéres passivant et activant et/ou
des conditions réactionnelles peut produire des nanoparticules magnétiques avec des propriétés
spécifiques. De nombreux polyméres naturels : l'alginate,''? le dextrane,'” le chitosane,'"* la
gélatine,'”” le pullulane,''® et synthétiques : poly(éthyléne glycol) (PEG),"” poly(alcool

vinylique) (PVA),'"® polyéthyléne imine (PEI),'" ont été étudiés (Schéma 1-20).
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Schéma I-20. Structures des polymeres les plus utilisés pour stabiliser les nanoparticules

d’oxyde de fer.

Actuellement, la fonctionnalisation des nanoparticules magnétiques par des polymeres est
r alis e pour tendre la gamme d’applications des nanoparticules m talliques. Par exemple,
Gupta et al."*® ont rapporté un processus de polymérisation en microémulsion pour préparer des
nanoparticules d’oxyde de fer stabilisées par le poly(éthyléne glycol) (PEG) avec un coeur
magnétique et une coquille hydrophile polymere. La taille moyenne des nanoparticules d’oxyde
de fer stabilisées par le PEG, déterminée par TEM, est d’environ 40-50 nm avec une distribution
de tailles étroite. Ces nanoparticules sont non toxiques et peuvent étre utilisées in vivo et in vitro.
De méme, il est possible de moduler les propriétés des nanoparticules en jouant sur la masse
molaire du (co)polymére, sa structure chimique, la densité de greffage et le mécanisme de
greffage a la surface des particules. Enfin, I'utilisation de polymére permet d'introduire d'autres

fonctionnalités pour des applications dans le domaine de la vectorisation de principes actifs.?®
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Les méthodes de polymérisation controlée (RDRP, ROM)P) ont été utilisées pour
fonctionnaliser des nanoparticules magnétiques par des polyméres d'architecture contrélée afin
d'accéder a des nanoparticules monodisperses de structure cceur-coquille bien définie. Ces
stratégies de synthése donnant acceés a des structures polymeres parfaitement définies permettent
de contr ler I’ paisseur de la coquille en polymere, la taille et la distribution des nanoparticules
d’oxyde de fer fonctionnalis es.*’ Par ailleurs, la protection est plus efficace en utilisant des
copolymeres amphiphiles qui contiennent un segment hydrophile compatible avec la phase

aqueuse et un segment hydrophobe qui se lie a la surface des nanoparticules.?®

Il existe deux stratégies de greffage des polymeres a la surface des nanoparticules magnétiques :

la méthode ‘grafting onto’ et la méthode ‘grafting from’.

ITI-1. La strat gie ‘grafting from’

La méthode ‘grafting from’ consiste a ancrer, dans un premier temps, un amorceur de
polymérisation ou un agent de transfert a la surface des nanoparticules et la polymérisation est
ensuite conduite a partir de la surface des nanoparticules fonctionnalisées (Schéma I-21). Des
polymeéres peuvent étre synthétisés par RDRP, comme la polymérisation RAFT, I’ATRP, la
NMP, par ROP et par ROMP. La méthode ‘grafting from’ permet d'accéder a une plus grande
densit¢ de greffage car la croissance des chaines polymeres se fait a partir de la surface des

nanoparticules magnétiques.

La stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par des polym res

selon la strat gie ‘grafting from” peuvent tre effectu es selon trois voies :

- La voie A, qui consiste ancrer tout d’abord un amorceur ou un agent de transfert la
surface des nanoparticules nues, puis la polymérisation est conduite a partir de la surface
des nanoparticules fonctionnalisées (Schéma [-21A).

- Lavoie B, o 1’on effectue dans un premier temps la stabilisation des nanoparticules nues
par un stabilisant, puis l'amorceur ou l'agent de transfert est introduit par échange de
ligand, et la polymérisation est ensuite réalisée a partir de la surface des nanoparticules
fonctionnalisées (Schéma I-21B).

- La voie C, qui consiste stabiliser des nanoparticules d’oxyde de fer nues par un

stabilisant fonctionnalisé sur lequel va ensuite se greffer un amorceur ou un agent de
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transfert, puis la polymérisation est effectuée a partir de la surface des nanoparticules

fonctionnalisées (Schéma I-21C).

Greffage

d'un amorceur ou
d'un agent de transfert
Polymerlsatlon
J\NV\I\N\O
stabilisant echange de ligand par Polymerlsatlon
un amorceur ou
un agent de transfert
Voie B

j

Polymerlsatlon Q/N@
stabilisant Greffage
. d'un amorceur ou
Voie C d'un agent de transfert

Schéma I-21. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer par la strat gie

Q

Nanoparticule
nue

‘grafting from’.

A titre d’exemple, Prai-in ef al."*' ont synthétisé des nanoparticules préalablement stabilisées par
I’acide ol ique, qui ont subi un change de ligand avec un amorceur d'ATRP : le 2-bromo-2-
méthyl-N-(3-(triéthoxysilyl)propyl)propanamide (BTPAm), lui-méme synthétisé par réaction
entre le bromure de 2-bromoisobutyryle (BIBB) et le y-aminopropyl triéthoxysilane (APS)
(Schéma 1-22). La copolymérisation statistique par ATRP du méthacrylate de poly(éthylene
glycol) méthyl éther (PEGMA) et de la 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone (VDM) a, par la suite, été
conduite en présence du systeme catalytique CuBr/tris[2-(diméthylamino)éthyl]amine
(MesTREN)  partir des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalis es. Les clichés TEM

montrent la couronne de polym re recouvrant chaque nanoparticule d’oxyde de fer.
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Schéma I-22. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer selon la
strat gie ‘grafting from’ par copolym risation statistique par ATRP entre le méthacrylate de

poly(éthyléne glycol) méthyl éther et la 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone.'*!

Les sites azlactone introduits a la surface des nanoparticules d'oxyde de fer ont ensuite été
utilisés pour immobiliser des monomeres thymine de 1’acide nucl ique peptidique. Cette
stratégie pourrait étre étendue a I'immobilisation d'autres biomolécules nucléophiles comme des

composés présentant des groupements hydroxyle ou thiol.

Takahara ef al.'** ont ancré un amorceur de NMP  la surface de nanoparticules d’oxyde de fer,
possédant a la fois un groupement acide phosphonique et une fonctionnalité alkoxyamine
(Schéma 1-23). La polymérisation contrdlée par NMP du styréne ou de la 3-vinylpyridine a
ensuite t effectu e partir des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées. La dispersion et
la stabilité des nanoparticules de Fe;O, fonctionnalisées par du polystyréne a extrémité acide
phosphonique et par de la poly(3-vinylpyridine) a extrémité acide phosphonique dépendent de la
nature du solvant. Les nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalis es par du polystyr ne

extrémité acide phosphonique sont bien dispersées et stables dans les solvants comme le
chloroforme, le tolu ne, I’acétate d’éthyle, le tétrahydrofurane (THF) et elles ne sont pas

dispers es et sont instables dans les solvants tels que I'hexane, le m thanol et ’ac tone. Dans le
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cas des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalis es par de la poly(3-vinylpyridine) a
extrémité acide phosphonique, elles sont dispersées et stables dans le chloroforme, les milieux
aqueux pH acide ainsi que dans I’eau. Les nanoparticules obtenues ont une densité de greffage
de 0,12 & 0,2 chaine/nm” de particule et le diam tre des particules est d’environ 10 nm. Ces

nanoparticules présentent une réponse magnétique qui dépend de leur état de dispersion en

solution.
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Schéma I-23. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer par le

polystyréne ou la poly(3-vinylpyridine) selon la strat gie ‘grafting from’ par NMP.'*

L’ quipe de Wang'? a synthétisé des polyglycérols hyper-ramifiés a la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer par ROP du glycidol amorcée a partir de la surface avec
l'amorceur acide 6-hydroxycaproique (Schéma [-24). Les nanoparticules d’oxyde de fer obtenues
sont superparamagnétiques avec une valeur de magnétisation de saturation de 30 emu.g™' et ont
un diam tre hydrodynamique d’environ 24 nm. Elles sont stables dans I’eau et dans le milieu de
culture cellulaire pendant plusieurs mois. Ces nanoparticules ont un grand potentiel en tant

qu'agents de contraste en IRM.
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Schéma I-24. Greffage selon la strat gie ‘grafting from’ du polyglyc rol hyper-ramifié a la

surface des nanoparticules d’oxyde de fer par ROP du glycidol.'*

1.'2* ont fonctionnalisé des nanoparticules de Fe;O4 par ROP du D,L-lactide (Schéma I-

Tian et a
25). Des poly(D,L-lactide)s de masses molaires moyennes en nombre comprises entre 1 100 et
4040 g.mol™”, déterminées par spectroscopie par résonance magnétique nucléaire du proton
(RMN 'H) aprés acidolyse, ont été greffés selon la strat gie ‘grafting from’ la surface des
nanoparticules. Ils ont montr que la densit de greffage augmente avec I’augmentation de la
concentration en polym re et diminue avec I’augmentation de la masse molaire du polymere. Ces
nanoparticules fonctionnalisées présentent un comportement superparamgnétique sous champ

magnétique et la chaleur générée pourra étre exploité pour une application en hyperthermie.

OH 0.0
. DU
HomﬁOH I Sn(Oct),
o) —@-= "Oj(\OH
o)

Schéma I-25. ROP du D,L-lactide a partir de nanoparticules stabilisées par 'acide glycolique
124

possédant un site d'amorgage de la ROP.
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ITI-2. La strat gie ‘grafting onto’

La stratégie ‘grafting onto’ consiste a ancrer des polymeres possédant un (ou des)
groupements aptes a former des interactions avec la surface des nanoparticules d’oxyde de fer
(Schéma 1-26). Les polyméres peuvent étre synthétisés par RDRP,'* par ROP,'?® par ROMP,'?’
ou par polymérisation anionique'*®. Cette stratégie permet de contr ler ’architecture de la cha ne
polymére ainsi que sa fonctionnalité. Il s'agit donc d'une méthode universelle. Toutefois, avec
cette stratégie, la densité¢ de greffage est généralement plus faible que celle obtenue selon la
stratégie ‘grafting from’.

La stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par des polymeres
selon la strat gie ‘grafting onto’ peuvent trer alis es selon trois voies :

- Lavoie A, o 1’on peut effectuer directement la stabilisation des nanoparticules d’oxyde
de fer nues par des polymeéres possédant un (ou des) groupement(s) apte(s) a former des
interactions avec la surface des nanoparticules (Schéma I[-26A). L'utilisation d'un
polymere possédant a la fois un (ou des) groupement(s) d'ancrage et un (ou des)
groupement(s) fonctionnel(s) permet une stabilisation et une fonctionnalisation
simultanées.

- La voie B, qui consiste a effectuer dans un premier temps la stabilisation des
nanoparticules nues par un stabilisant, puis une r action d’ change entre le ligand
d'origine et un nouveau ligand polymere possédant un (ou des) groupement(s) d'ancrage
et éventuellement un (ou des) groupement(s) fonctionnel(s) (Schéma 1-26B).

- La voie C, qui consiste tout d’abord fonctionnaliser la surface des nanoparticules
d’oxyde de fer nues par un stabilisant contenant un groupement d'ancrage de la surface
des nanoparticules et un autre groupement fonctionnel susceptible de réagir avec un (ou

des) groupements antagonistes présent(s) sur un polymere (Schéma [-26C).
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Schéma I-26. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer par la strat gie

‘grafting onto’.

Boyer et al.”* ont réalisé¢ la stabilisation et la bio-fonctionnalisation efficace de nanoparticules
d’oxyde de fer en utilisant des polym res h t ro-téléchéliques, préalablement obtenus par
polymeérisation RAFT. Ils ont synthétisé des poly(oligoéthyléne glycol acrylate)s (poly(OEG-A))
a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité @-dithiopyridine qui ont été greffés selon la
stratégie ‘grafting onto’ la surface des nanoparticules d’oxyde de fer nues (Schéma I-27). Les
nanoparticules sont stables en phase aqueuse grace a la fonctionnalité¢ w-dithiopyridine tandis
que le groupement acide phosphonique fournit le site d'ancrage nécessaire pour la stabilisation
des particules d'oxyde de fer. La densité de greffage des chaines polyméres a la surface des
nanoparticules est de 0,12 - 0,23 chaine/nm” de particule et dépend directement de la masse
molaire du polymere. Les mesures par DLS montrent que les nanoparticules recouvertes par le
poly(OEG-A) de masse molaire supérieure & 10 000 g.mol” sont stables dans I’eau pendant
plusieurs jours et leur diamétre hydrodynamique est compris entre 40 et 130 nm. De plus, les
nanoparticules stabilisées par le poly(OEG-A) de masse molaire de 62 000 g.mol™' sont stables
dans le tampon phosphate (pH = 6,5, 0,1M) contenant des concentrations variables de sérum
albumine bovine (BSA). Ces nanoparticules stabilis es sont galement r sistantes 1’adsorption
des protéines.
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Schéma I-27. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules de y-Fe,Os par des poly(OEG-

A)s a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité¢ @-dithiopyridine selon la stratégie

‘grafting onto”.”*

Cet auteur a également synthétisé et modifi¢é des nanoparticules de y-Fe,Os par la méthode
‘grafting onto’ en utilisant, soit un m lange de polym res extr mit acide phosphonique
poly(acrylate de diméthyle aminoéthyle) (PDMAEA) et poly(OEG-A), soit le copolymere a
blocs poly(DMAEA-b-OEG-A) & extrémité acide phosphonique (Schéma 1-28).'” La
fonctionnalisation par le mélange d'homopolymeéres a permis d'accéder a de hautes densités de
greffage. Ces nanoparticules sont stables dans 1’eau ainsi que dans le s rum de veau feetal (FBS)
a 50 vol% pendant quelques heures. Il a également montré que les nanoparticules sont non
toxiques vis-a-vis des cellules du neuroblastome humain. La présence de charges positives dans
la couche du polymeére facilite la complexation avec des petits acides ribonucléiques interférents
(siRNA) et le complexe ainsi formé montre une stabilité excellente dans le FBS et est efficace en

transfection in vitro.
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Schéma I-28. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules de y-Fe, O3 selon la stratégie
‘grafting onto’ par (A) un mélange des polymeres a extrémité acide phosphonique
poly(DMAEA) et poly(OEG-A), (B) un copolymere a blocs poly(DMAEA-b-OEG-A) a
extrémité acide phosphonique, et (C) réaction entre les nanoparticules fonctionnalisées
poly(DMAEA) et poly(OEG-A) et siRNA puis libération de siRNA pour une transfection in

. 129
Vitro.
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Pothayee et al.®® ont utilisé 'ATRP pour synthétiser des poly(N-isopropylacrylamide)s a
extr mit acide bisphosphonique qui ont t greff s la surface des nanoparticules d’oxyde de
fer selon la m thode ‘grafting onto’ (Sch ma 1-29). Le greffage d’un polym re thermosensible

la surface des nanoparticules a permis d’obtenir des nanoparticules stimuli-sensibles en vue de

leur utilisation dans le domaine biomédical.
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Schéma I-29. Synthese de poly (N-isopropylacrylamide)s a extrémité bisphosphonate utilisés
pour stabiliser et fonctionnaliser des nanoparticules d’oxyde de fer selon la strat gie ‘grafting

onto’ 130

White e al."' ont utilisé une stratégie de fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer
qui a consisté a ancrer un ligand contenant soit un groupe acide phosphonique, soit un groupe
acide carboxylique a une extrémité, qui peut se lier fortement a la surface de y-Fe,Os, et un
groupe azoture ou alcyne 1’autre extr mit permettant de r aliser une r action ‘click’ pour
ancrer soit une molécule organique, soit un polymere possedent la fonction antagoniste alcyne ou
azoture, respectivement (Schéma I-30).
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Schéma I-30. Fonctionnalisation de nanoparticules d’oxyde de fer stabilis es par une mol cule

organique poss dant une fonction ‘clickable’ pour ancrer des (macro)mol cules selon la strat gie

‘grafting onto’.""
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Conclusion

La stabilisation et la fonctionnalisation de nanoparticules magnétiques constituent des
enjeux importants pour des applications dans le domaine médical comme la vectorisation de
m dicaments ou I’imagerie multimodale. Les nanoparticules magnétiques multifonctionnelles
biocompatibles permettent la conjugaison de biomolécules et de principes actifs. Parmi les
nanoparticules propos es comme m diateur pour des applications th rapeutiques, I’utilisation de
nanoparticules d’oxyde de fer est une voie tr s prometteuse. Des d veloppements r cents dans la
synth se et la modification de surface des nanoparticules d’oxyde de fer pourraient permettre
d’utiliser ces nanoparticules pour combiner le diagnostic et une th rapie plus efficace. En effet,
pour leur utilisation in vitro et in vivo, la surface de nanoparticules d’oxyde de fer doit tre
modifiée non seulement pour augmenter leur biocompatibilité et diminuer leur toxicité, mais elle
améliore également la stabilité colloidale pour empécher leur agrégation in vivo, leur dégradation
chimique, et leur accumulation dans le corps humain. Les polymeéres sont particulierement
adaptés pour la stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules d'oxyde de fer car ils
peuvent simultanément contenir de nombreux groupes fonctionnels, soit identiques favorisant
ainsi l'ancrage a la nanoparticule, soit orthogonaux, autorisant ainsi simultanément l'ancrage pour
la stabilisation et une multifonctionnalisation. De plus, l'utilisation de techniques de
polymérisation contrdlée a permis d'accéder a des nanoparticules stabilisées et/ou
fonctionnalisées avec une magnétisation ¢élevée, une taille bien définie inférieure a 100 nm, une
distribution de tailles étroite et qui peuvent tre dispers€es en milieu aqueux et en milieu salin

physiologique autorisant leur utilisation pour des applications médicales.

La fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par des polym res peut tre effectu e

selon deux stratégies : la strat gie ‘grafting from’ et la strat gie ‘grafting onto’.

- la strat gie ‘grafting from’ consiste  ancrer dans un premier temps un amorceur de
polymérisation ou un agent de transfert a la surface des nanoparticules et la
polymérisation est ensuite conduite a partir de la surface des nanoparticules
fonctionnalisées.

- La strat gie ‘grafting onto’ consiste ancrer des polymeres préalablement synthétisés
possédant un (ou des) groupement(s) apte(s) a former des interactions avec la surface des

nanoparticules d’oxyde de fer.

La m thode ‘grafting from’ permet d'atteindre une plus grande densit de greffage car la

croissance des chaines polymeres se fait a partir de la surface des nanoparticules. Par contre, la
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polymérisation est effectuée en milieu solvant organique, ce qui peut avoir des conséquences sur
I’int grit de la nanoparticule. La strat gie ‘grafting onto’ peut étre conduite en milieu aqueux,
ce qui peut s'avérer trés utile pour des applications (bio)technologiques. De plus, la méthode
‘grafting onto’ permet de contr ler 1’architecture, la masse molaire et la fonctionnalit du

polymeére ancré sur la nanoparticule.

Pour notre part, nous avons choisi d'axer nos travaux sur le greffage de POEs a extrémité
acide phosphonique et fonctionnalit furane sur des nanoparticules d’oxyde de fer selon la
strat gie ‘grafting onto’. Le choix s’est port sur le POE en raison de ses propri t s d’hydrophile,
de biocompatibilité, de furtivité, de sa fonctionnalité et sa disponibilité commerciale. L'extrémité
acide phosphonique va permettre I'immobilisation du polymere sur les nanoparticules d'oxyde de
fer. La fonctionnalité furane est susceptible de réagir avec des (bio)molécules a fonctionnalité
maléimide selon une réaction de Diels-Alder thermoréversible. La stratégie générale de synthése
de ces POEs fonctionnel met en jeu des réactions de chimie ‘click’ qui sont trés efficaces,
orthogonales et réalisées dans des conditions douces. La comportement thermique de ces
nanoparticules greffées a ancrer des (bio)molécules a fonctionnalité malémide pourrait permettre
leur utilisation dans les domaines de la vectorisation et de la libération par hyperthermie. La
synth se de poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl thers a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalit furane fait I’objet du chapitre suivant.
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Chapitre I1-Synthése de POEs fonctionnalisés a extrémité acide phosphonique

Introduction

Le poly(oxyde d'éthyléne) est I'un des polymeéres les plus utilisés pour le recouvrement de
nanoparticules magnétiques en raison de sa faible toxicité, de son hydrosolubilité, et de son
aptitude a masquer des substrats étrangers au systéme immunitaire.' De nombreux poly(oxyde

, \ . . o er , 234
d'éthyléne)s fonctionnalisé€s par une extrémité organophosphorée 345,61

ont été étudiés, en raison
de leur aptitude a se lier & des surfaces d'oxydes métalliques.®™'*"" Ainsi, les poly(oxyde
d'éthyléne)s a extrémité acide phosphonique sont utilisés comme ligands de nanoparticules
magnétiques pour améliorer leur biocompatibilité, leur résistance a I’adsorption de protéines
dans le corps humain.'*"? Néanmoins, peu de méthodes de synthése de poly(oxyde d'éthyléne)s a
extrémité phosphorylée ont été rapportées dans la littérature. La stratégie la plus utilisée consiste
en une estérification du poly(oxyde d'éthyléne) monométhyl éther (POE) par 'oxychlorure de
phosphore, suivie d'une hydrolyse (Schéma II-1). Cette synthése a été réalisée a partir de POEs
de masse molaire moyenne en nombre (M, ) comprises entre 350 et 20 000 g/mol. L'analyse par
spectrométrie de masse Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-
TOF) a montré 1'obtention d'un mélange constitué du POE de départ et des composés a extrémité
phosphorylée & une, deux et trois branches POE.® Ces POE ont été utilisés pour stabiliser des
nanoparticules d'oxyde de fer.*® Tromsdorf ez al.* ont montré I'influence de la longueur du POE
sur l'aptitude a résister a 1’adsorption d'une protéine plasmatique. Liu ef al.’ ont démontré que
l'augmentation de la longueur de la chaine de POE (M, de 2 000 et 20 000 g/mol) améliore la

stabilisation colloidale des nanoparticules d’oxyde de fer.

/\?OWOCH3 /\%OWOCHs

0= p cl o= P OH
CI OH

o O/\J( WOCH H.O o/\(’OWOCHs
cl HE> 9;,+1 , —>—— O=R- o\/g JOCHs
O=P—CI 0= P O\//§o/\\%OCH3 O

C

o> HO~FocH, /\éo\/é\OCHs
O=R- O\/QO/\/}OCHS 0=R- OWO/\)[OC%
wo/\%ocm \/6 /\/)OCHs

Schéma II-1. Synthése de POEs a extrémité acide phosphonique par estérification puis
hydrolyse.°
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Des POEs a extrémité acide phosphonique ont également été synthétisés par addition
radicalaire'*" et addition de Michael.'® Essahli ez al.'* ont synthétisé des POEs & extrémité acide
phosphonique par télomérisation radicalaire a partir de POEs de M, de 400, 2 000 et 4 670 g/mol
avec un taux de fonctionnalisation quantitatif pour le POE de M, = 400 g/mol (Schéma I1-2), en

vue de les utiliser en tant qu'additifs dans des formulations de ciment.

0
Z i on |PO'—OH
HOOC_CHZ_SH OH R_o_g_CHZ_S/\/éH

R-OH R-O-C—CH,~SH
o) o}

R= H=O{CH,~CH,~O}-H ou H3C—O{CH,~CH,~O}-H ou CigHs;—OFCH;—CH,~O)5H

Schéma II-2. Synthése de POEs & extrémité acide phosphonique par addition radicalaire.'

Traine et al” ont également utilis¢ l'addition radicalaire de I'hydrogénophosphonate de
diméthyle sur un tétraoxyde d'éthyléne préalablement fonctionnalisé par une extrémité alcéne
pour synthétiser un tétraoxyde d'éthyléne a extrémité acide phosphonique aprés déalkylation,
pour stabiliser des particules d’oxyde d'yttrium Y,O; (Schéma II-3).

N
Br

NaOH, THF, Reflux, 3h

(0] (0]

Diisopropyléthylamine
Chlorure d'acétyle

o (ID DCM, 0°C, 3h
. i ot I
- V\/OV\O/\/O\/\Ok /\/OV\O/\/O\/\O
—0 peroxybenzoate de tert-butyle
105°C, 4,5h

1. TMSBr, DCM, 24h
2. MeOH, 24 h
3. HCI, 30 min

0
E/\/O\/\O/\/OV\OH
HO™ "on
Schéma I1I-3. Synthése d'un tétraoxyde d'éthylene a extrémité acide phosphonique par addition

. . 1
radicalaire."

L'équipe de Riffle'® a proposé la synthése d'un POE & extrémité acide phosphonique par addition
de Michael entre un POE modifié par une extrémité chlorure d'ammonium de M, = 8 300 g/mole
et un vinyl diéthyl phosphate (Schéma II-4). La conversion, calculée a partir de la spectroscopie

par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 'H), est de 100%. Ils ont montré que ce
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POE a extrémité¢ acide phosphonique présentait une aptitude supérieure a la stabilisation de

nanoparticules d'oxyde de fer dans le milieu physiologique que leurs homologues a extrémité
carboxylate ou ammonium.

N/ |

| THF | © o /\S'/\/\O{/\/ O}H
s> oH s >0 Z ¥ X

| K I 1. THF, 25°C cl

@ 2.CH3COOH  pMF, 70°C @® O

Il EtOH,TEA  CI
3 ® s | o)
</\O>£P\/\”/\/S\/\S:i/\/\o/{/\/ol;H ‘7070 c HaN~ > \/\Sli/\/\ol{/\/ ])\(H

1]
P
1. DCM, TMSB, 25°C, 24 h to )2

2. MeCOH, 25°C, 2 h

Schéma IT-4. Synthése d'un POE a extrémité acide phosphonique par addition de Michael. '

Mosquet ef al.'’ et Shephard et al.® ont synthétisé¢ des POEs a fonctionnalité phosphonate par la
réaction de Moedritzer-Irani (Schéma II-5)."® Cette synthése a été réalisée a partir d'un POE a
extrémité amine de M, = 550 g/mol. Ces polyméres ont été utilisés comme stabilisants stériques

. . 1
de suspensions colloidales’> et pour le recouvrement

de nanoparticules d’oxydes
métalliques.”**,

HO
: S0
HaC Reflux Hs O~ OH
3 ‘éo 101\/\NH2 + H3PO3 4+ CH,O “ha (‘O/\/)ﬂ N
JOH
_P
O~ OH

Schéma II-S. Synthése d'un POE a extrémité acide phosphonique par réaction de Moedritzer-

- 18
Irani.

Pour notre part, nous avons étudié¢ deux stratégies de synthése de POEs a extrémité acide
phosphonique” (Schéma I1-6). La 1 approche a consisté & modifier I’hydrogénophosphonate de
di(m)éthyle pour ancrer un groupement alcyne par une réaction d’Atherton-Todd suivie d’une
réaction de chimie ‘click’ pour ancrer un POE commercial (Schéma II-6, stratégie 1). Le POE
commercial choisi dans un 1° temps est un POE de masse M, = 2 000 g/mol, connu pour ses
propriétés de furtivité."

i Une partie de ce travail a été publiée dans J. Polym. Sci.; Part A: Polym. Chem. 2013, 51, 415-423.
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La 2°™ approche combine les réactions de Kabachnik-Fields et de chimie ‘click’. La réaction de
Kabachnik-Fields conduit a un o-aminophosphonate a partir d'une amine, ici la
N-propargylamine qui permet d'introduire le groupement alcyne, et d'un aldéhyde (Schéma II-6,
stratégie 2). Selon la nature de l'aldéhyde, cette stratégie permet, outre l'ancrage d'une
fonctionnalité alcyne, de pouvoir disposer d'un deuxiéme site fonctionnel orthogonal, réactif vis-
a-vis de biomolécules. Le choix s'est porté sur la fonctionnalité furane en raison de son aptitude a
réagir, selon une réaction de cycloaddition [4+2] de Diels-Alder, avec des biomolécules a
20,21

L, e, P , . . A , . 22 .
extrémité maléimide.” " De plus, cette réaction a la particularité d'étre thermoréversible,” ce qui

. o ATz 2
ouvre des perspectives pour la libération contrélée de substances actives.*

Cette 2°™ approche a tout d'abord été étudiée & partir du benzaldéhyde et d'un POE de masse
M, =2 000 g/mol puis a ensuite été étendue a des furaldéhydes : le 2- et le 3-carboxaldéhyde
furane en vue d'é¢tudier l'influence éventuelle de la position du site d’ancrage du groupement
furane sur son aptitude a subir une réaction de Diels-Alder, qui fera I'objet du chapitre III. La
derniere étape consiste en une déalkylation de 1'extrémité phosphonate pour accéder a des POEs
a fonctionnalité acide phosphonique (Schéma I1-6).

Stratéagie 1
OR4 - OR4
RO-P—H + HN-CHy-C=cH __reaction RyO~P—NH-CH,~C<CH
O d'Atherton-Todd
R4: -CHj3 ou -C,H;5 réaction de

*+ PEO-N3 | chimie 'click’
W R,O- P\LCH}NH CHZQ/N\/\L ~_yOCH;
HO- P\LCH-}NH CHZQNW ) OCH; x=0ou 1

réaction de
+ PEO-N3 | chimie 'click’

Stratégie 2

OR; o OR
Ry-CHO + HN-CH,~C=CH + R,0-P—H _eactonde R,o- P—CH—NH-CH,~C=CH

Kabachnik-Fields O R2
DLy T

Schéma I1-6. Stratégie générale de syntheése de POEs a extrémité acide phosphonique.
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La synthése de POEs a extrémité acide phosphonique a tout d’abord été réalisée par la

combinaison des réactions d’Atherton-Todd et de chimie “click’.

I- Synth se de poly(oxyde d’ thyl ne)s a extrémité phosphonate par
combinaison des r actions d’Atherton-Todd et de chimie ‘click’

La fonctionnalisation d'un POE par un groupement phosphonate a été réalisée en deux
étapes. Dans un 1% temps, les hydrogénophosphonates de diméthyle et de diéthyle ont été
fonctionnalisés par un groupement alcyne par une réaction d'Atherton-Todd avec la N-
propargylamine. Les N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines obtenues ont été couplées a

un azoture de POE par une réaction de chimie ‘click’.
I-1.  Rappels bibliographiques sur la réaction d'Atherton-Todd

La réaction d’Atherton-Todd est une réaction classique de la chimie des composés
organophosphorés.***> Cette réaction ‘one pot’*® a été décrite pour la premiére fois en 1945 par
Atherton, Openshaw et Todd qui ont réalisé la transformation d'hydrogénophosphonates de
dialkyle en phosphoramides par des amines en présence de tétrachlorure de carbone et d'une

base, telle la triéthylamine (Schéma I1-7).>"*®

o ., H cCl, O
_Po N-Ry,————» p___+ CHCI; + B,HCI
R1OI-I| OR; R/3 2 Base (B) R1OI\] OR; ®
R, Ro
2 R, = alkyle, H

R4 = alkyle, phényle
R3 = alkyle, H

Schéma II-7. Schéma réactionnel général de la réaction d’Atherton-Todd.

Le tétrachlorure de carbone peut étre remplacé par d’autres polyhalogénoalcanes tels que le
bromotrichlorométhane ou 1’iodotrichlorométhane. Parmi les composés polyhalogénés, le
bromotrichlorométhane s'est avéré le plus efficace. Par contre, la substitution par du fluor dans
les composés polyhalogénés conduit a un effet opposé.”” Dans le cas des hydrogénophosphonates
de dialkyle stériquement encombrés comme [’hydrogénophosphonate de di-tert-butyle, la

phosphorylation n'est possible qu'en présence de tétrabromure de carbone.”

Des études ont également montré la nécessité d'effectuer la réaction en milieu basique.*® En effet,

la réaction entre le tétrachlorure de carbone, la triéthylamine et 1'hydrogénophosphonate de
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dialkyle a conduit a l'intermédiaire chlorophosphonate de dialkyle (RO),P(O)-Cl trés réactif,*'*

identifié par spectroscopiec RMN du phosphore (*'P),** dont I'instabilité augmente en milieu
acide.

Le mécanisme réactionnel, proposé par 1’équipe d’Atherton”’, a été confirmé quelques années

plus tard suite & une étude théorique ab initio (Schéma 11-8) réalisée par Georgiev et al.>

(RORPOH + B —— [ROPO] + BH
(ROLPO|” + co, —=———= RoOnLPOCI * cois
ROLPOH + ccy —————= I[RORPO)| + cHcl,
BH* + ccy ——— B *  CHCl,

Schéma I1-8. Mécanisme général de la réaction d’Atherton-Todd.”’

Des études complémentaires ont montré que la réaction d'Atherton-Todd pouvait étre réalisée en
systéme biphasique a ’aide d’un catalyseur de transfert de phase, tel que les sels d’ammonium.**
Wang et al.*® ont indiqué que la réaction d’Atherton-Todd peut aussi avoir lieu en présence d’un

alcool tel que le méthanol.

Cette réaction a également été utilisée dans le domaine de la chimie des polymeéres. Brosse et
al.>® ont été les premiers & rapporter la modification chimique via la réaction d'Atherton-Todd
d'un poly(propyléne H-phosphonate) pour fixer des amines pharmacologiquement actives. Cette
stratégie™® a également été appliquée pour fixer une amine pharmacologiquement active sur un
polymére biodégradable, le poly(tétraoxyde d’éthyléne H-phosphonate) avec un taux de
fonctionnalisation de 78% (Schéma II-9).

Q ccl Q

|1 4 ||
4{»¢+OCHZCH2ﬂ— +  HN(CHCH,Cl), ——— { g—EOCHzCHZﬂ_

X n ° N(CH,CH,Cl), n

Schéma I1-9. Réaction d’Atherton-Todd entre la bis(2-chloroéthyl)amine et le poly(tétraoxyde

d’éthyléne H-phosphonate).*

En 2002, Georgieva et al’’ ont synthétisé des polyphosphoesters a partir de poly(oxyde
d’éthyléne H-phosphonate)s de M, =1 900 et 4 700 g/mol par réaction d'Atherton-Todd avec le

méthanol (Schéma II-10). Les groupements méthoxy ont ensuite subi une réaction de
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déalkylation pour immobiliser la cystéamine par liaison ionique avec un taux de
fonctionnalisation compris entre 24 et 99%. Leur efficacité en tant qu'agent de radioprotection a
ét¢ démontrée et dépend a la fois de la longueur du squelette polymére et du taux de

fonctionnalisation.

0 0
Il |

H3CHZCCO—FI>+OCHZCH2—}30+FI>+OCHZCH2+130+H
H

H n

ccl,
(CoHs)3N
CH,OH

o) 0
11 |1
H3CHZCCO—F|>+OCH2CH2—}9+¢+OCHZCH2—}Q0+H
n

OCH; OCH;
Schéma II-10. Réaction d’Atherton-Todd en présence de méthanol.”’

En 2011, Oussadi er al’® ont réalisé la synthése d'un poly(oxyéthyléne phosphonate)-g-
poly(oxyde d’éthyléne) selon la stratégie « grafting onto » par combinaison des réactions
d’Atherton-Todd et de chimie ‘click’ (Schéma II-11). Un poly(tétraoxyéthyléne H-phosphonate)
a tout d'abord été fonctionnalisé par des groupements N-propargylamine par réaction d'Atherton-
Todd avec une conversion de 96% puis les groupements alcyne du poly(oxyéthyléne
phosphonate) obtenu ont été engagés dans une réaction de chimie ‘click’” avec 1’azoture de POE
de masse M, =2 000 g/mol. La conversion, déterminée par RMN lH, a été estimée a 85%.

H
, H H
Y - Y | |
X HCO-P=OCH; ™y HO(CHCHOMH — ~  14,01-P-0O{-CH,~CH,~O—H-P-0OCH,
o] 'c') 4
n

. DCM/CCI,
H,N-CH,—C=CH
(@] 2 2 TEA
,’,\I\N/\/é \/\>EO/ o
N 1
CH gH
- 2 - 2
HN o Ny Ao HN
P—O—CH,~CH,—0 P—OWLCHz‘CHz—Oﬁ
(”) 4N CuBr/PMDETA/DCM (”) 4|n

Schéma II-11. Synthése d'un poly(oxyéthyléne phosphate)-g-poly(oxyde d'éthyléne) selon la

stratégie "grafting onto" par combinaison des réactions d'Atherton-Todd et de chimie "click".
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I-2.  Synthése des N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines

La synthése de la N-diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 1, décrite par Zwierzak™, a

28,29
4>

été réalisée selon la méthode d'Atherton-Tod (Schéma 1I-12) en utilisant des conditions

opératoires préalablement mises au point au Laboratoire.*®

0 ccl, Q _
Rig-P-H + HN—Z ~1ga = HoPNHZ
R-O R-O
1.R= -C2H5
2.R=-CHj

Schéma I1I-12. Synthése des N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines.

En fin de réaction, 1 a été obtenu avec un rendement de 55% apres distillation (Tebg torr = 71°C
: litt.> Tebos torr = 74 - 75°C). L'analyse du spectre RMN 'H de 1 (Figure II-1) montre la
disparition du signal caractéristique du groupement P-H de I'hydrogénophosphonate de diéthyle a
6,85 ppm et l'apparition du signal du groupement CH, en o de NH a 3,68 ppm. De plus, le
rapport des intégrations entre le groupement méthyle (a, Figure II-1), le groupement CH; en a de
NH (d, Figure II-1) et I'hydrogeéne de l'alcyne (e, Figure II-1) de 6,00:2,03:0,95 montre que la
réaction est effective. Enfin, la spectrométrie de masse haute résolution (SM-HR) confirme
I'obtention du produit pur ((M+H gy, = 192,0790 ; [M+H Jeare. = 192,0790).

(0] e
a A g PRn_=Z
0 d
a
b
e
d
C
j‘l\_ ar
S!E 8!0 ?!5 ?!U E.IE E.I-’J 5!5 5!!1 4!5 -1!!1 3 !!5 L SID 2:5 !.I-'.'I 1.‘5 L 1!-’.1 0!5 PPR
BE e Bk
Figure II-1. Spectre RMN 'H de la N-diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 1 ; solvant :

CDCl.
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Cette procédure a également été utilisée pour synthétiser la N-diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-
amine 2, non décrite dans la littérature, car l'extrémité phosphonate de diméthyle est réputée plus
sensible & I'hydrolyse que son homologue diéthyle.* En fin de réaction, le solide obtenu a été
purifié par recristallisation dans le mélange de solvants dichlorométhane (DCM)/n-hexane (v/v
1/1), conduisant & une poudre beige avec un rendement final de 22%. Le spectre RMN 'H de 2
(Figure I1-2) montre la disparition totale du signal a 5,52 ppm caractéristique du proton du
groupement P-H de I'hydrogénophosphonate de diméthyle et I’apparition des signaux a 3,33 ppm
(b, Figure II-2) et a 2,29 ppm (d, Figure II-2) caractéristiques des protons N-H et =CH,

respectivement, avec un rapport des intégrations de 1,01:1,00.

g ]
Figure I1-2. Spectre RMN 'H de la N-diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 2 ; solvant :
CDCl;.

Par ailleurs, la SM-HR confirme I’obtention du produit 2 avec une masse obtenue [M+H'] de
164,0480 ([M+H Jeatc. = 164,0477).

I-3. Réaction de chimie ‘click’ entre D’azoture de poly(oxyde d’ thyl ne)
monométhyl éther 2 000 et la N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine

L'ancrage de I'extrémité  phosphonate a eté réalisé entre les
N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines 1 et 2 et 1'azoture de POE de M, = 2 000 g/mol
par une réaction de chimie ‘click’ (Schéma II-13). L'azoture de POE de M, =2 000 g/mol a été

synthétisé selon une procédure classique’’ par mésylation du poly(oxyde d'éthyléne)
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monométhyl éther a extrémité hydroxyle, suivie d'une substitution nucléophile avec 1'azoture de
sodium. Sa puret¢ a ¢été confirmée par spectrométriec de masse MALDI-TOF (Partie
expérimentale, Figure PE-1).

La réaction de chimie ‘click’ a été réalisée dans le N,N-diméthylformamide (DMF) a température
ambiante (TA) en utilisant un rapport steechiométrique entre 1'azoture de POE et les groupements
alcyne de 1 ou 2 en présence du systtme catalytique Cu()Br/N,N,N' N, N"-
pentaméthyldiéthylénetriamine (PMDETA) pendant 24 h.* En fin de réaction, le cuivre a été
¢liminé par extraction avec une solution aqueuse de sel de sodium de I'acide éthyléne diamine
tétraacétique (0,03 mol/L). Le polymeére pur, obtenu apres précipitation dans 1’éther diéthylique a
froid, se présente sous forme d'un solide jaune qui a été analysé par analyse élémentaire pour

déterminer la teneur en cuivre restant dans le produit final (mc, < 50 ppm).

O
R.g-P-NH_Z HCOL oMo Rso,lil)—NH\/(/\ N~ 0},
= N=N A

R-O CuBr/PMDETA/DMF R
1, 3.R= -CzH5
2, 4 R= -CH3
Schéma II-13. Réaction de chimie ‘click’ entre 1’azoture de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl

éther 2 000 et la di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine.

La réaction a tout d'abord été réalisée a partir de 1. Les spectres RMN 'Hde 1 (Figure 1I-1) et du
POE a extrémité diéthylphosphoryle 3 obtenu (Figure II-3) montrent le déplacement du proton
du groupement alcyne de 2,25 ppm (e, Figure II-1) a 7,70 ppm (e, Figure II-3) caractéristique du
proton du cycle triazole ainsi que le déplacement du groupement méthyléne directement 1ié¢ a la
fonctionnalité alcyne de 3,68 ppm (d, Figure II-1) a 4,22 ppm (d, Figure II-3) caractéristique des
protons liés au cycle triazole, mettant en évidence que la réaction de chimie ‘click’ a eu lieu. Le
rapport des intégrations du pic triazole (e, Figure 11-3) et des protons du groupement méthyle de
l'extrémité diéthylphosphoryle (a, Figure II-3) est de 6:0,96, ce qui atteste que la réaction de

‘click’ chemistry est quantitative. Le rendement global de la réaction est de 70%.

De plus, ’analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF du POE a fonctionnalité
diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 3 (Figure II-4) montre une seule série avec un écart
moyen entre chaque pic de 44,04 caractéristique de 1’unité constitutive du POE (M, =
44,0262). D’autre part, le pic m/z = 1900,15 correspond au POE a extrémité phosphoramide avec

37 unités oxyde d'éthyléne contenant, outre I’atome de sodium responsable de I’ionisation, d’une
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part, le groupement monométhyl éther et, d’autre part, I’extrémité diéthoxyphosphorylprop-2-yn-
I-amine (M/Zcae. = 1900,006).

a9 a N
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Figure II-3. Spectre RMN 'H de la réaction de chimie ‘click’ entre 1’azoture de POE 2 000 et la
diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 1 ; solvant : CDCls.

i LAl

M= 1900.15 (n=37)
4000 { l/\o,llg—NH\/(/\'/\l-F\/oé\ . Na+
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Figure I1-4. Spectre de masse MALDI-TOF de la réaction de chimie ‘click’ entre 1’azoture de
POE 2 000 et la diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 1 ; matrice : 2-[(2E)-3-(4-tert-
butylphényl)-2-méthylprop-2-énylidéne]malononitrile (DCTB), trifluoroacétate de sodium
(NaTFA).
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La réaction a ensuite ¢été réalisée a partir de la N-diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 2 dans
les mémes conditions opératoires que pour 1. Le spectre RMN 'H de 4 (Figure II-5) montre un
singulet a 7,70 ppm caractéristique du proton du cycle triazole, mettant en évidence que la
réaction a bien eu lieu. Par ailleurs, le rapport des intégrations entre les pics du proton du cycle
triazole (e, Figure II-5) et des protons du groupement méthyle du POE (I, Figure II-5) de
3,00:0,96 conduit a une conversion de 96% pour un rendement de 72%.

C
b @ ¢ f ko
\O—,IIZI’—NH\d/(/\ 'Z‘\go(\/\oag (k)

Figure II-5. Spectre RMN 'H de la réaction de chimie ‘click’ entre 1’azoture de POE 2000 et la
diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 2 ; solvant : CDCl;.

L’analyse par spectrométriec de masse MALDI-TOF du POE a fonctionnalité
diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 4 conduit a un spectre de masse (Figure II-6) avec un
écart moyen entre chaque pic de 44,02 caractéristique de I'unité constitutive du poly(oxyde
d’éthylene) (Mcaie. = 44,0262). D’autre part, la valeur m/z = 1828,13 correspond au poly(oxyde
d’éthyléne) a extrémité phosphoramidate avec 36 unités oxyde d’éthyléne contenant, outre
I’atome de sodium responsable de I’ionisation, d’une part, le groupement monométhyl éther et,
d’autre part, I’extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine (m/zq.. = 1828,00).

54



Chapitre I1-Synthése de POEs fonctionnalisés a extrémité acide phosphonique

= 182813 (n=36)
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Figure II-6. Spectre de masse MALDI-TOF de la réaction de chimie «click» entre 1’azoture de
POE 2 000 et la diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 2 ; matrice : DCTB, NaTFA.

I-4. Déalkylation du poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther extr mit
di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine

La dernicre étape pour obtenir un POE a extrémité acide phosphonique consiste a réaliser
la déprotection de la fonction phosphonate. Elle a été réalisée par déalkylation, dont les
conditions de réaction sont plus douces qu'une hydrolyse.”’ La déalkylation a été effectuée a
partir de 3 et 4 en deux étapes sans isoler le produit intermédiaire.*’ La 17 étape se déroule a TA
pendant 24 h en utilisant du bromure de triméthylsilyle (TMSBr) dans le DCM. La 2°™ étape
consiste en une éthanolyse effectuée a TA pendant 24 h (Schéma II-14).

NHfN{—VO o-P- NHV(\N{—\/O%

R o ” 1. TMSBr, DCM, TA, 24h HO
2. EtOH, TA, 24h
3. R = -C2H5

4.R =-CHj

Schéma II-14. Réaction du POE a extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine avec
TMSBr.
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A titre d'exemple, I’analyse RMN *'P montre le déplacement du signal a 10,86 ppm
caractéristique du phosphore du POE a extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 4
(Figure II-7A) a 1,22 ppm (Figure II-7B), ce qui est en accord avec les valeurs rapportées dans la
littérature pour des acides a-aminophosphoniques.*® La spectroscopie RMN 'H confirme
¢galement la disparition totale du signal a 3,72 ppm caractéristique des CH; du groupement
diméthylphosphonate et un déplacement du signal du groupement CH, li¢ au groupe

phosphoramidate de 4,22 a 4,37 ppm.

10.86
1.22

I T T T T T T T I T 1T T T T T T T T T T 1
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Figure II-7. Spectres RMN *'P du POE a extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 4
(A) avant déalkylation ; solvant : CDCls, et (B) apres déalkylation ; solvant : CD;0D.

L'analyse MALDI-TOF de 4 (Figure II-8) montre une seule population avec un écart moyen
entre chaque pic de 44,10 caract ristique de I'unit constitutive du poly(oxyde d’ thyl ne) (Mcalc.
= 44,0262). Toutefois, le pic & m/z = 1956,28 correspond au polymere avec 41 unités oxyde
d’ thyl ne contenant, outre I’atome de potassium responsable de I’ionisation, d’une part, le
groupement monom thyl ther et, d’autre part, ’extr mit triazole aminom thyle (m/Zcyc =
1956,11). La réaction de déalkylation, effectuée en présence de TMSBr, a donc entrainé la
rupture de la liaison P-N du POE a extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 4
(Schéma II-15). Ce phénomeéne a déja été rapporté dans la littérature dans le cas de

. . . . . 45
phosphoramidates obtenus a partir d'amines secondaires.
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O
0] HO»IE;—NH\/(/\',\I{—\/O%
% y =N n
R\Ofﬁ—NHf’,\‘{—\/oé\ HO N
R-O N=N n 1. TMSBr, DCM, TA, 24h

2. EtOH, TA, 24h

3.R=-CyH;s \ NHz\/(/\,ZI'F\/Oéﬁ
N:

4.R=-CH,

Schéma II-15. Réaction du POE a extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine avec
TMSBr.

M = 1956,28 (n = 41)

1500 1700 1900 2100 2300 m/z

Figure II-8. Spectre de masse MALDI-TOF du POE 2 000 a extrémité
diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine 4 apres déalkylation ; matrice : acide a-cyano-4-

hydroxycinnamique (HCCA), trifluoroacétate de potassium (KTFA).
I-5.  Conclusion
La syntheése de poly(oxyde d'éthyléne)s a extrémité acide phosphonique a été étudiée
selon une stratégie faisant intervenir :

- une réaction d'Atherton-Todd qui permet d’introduire la fonction alcyne entre un

hydrogénophosphonate de di(m)éthyle et la N-propargylamine,
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- une réaction de chimie ‘click’ pour conjuguer le groupement alcyne de Ia
di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine et le groupement azoture du poly(oxyde
d’éthyleéne) monométhyl éther 2 000,

- une réaction de déalkylation.

Tout d’abord, la diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine et la diméthoxylphosphorylprop-2-yn-1-
amine, non décrite dans la littérature, ont été synthétisées avec des rendements de 55 % et 22 %,
respectivement. La réaction de chimie ‘click’ entre la di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine
et I’azoture du poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther 2 000, réalisée en présence du systéme
catalytique Cu(I)Br/PMDETA dans le DMF a permis d'accéder a des poly(oxyde d'éthyléne)s a
extrémité phosphonate de di(m)éthyle, comme l'attestent les analyses MALDI-TOF. Par contre,
la réaction de déalkylation pour générer l'extrémité acide phosphonique effectuée en présence de
TMSBr a entrainé la rupture de la liaison P-N et a conduit a des poly(oxyde éthyléne)s a
extrémité triazole aminoalkyle. Ces résultats nous ont amené a proposer une nouvelle stratégie
pour préparer des poly(oxyde d'éthyléne)s a extrémité acide phosphonique en introduisant une
liaison P-C plus résistante entre 1'extrémité phosphoryle et la chaine poly(oxyde d'éthyléne) en

utilisant la réaction de Kabachnik-Fields.***

II- Synth se de poly(oxyde d’ thyl ne)s a extrémité acide phosphonique
par combinaison des réactions de Kabachnik-Fields et de chimie ‘click’

La fonctionnalisation d'un POE commercial par un groupement acide phosphonique par
combinaison d'une réaction de Kabachnik-Fields et d'une réaction de chimie ‘click’ permet de
remplacer la liaison P-N sensible a la déalkylation par une liaison P-C plus résistante et
d'introduire un groupement fonctionnel supplémentaire, site potentiel d'ancrage de biomolécules
(Schéma I1-16).

(0] . - R
: 5 I tacti imie 'click’
H3CO—II;—H réaction de Kabachnik-Fields H3CO—P-éH-NH-CH2-CECH réaction de chimie 'click
OcH, HN-CHy~C=CH/R'CHO OCH, CuBr/DMF/PMDETA

R'= Ar, furfuryl
R NeN déalkylation 0K NeN
ot G en g o oo pamrandl g joan
3

Schéma II-16. Stratégie générale de synthese de POEs a extrémité acide phosphonique par

combinaison des réactions de Kabachnik-Fields et de chimie ‘click’.
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La synthése d'a-aminophosphonates a tout d'abord été¢ étudiée a partir d'une molécule modéle, le
benzaldéhyde, puis a partir de carboxaldéhyde furanes, dont la fonctionnalité furane pourra
ensuite étre mobilisée pour ancrer des (bio)molécules a extrémité maléimide selon la réaction de
chimie ‘click’ de Diels-Alder.”’?' Les 2- et 3-carboxaldéhyde furanes ont été utilisés afin de
déterminer l'influence de la position du site d'ancrage du POE sur I'aptitude du furane a subir une
réaction de Diels-Alder.

II-1. Rappels bibliographiques sur la réaction de Kabachnik-Fields

La synthése de dérivés a-aminophosphonate a suscité un intérét croissant en chimie
organique et médicinale en raison de leur activité biologique et pharmacologique.*® De
nombreuses stratégies ont été développées pour synthétiser des a-aminophosphonates.*®*7#-01
Parmi ces stratégies, la réaction de Kabachnik-Fields ' constitue une méthode de choix pour la
synth se d’a-aminophosphonates. Cette réaction, indépendamment découverte par Kabachnik et
Medved* et par Fields*” en 1952, est une réaction a trois composants s'effectuant en ‘one pot’
(Schéma I1-17). Elle est réalisée a partir d'une amine, d'un dérivé carbonylé (aldéhyde ou cétone)
et d'un dérivé hydrophosphoryle. Cette réaction peut étre conduite en présence ou en absence de
solvant et de catalyseur et le dérivé hydrophosphoryle le plus utilisé est un

hydrogénophosphonate de dialkyle.**-#7->%3%33

H
H R3 9 I R O
| + PegRs ————  ReNGp
R1—N, + o= -0 >l/ “o-Ra
H R2 H O_R4 Rz O\R
4
Ry =H alkyle R, = H ; méthyle R, = alkyle

R3 = H ; alkyle ; phényle

Schéma I1-17. Schéma général de la réaction de Kabachnik-Fields.

Bien que plusieurs mécanismes aient été proposés, le mécanisme réactionnel de la réaction de
Kabachnik-Fields n’est,  I'heure actuelle, pas compl tement lucid .>' 11 semble que le

— . g e 49,56
mécanisme dépende de la nature des réactifs.””

Deux mécanismes généraux ont été proposés
(Schéma II-18) qui se distinguent par 'ordre dans lequel se font les deux étapes. La proposition
A (Schéma II-18) consiste en une condensation de 1’amine sur le compos carbonyl suivie de
I’hydrophosphorylation de I’imine interm diaire pour obtenir I’a-aminophosphonate, cette
deuxiéme étape correspondant a une réaction de Pudovik.”” Dans la proposition B (Schéma II-

18), l'a-aminophosphonate  est formé par une  hydroxyphosphorylation de
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I'hydrogénophosphonate de dialkyle sur le composé carbonylé, qui constitue une réaction

d'Abramov,”® suivie de I’amination de I’hydroxyphosphonate intermédiaire.

/ ~
Proposition A \O_C\ * _NHZJ + /P(O)H
~ \
\

N~
_C=N— |
o p
imine 0-P—C—N
[
aminophosphonate
- / .
Proposition B /P(O)H + OZC\ + —NH, H20
J
~
hydroxyphosphonate
\
O=P-C-OH
/o

Schéma I1-18. Propositions de mécanismes de la réaction de Kabachnik-Fields.>

Gancarz’’

a expliqué que la présence d’un électrophile (le composé carbonylé) et de deux
nucléophiles (une amine et un hydrogénophosphonate de dialkyle) peut conduire a une
compétition sur le centre électrophile. Cet auteur a étudié l'influence de la nature du dérivé
carbonylé¢ (pentanal, propanone, fluorénone et benzophénone) sur la réaction de
Kabachnik-Fields effectuée en présence de n-butylamine et d'hydrogénophosphonate de diéthyle.
Il a montré, par des analyses RMN 'H et *'P ainsi que par modélisation, que 1’addition
nucléophile de 1'amine et la formation d’imine sont plus rapides que ’attaque nucléophile de
I'hydrogénophosphonate de diéthyle sur le composé carbonylé dans le cas du pentanal et de la
propanone. Par contre, il a observé un comportement inverse dans le cas de la benzophénone et
de la fluorénone. Outre les facteurs électroniques et stériques, Gancarz explique cette différence
de comportement par le caractére acide dur des dérivés carbonylés aliphatiques qui réagissent
préférentiellement sur 'amine de caractére base dure d'aprés la terminologie de Pearson.®® Par
contre, les dérivés carbonylés aromatiques sont des acides mous qui réagissent préférentiellement

sur I'hydrogénophosphonate de dialkyle qui est une base molle.”**’

Bien que la réaction de Kabachnik-Fields ne nécessite pas de catalyseur, des réactions ont été

1 les triflates de

51

conduites en présence de catalyseurs tels que le perchlorate de lithium,

lanthanide en présence du sulfate de magnésium,*” le trichlorure d'indium,’’ le trichlorure
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.. C,s - .~ 64 .. . 65
d'alurmnlum,63 le pentachlorure de tantale associé a la silice SiO,”" et le diiodure de samarium

et ont permis d’améliorer le rendement de la réaction.

L’équipe de Szekrényi’* a utilisé l'irradiation micro-ondes pour effectuer la condensation d'une
amine primaire ou secondaire sur des dérivés carbonylés (aldéhyde ou cétone) et un
hydrogénophosphonate de dialkyle ou 1'hydrogénophosphonate de diphényle en absence de
catalyseur et de solvant (Schéma II-19). Les résultats obtenus montrent que la réaction est

beaucoup plus rapide (20 minutes) qu'en solution (8 heures).

Micro-ondes Y. 0
9 O\\p/X A R
ZNH, + C + AN ZNH—C—-PX,
Y7V, H X sans solvant )
2

Yi | H Ph  Ph

Z=Ph, Bn X =MeO, EtO, Ph

Yz‘ H H Me

Schéma II-19. Synthése d'a-aminophosphonates par irradiation micro-ondes.>*

La réaction de Kabachnik-Fields a également ¢été utilisée en chimie des polymeéres.
Trendafilova-Gercheva er al.®® ont utilisé la réaction de Kabachnik-Fields pour effectuer la
phosphorylation entre 1’hydrogénophosphonate de diméthyle, le formaldéhyde et le copolymére
poly(N-vinylpyrrolidone-co-vinylamine) (Schéma II-20). L'analyse é¢élémentaire ainsi que les
spectres RMN 'H et infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) montrent I'obtention d'un
mélange des deux produits A et B (Schéma II-20), issus de la mono- et de la diphosphorylation,

respectivement.

—{~CHy—CH-)—co{~CH,—Chi} (CH;O)POH * HEHO —{~CHy—CH-)—co{~CH,—Chij
N NH, N

0 ~H0 0 NH @
Cr o, Bfon
OCH3
2(CH;0),P(O)H + 2HCHO _ _
3VY)2 - +CH2 CNH%n_CO-(_CHZ CH}r—n— (”)
- 2 Q-??O N—CHZ_F:_OCH;;
(|)H2 OCH3
B O=F|’—OCH3
OCHj,

Schéma I1-20. Synthése d'un copolymere poly(N-vinylpyrrolidone-co-vinylamine) porteurs de

groupements latéraux aminophosphonate par réaction de Kabachnik-Fields.
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Ménard et al.®” ont décrit la synthése de résines contenant un acide a-aminoalkylphosphonique
par modification d'une résine poly(aminométhylstyréne) en utilisant la réaction de Kabachnik-
Fields a partir de I'hydrogénophosphonate de diéthyle suivie d'une hydrolyse ou par une addition
directe de l'acide phosphoreux (Schéma II-21).

n o n n
@CHO (EtO),P(O)H
CH,NH, Z=CHouN CHZ_N:CHO CHZ‘NH_CIHO
Z

0=p. 2
o
\\

HCI/H,O

CH2—NH-C|HO

o=p. Z
N
Ho ©OH

H3PO;3

Schéma II-21. Synthése de résines fonctionnalisées par des groupements acide

a-aminoalkylphosphonique par réaction de Kabachnik-Fields.

II-2. Syntheése des a-aminophosphonates

La synthése des oa-aminophosphonates est réalisée par une réaction de
Kabachnik-Fields***” en 2 étapes selon une procédure rapportée dans la littérature.®®

1I-2.1. Synthése du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle
La synthese du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (6) a été
effectuée en deux étapes selon le Schéma I1-22. Dans la 19 tape, I’imine N-benzylidéneprop-2-
yn-1-amine (5) a été synthétisée a partir du benzaldéhyde et de la N-propargylamine en présence
de tamis moléculaire 4A dans 1'éther diéthylique a TA pendant 4 h. La N-benzylidéneprop-2-yn-
l-amine a été obtenue avec un rendement de 77% (litt.*” 85%) aprés distillation (Tebo2 Torr =
48 °C) et se pr sente sous forme d’une huile incolore, qui a t caract ris e par spectroscopie
RMN 'H. On observe ainsi l'apparition d'un signal 4 8,56 ppm caractéristique du proton de la
fonction imine avec un rapport des intégrations entre les différents signaux de 5 en accord avec
la structure attendue. De plus, la SM-HR confirme l'obtention du produit pur ([M+H o =
144,0818 ; [M+H Jeale. = 144,0813).
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Ph—C/:O + H2N\/é Tam.is molléculaire Ph WN\/é
H éther diéthylique, TA, 24 h
5
HsC i Ph —~ _A8h HsC i =
3 o-P-H +Phy —N__= _2°0 | Mg P_NH_ZF
H3C‘O 5 H3C_O Ph 6

Schéma II-22. Synthese du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle 6.

Dans la deuxieéme étape, 1’addition de I'hydrogénophosphonate de diméthyle sur la liaison C=N
de I’imine est effectuée en absence de catalyseur et de solvant a 80°C pendant 8 h. Le
phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (6) a été obtenu, apres purification
par chromatographie sur colonne (acétate d’éthyle/acétonitrile : 80/20), avec un rendement de
85%. La structure de 6 a été confirmée par les spectroscopies FT-IR, RMN 'H, du carbone (°C)
et >'P et par SM-HR. L’analyse RMN 'H de 6 (Figure II-9B) montre la disparition du pic & 8,56
ppm caractéristique du proton de la liaison CH=N de 5 (d, Figure 1I-9A) et 1’apparition d’un
nouveau pic a 4,39 ppm caractéristique du proton de la liaison CH(P) de 6 (d’, Figure 11-9B).

d ¢] h g h A
c CH=N—CH,—C=CH

b a d

O

o
HiC.o-PINHIZ, aib, ¢
H3C_O f
o
b

Figure I1-9. Spectres RMN 'H (A) du N-benzylidéneprop-2-yn-1-amine 5 et (B) du
phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle 6; solvant : CDCl;.
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De plus, le spectre RMN *'P de 6 (Figure II-10) montre I’apparition d’un singulet & 25,06 ppm,
ce qui est en accord avec les valeurs rapportées dans la littérature pour des dérivés
aminophosphonate.””’"* Le produit 6, analysé par SM-HR, donne un pic unique a 253,0882 qui

correspond & [M+H Jeqrc. : 253,0868.

HaC.y-P_NH_Z
H3C_O

\

L

T T T T T T T T T T T T T
85 50 45 40 35 k] 25 20 18 10 8 L] -5 ppm

Figure I1-10. Spectre RMN 3P du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle 6
; solvant : CDCls.

Des tentatives de réaction de Kabachnik-Fields en ‘one pot” ont été réalisées a 80°C pendant 8 h
en absence de catalyseur et de solvant. Dans tous les cas, le solide rouge obtenu a été purifié par
chromatographie sur colonne (acétate d’éthyle/acétonitrile : 80/20) avec un rendement n'excédant
pas 10%. De méme, les tentatives de synthese directe de 1'acide a-aminophosphonique a partir de
l'acide phosphoreux ont échoué. Les syntheéses des a-aminophosphonates par la réaction de
Kabachnik-Fields ont, par conséquent, toutes été réalisées en deux étapes distinctes avec

1solement de l'imine intermédiaire.

Le mode opératoire, validé a partir de 1'aldéhyde modéle : le benzaldéhyde, a ensuite été appliqué
aux 2- et 3-carboxaldéhyde furanes.
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1I-2.2. Synthése des  furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonates de
diméthyle
La réaction de Kabachnik-Fields entre le 2- ou le 3-carboxaldéhyde furane, la
N-propargylamine et 1'hydrogénophosphonate de diméthyle est effectuée comme suit (Schéma
11-23).

R—C/\/ + HZN\/é Tam.is mo.IécuIaire R WN\/é
H éther diéthylique, TA, 24 h
7-8
0 _ o
H3C‘O~’P_H + R l’ln;N\.// A, 8h H3C\O’,P NH\//
HsC-0 7-8 HC70 2 910
ror= ) s-t0m=l §
O @)

Schéma I1-23. Syntheses du 2-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (9)
et du 3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10).

Les imines intermédiaires N-(2-furanylidéne)prop-2-yn-1-amine (7) et N-(3-furanylidéne)prop-2-
yn-1-amine (8) ont été synthétisées selon les mémes conditions opératoires que celles utilisées
précédemment. L'analyse RMN '"H montre l'obtention des produits attendus (Figure II-11). Nous
constatons 1’apparition d'un signal a 7,32 ppm (f, Figure II-11A) et a 7,75 ppm (f, Figure II-11B),
pour 7 et 8 respectivement, qui correspond au proton de la liaison CH=N. De plus, le rapport des
intégrations entre le signal caractéristique du proton CH=N et du proton de l'alcyne vrai a 2,29
ppm (h, Figure II-11A) et a 2,52 ppm (h, Figure II-11B) pour 7 et 8 respectivement, de 1,00:0,99
et 1,00:0,98 confirme que la réaction est quantitative. Enfin, la SM-HR confirme l'obtention des
produits 7 ([M+H Jgp. = 134,0605 ; [M+H Jeae. = 134,0606) et 8 ([M+H op. = 134,0609 ;
[M+H Jeate. = 134,0606) purs.
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Figure II-11. Spectres RMN 'H (A) du N-(2-furanylidéne) prop-2-yn-1-amine 7 et (B) du N-(3-
furanylidene) prop-2-yn-1-amine 8 ; solvant : CDCl;.

La 2°™ étape a ¢galement été réalisée dans les mémes conditions que précédemment. La réaction
menée a 80 °C pendant 8 h a conduit a un liquide visqueux marron. Son analyse par
spectroscopie RMN P révele I’apparition de plusieurs pics, vraisemblablement dus a une
dégradation du produit. Par contre, la réaction menée pendant 8 h a 60 °C a permis d'accéder au
2-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (9) et au 3-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10) avec des rendements de 90% et de 87%,
respectivement. Les spectres RMN 'H de 9 (Figure I1-12A) et de 10 (Figure II-12B) montrent
I’apparition d’un nouveau pic a 4,43 ppm (f, Figure 1I-12A) et a 4,36 ppm (f, Figure 1I-12B) pour
9 et 10 respectivement, qui correspond au proton de la liaison CH(P). De plus, le rapport des
intégrations entre ce proton CH(P) et les groupements méthyle de 1'extrémité phosphonate de
diméthyle a 3,75 ppm (m, Figures II-12A et II-12B) confirme que la réaction est quantitative
(Figure II-12A : Iw/I¢= 6/1,07 pour 9 et Figure I1I-12B : I,/Ir = 6,02/1,00 pour 10).
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Figure II-12. Spectres RMN 'H (A) du 2-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de
diméthyle (9) et (B) du 3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10) ;
solvant : CDCls.

Les spectres RMN *'P de 9 (Figure II-13A) et de 10 (Figure II-13B) montrent 1’apparition d’un

signal a 22,95 ppm et a 25,44 ppm, respectivement, caractéristiques de 1'obtention de dérivés a-

aminophosphonate.
0 :
CHs /H H\/é

o CH;—C

CH3\O’,P N\/é \ S
CHy—0O o)
go

A B

Figure I1-13. Spectres RMN *'P (A) du 2-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de
diméthyle (9) et (B) du 3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10) ;
solvant : CDCls.
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Les produits 9 et 10 ont ¢été analysés par SM-HR et confirment 1’obtention des
a-aminophosphonates attendus avec une masse obtenue [M+H Job. de 244,0663 et 244,0670,
respectivement ([M+H " ]cac. = 244,0660).

II-3. Syntheése des poly(oxyde d’ thyl ne)s extr mit phosphonate par la

réaction de chimie ‘click’

La réaction de chimie ‘click’ a été réalisée partir des a-aminophosphonates 6, 9 et 10 et
de I'azoture de POE de masse M, =2 000 et 5 000 g/mol selon le méme mode opératoire utilisé
pour la synth se des poly(oxyde d’ thyl ne)s a extrémité di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-
amine précédemment synthétisés par combinaison des réactions d'Atherton-Todd et de chimie
‘click” (Schéma 11-24).

O

HC-O CuBr/PMDETA/DMF H30 O
6-9-10 11a-12a-13a
6-11a:R=@ 9-12a:R=@\ 10-13a:R=U
@) 0

Schéma I1-24. Synth se des poly(oxyde d’ thyl ne)s extr mit phosphonate par r action de
chimie ‘click’.

Les poly(oxyde d’ thyl ne)s extr mit phosphonate de dim thyle synth tis s ont t
caractérisés par spectroscopie RMN 'H. A titre exemple, le spectre RMN 'H du poly(oxyde
d’ thyl ne) extr mit dim thylphosphonyl(3-N-(5-méthyltriazole)méthylamino)furane (13a)
(Figure 1I-14C) montre la pr sence d’un singulet 7,61 ppm (1, Figure II-14C) caractéristique du
proton du cycle triazole, d'un signal a 3,52-3,72 ppm (o, Figure II-14C) correspondant aux
protons des unités oxyde d'éthyleéne, d'un singulet a 3,38 ppm (p, Figure 11-14C) pour les protons
du groupement méthoxy du POE, a 4,52 ppm (m, Figure II-14C) pour les protons -(triazole)-
CH,CH,(OCH,CH;)440OCHs3, et a 3,86 ppm (n, Figure II-14C) pour les protons -(triazole)-
CH,CH,(OCH,CH;)44OCH3. Le déplacement du signal du groupement CH 1i¢ a l'atome de
phosphore de 4,36 ppm (f, Figure 1I-12B) a 4,12 ppm (f, Figure 1I-14C) confirme également que
la réaction de ‘click’ chemistry a bien eu lieu. D’autre part, le rapport des intégrations des
signaux a 7,61 ppm caractéristique du proton du cycle triazole (I;, Figure II-14C) et a 3,38 ppm
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caractéristique des protons méthyle du groupement O-CH; du POE (I,, Figure 1I-14C) de

3,01:1,00 indique que la réaction de chimie ‘click’ est quantitative.

L'ensemble des résultats obtenus pour la synthése des POEs a extrémité phosphonate de
diméthyle sont rapportés dans le Tableau II-1. La réaction de chimie ‘click’ est quantitative et a
été validée a partir du POE de masse M, =2 000 g/mol, mais également a partir d'un POE de
longueur plus importante, le POE de masse M, =5 000 g/mol, ce qui montre l'efficacité de cette
méthode par rapport a des méthodes de modification chimique classiques, ou le taux de

fonctionnalisation peut étre limité par la longueur de la chaine POE.’
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Figure I1-14. Spectres RMN 'H (A) du POE a extrémité diméthylphosphonyl-N-(5-
méthylamino)benzeéne (11a), (B) du POE a extrémité diméthylphosphonyl(2-N-(5-
méthylamino)furane (12a) et (C) du POE a extrémité diméthylphosphonyl(3-N-(5-

méthylamino)furane (13a) ; solvant : CDCl;.
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Tableau II-1. Résultats des réactions de chimie ‘click’ pour la synthése des POE a extrémité

phosphonate.
Aldéhyde POE Rdt Itriazole:ICHZ» du pOEa COHV.a MALDI-TOF
(%) (%) m/zobtenu m/z calculé’

11a Benzaldéhyde 2000 70 0,97:3,00 97 2066,19” 2066,11
12a 2-furaldéhyde 2000 76 0,94:3,00 94 - -
13a 3-furaldéhyde 2000 70 1,00:3,00 100 2056,24" 2056,08
11b Benzaldéhyde 5000 75 0,96:3,00 96 5089,95¢ 5090,69
13b 3-furaldéhyde 5000 70 0,94:3,00 94 5081,95¢ 5081,00

* déterminé par spectroscopiec RMN 'H par comparaison des intégrations du proton du cycle triazole et des protons
du groupement méthoxy du POE. ” Matrice : DCTB, KTFA. © Matrice : DCTB, NaTFA. ¢ calculé pour un nombre
d'unités d'oxyde d'éthyléne de 39 dans le cas POE 2000 et de 107 dans le cas POE 5000, ionisation par le sodium ou
par le potassium.

La structure des POEs a extrémité phosphonate obtenus a également été vérifiée par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. Pour chaque structure, on observe une seule population
avec un écart moyen entre les pics de 44,04 caractéristique de I'unité constitutive du poly(oxyde
d'éthyléne) (M. = 44,0262 g.mol™). D’autre part, les valeurs m/z obtenues permettent de
déterminer la structure précise des POEs a extrémité phosphonate de diméthyle synthétisés
(Tableau II-1 et Figure II-15). A titre exemple, le spectre MALDI-TOF de 13a (Figure 1I-15B)
montre une valeur m/z = 2056,24 qui correspond au POE a extrémité diméthylphosphoryl(3-N-
(5-méthytriazole)méthylamino)furane avec 39 motifs d’oxyde d’éthyléne contenant, outre
I’atome de potassium responsable de I’ionisation, d’une part, le groupement monométhyl éther
et, d’autre part, Dextrémité diméthylphosphonyl(3-N-(5-méthyltriazole)méthylamino)furane
(M/Zcq1e. = 2056,08).
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Figure II-15. Spectres de masse MALDI-TOF (A) du poly(oxyde d’éthylene) 2 000 a extrémité
diméthylphosphoryl-N-(5-méthytriazole)méthylamino)benzene, et (B) du poly(oxyde d’éthyléne)
2 000 a extrémité diméthylphosphoryl(3-N-(5-méthytriazole)méthylamino)furane; matrice :
DCTB, KTFA.
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II-4. Synth se des poly(oxyde d’ thyl ne)s extr mit acide phosphonique par la

réaction de déalkylation

La réaction de déalkylation a tout d'abord été testée sur un composé modele puis a ensuite

¢été conduite sur les différents POE a extrémité phosphonate de diméthyle.

11-4.1. Déalkylation du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de
diméthyle
La déalkylation du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle 6 a été
effectuée selon le méme mode opératoire utilis¢ pour déalkyler les POEs a extrémité
N-di(m)éthoxylphosphorylprop-2-yn-1-amine 3 et 4 en utilisant des conditions douces en
présence de TMSBr (Schéma I1-25).

o) O
H3C\O,/|':'> NH__Z= 1.TMSBr, DCM, TA, 24h po-P~_NH_Z
HsC-O 2. EtOH, TA, 24h HO

6 6’

Schéma I1I-25. Réaction de déalkylation du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate
de diméthyle (6).

L'acide phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonique 6' a été obtenu quantitativement comme
l'attestent les analyses RMN 'H et *'P. Ainsi, on observe sur le spectre RMN 'Hla disparition du
signal caractéristique des groupements O-CHj a 3,65 ppm. De méme, le spectre RMN *'P
(Figure II-16) montre la disparition totale du signal a 25,06 ppm caractéristique du phosphore de
6 et l'apparition d'un signal unique a 12,46 ppm qui est caractéristique d'un phosphore d'une

fonction acide phosphonique.”
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—25,06
— 1246

Figure I1-16. Spectres RMN P du phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de
diméthyle 6 (A) avant (solvant : CDCls) et 6’ (B) apres déalkylation (solvant : CD3;OD).

11-4.2. Déalkylation des poly(oxyde d’éthylene) monométhyl éthers a extrémité
phosphonate de diméthyle

Les différents POE a extrémité phosphonate de diméthyle ont subi une déalkylation
(Schéma I1-26). Les déplacements chimiques obtenus en RMN *'P aprés déalkylation (Tableau
II-2 et Figure 1I-17) semblent indiquer que la réaction de déalkylation a bien eu lieu. Ainsi, sur le
spectre RMN *'P du POE 4 extrémité acide phosphonique 11a’ issu de 11a (Figure 1I-17B), on
observe la disparition du signal a 25,52 ppm caractéristique du phosphore d'un groupement
phosphonate de diméthyle et 1'apparition d'un signal a 13,29 ppm caractéristique du phosphore
d'un groupement acide phosphonique. De plus, le spectre IR de 11a’ montre 'apparition d'une

nouvelle bande a 3 100 cm™, qui confirme I'obtention du groupement acide phosphonique.

INMO% 1. TMSBr, DCM, TA, 24h

\/(\N{—/\oa/

NH HO’ NH
HsC-O I 2. EtOH, TA, 24h Y
11a - 12a - 13a (Mn = 2000 g/mol) 11a’ -12a - 13a' (Mn = 2000 g/mol)
11b - 13b (Mn = 5000 g/mol) 11b" - 13b’ (Mn = 5000 g/mol)
11a-11b-11a'-11b': R = @ 12a-12a':R = @\ 13a-13b-13a'-13b':R=U
@) @)

Schéma I1-26. Réaction de déalkylation des POE a extrémité phosphonate de diméthyle.
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Tableau II-2. Résultats de déalkylation des POE a extrémité phosphonate de diméthyle.

POE a extrémit¢ Rdt & en RMN*'P 8 en RMN °'P MALDI-TOF*
acide phosphonique (%) avant déalkylation aprés déalkylation m/z obtenu m/z calculé”
112’ 98 25,52 13,29 2174,92 2174,21
12a’ 99 24,04 10,68 - -
13a’ 98 25,40 13,20 223416 2233,54
11b’ 95 25,39 13,29 - -
13b’ 95 24,64 8,77 - -

“Matrice : DCTB, Nal. ” calculé pour un nombre d'unités de répétition oxyde d'éthyléne de 43. € non effectué.

L~
o
™
(0] +/\ a’
I N O
Ho-P~NH_L "
HO N~
A
T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T 1 1 |
4 BT 28 BE 24 SR 3 3% 2 5 i9 3y & N ¥ EE™

B 10 a/
Il N O
HO’/P NH\/</iN+/\ ,
HO N
%
\ O

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2P B9 27 B BEF B4 2% #2 B BD Zp 1@ 47 3 % k4 18 i3 1: 1D B E T E 6 4 3 ¥ Fa o]

Figure II-17. Spectres RMN 3lp apres déalkylation des POE (A) 11a’ et (B) 13a’ ;
solvant : CD;OD.

D'autre part, 1'analyse MALDI-TOF des POEs a extrémité acide phosphonique obtenus a été
réalisée (Tableau II-2 et Figure II-18). Ainsi, le spectre de masse MALDI-TOF du POE a
extrémité acide phosphonique 11a’°, effectué en mode négatif, montre une seule population avec
un écart moyen entre les pics de 44,08 correspondant a I'unité constitutive du POE (Mg, =
44,0262 g/mol) (Figure II-18). De plus, le pic a m/z = 2174,92 correspond au POE a extrémité

acide phosphonique déprotoné avec 43 motifs de POE contenant d’une part, le groupement
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monométhyl  éther et, d’autre part, Dextrémité acide phosphonique  N-(5-

méthytriazole)méthylamino)benzéne (m/z,. = 2174,21).

: o
(0]
3000 - HO’f’ NH\//\I,\]%\/ gﬁ
] HO N=N
M =2174,92 (n=43)

2500 —
2000 —
1500 —

1000 —

ik bbbt bl

L0 T o W Tl

LR
1800 2000 2200 2400 m/z

Figure I1-18. Spectre de masse MALDI-TOF du POE a extrémité acide phosphonique
11a’; matrice : DCTB, Nal.

II-5. Synth se des poly(oxyde d’ thyl ne)s extr mit acide phosphonique par
hydrolyse

La réaction d'hydrolyse a ensuite été testée afin d'obtenir des POEs a extrémité acide
phosphonique selon une procédure plus simple. Cette méthode, dont les conditions sont moins
douces que la déalkylation, appliquée a des molécules a extrémité phosphoramide a entrainé la
rupture de la liaison P-N.”* Boduszek” a montré que la réaction d’hydrolyse
d’aminophosphonates pouvait étre effectuée en présence d’acide chlorhydrique pour obtenir
I’acide aminophosphonique correspondant. Cependant, la formation d’acide aminophosphonique
dépend de la nature de l'a-aminophosphonate de départ. Ainsi, Boduszek a observé que
I’hydrolyse du 3-pyridyl aminophosphonate pouvait étre réalisée alors que celle du 2-pyridyl
aminophosphonate a conduit a la N-alkyl-2-méthylaminopyridine et a4 1’acide phosphorique.”
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Pour notre part, nous avons réalisé¢ la réaction d’hydrolyse a partir des POEs 11a et 13a en
présence d'HC1 20% a 90°C pendant 6 h (Schéma I1-27).

HC. IN{—/\O’V HCI 20%, Ho— YNHINMO%

HyC- o A, 6h
11a - 13a (Mn = 2000 g/mol) 11a - 13a’ (Mn = 2000 g/mol)

m-m.:m@ N—
O

Schéma I1-27. Hydrolyse des POEs a extrémité phosphonate de diméthyle.

En fin de réaction, I’acide chlorhydrique en exces et 1'eau ont été évaporés a 1’évaporeur rotatif.
Les produits hydrolysés sont obtenus sans purification sous forme d’un solide marron et ont été
analysés par RMN 3p. Le spectre de 11a’ (Figure I1-19) montre I’apparition d’un signal a 13,07
ppm (13,52 ppm pour 13a’). Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues
suite a la déalkylation (13,29 ppm pour 11a', Tableau II-2 entrée 1 et 13,20 ppm pour 13a’,

Tableau II-2 entrée 3), caractéristiques du phosphore du groupement 1’acide phosphonique.

oY Frolei

T v
B 08 27 08 W M 23 2 B 6 18 8 AT W A5 W W@ 3 M 0 6 & 7T B8 & 4 3 8

ppm

Figure II-19. Spectre RMN *'P de 11a’ aprés hydrolyse de 11a ; solvant : CD;0D.

On constate que 1’hydrolyse a bien eu lieu dans des conditions moins douces selon une procédure
plus facile a mettre en ceuvre.
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I1I.6. Conclusion

La synthése de poly(oxyde d’éthyléne)s a extrémité acide phosphonique a été réalisée par

la combinaison des réactions de Kabachnik-Fields et de chimie ‘click’.

Dans un 1 temps, une réaction de Kabachnik-Fields entre la N-propargylamine pour introduire
la fonction alcyne, 1'hydrogénophosphonate de diméthyle et des aldéhydes a été étudiée pour
accéder a des a-aminophosphonates. Le choix des aldéhydes s'est porté sur le benzaldéhyde,
utilisé comme compos¢ modele, puis sur les 2- et 3-carboxaldéhyde furanes afin d'introduire une

nouvelle fonctionnalité autorisant une réaction ultérieure de Diels-Alder.

Les a-aminophosphonates ainsi obtenus avec de trés bons rendements ont, dans un 2°™ temps,
¢été engagés dans une réaction de chimie ‘click’ avec les azotures du POE 2 000 ainsi que du
POE 5 000 en présence du systeme catalytique CuBr/PMDETA. Deux POEs de masse différente
ont été utilisés en vue d'étudier l'influence de la longueur de la chaine POE sur l'aptitude a
stabiliser des nanoparticules magnétiques. Finalement, l'extrémité phosphonate de diméthyle des
POE synthétisés a été modifiée en extrémité acide phosphonique dans des conditions douces par

d alkylation puis par hydrolyse, proc dure plus facile mettre en ceuvre.
Des POEs de longueur variable a extrémité acide phosphonique fonctionnalisés par un noyau

phényle et un cycle furane ont été obtenus avec des conversions quantitatives, comme l'attestent
les analyses MALDI-TOF.
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Conclusion

La syntheése de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éthers 2000 g/mole et 5000 g/mole a
extrémité acide phosphonique a été réalisée par la combinaison des réactions, d’une part,
d’Atherton-Todd et de chimie ‘click’ et, d’autre part, de Kabachnik-Fields et de chimie “click’.
La synthése des POEs a fonctionnalité hydrogénophosphonate de dialkyle a été conduite en deux
¢tapes. La réaction d’Atherton-Todd a permis d’introduire une fonction alcyne par réaction entre
un hydrogénophosphonate de di(m)éthyle et la N-propargylamine. La réaction de chimie ‘click’ a
conduit a la conjugaison entre le groupement alcyne du di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-
amine et l'azoture de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther. Cependant, la réaction de
déalkylation en utilisant le TMSBr a conduit a la rupture de la liaison P-N et a généré des
poly(oxyde éthyléne)s a extrémité triazole aminoalkyle, comme I’attestent les analyses MALDI-
TOF.

Par contre, la synthése des poly(oxyde éthyléne)s a extrémité acide phosphonique a été réalisée
avec succés par la combinaison de la réaction de Kabachnik-Fields entre un aldéhyde,
I'hydrogénophosphonate de diméthyle et la N-propargylamine et de la réaction de chimie ‘click’.
La formation d'une liaison P-C plus robuste a permis la déalkylation des POEs a extrémité
diméthylphosphonate comme l'attestent les analyses RMN 'H, °C, *'P et MALDI-TOF. La
réaction d'hydrolyse utilisant des conditions moins douces mais plus faciles a mettre en ceuvre
que la déalkylation a également montré son efficacité.

Nous avons obtenu des POEs de masse molaire 2 000 et 5 000 g/mol a extrémité acide
phosphonique et a fonctionnalité 2- et 3-furane. Cette stratégie ouvre des perspectives pour la
synthése de polymeres fonctionnalisés a extrémité acide phosphonique puisqu'il est possible de

moduler la nature de la chaine polymere ainsi que celle du groupement fonctionnel.
Avant d'utiliser ces POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalit¢ furane pour

stabiliser des nanoparticules d'oxydes de fer, leur aptitude a réagir selon une réaction de Diels-

Alder via leur cycle furane avec un maléimide a été étudiée et fait 1'objet du chapitre suivant.
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Chapitre III-Réactivité du cycle furane des POE vis-a-vis d'une réaction de Diels-Alder

Introduction

Les poly(oxyde d'éthyléne) monométhyl éthers (POE) synthétisés dans le chapitre
précédent présentent une extrémité acide phosphonique permettant la stabilisation de
nanoparticules d'oxyde de fer. Ils sont également fonctionnalisés par un groupement furane
susceptible d'ancrer, de facon réversible, des (bio)molécules a extrémité malé¢imide par la

réaction de cycloaddition de Diels-Alder.'

La réaction de Diels-Alder, qui consiste en une réaction peu énergétique de cycloaddition [4 + 2]
entre un diéne conjugué (4m) riche en électrons et un diénophile (2m) pauvre en électrons
conduisant a un cycle a 6 atomes™ (Schéma III-1), utilise des fonctionnalités absentes des
biomolécules, permettant des réactions chimiosélectives qui rendent inutile la protection
préalable de groupements.® Elle est simple 4 mettre en ceuvre, efficace, sans sous-produit(s) de
réaction et satisfait aux critéres de la chimie "click".” De plus, elle se produit en absence de
catalyseur ou d'amorceur,’ peut étre réalisée dans des conditions douces, compatibles avec le
milieu physiologique’ et la présence d'eau augmente considérablement la vitesse de la réaction

10,11,12,13

de Diels-Alder.*’ Enfin, la réaction de Diels-Alder est thermiquement réversible et la

, . . . A Al . 14,15,16
décomposition du systéme cyclique peut étre contrdlée par la température. ™ >

6 " H Diels-Alder @
\’\‘ rétro Diels-Alder
Schéma I1II-1. Mécanisme de la réaction de Diels-Alder.

Pour étudier la réactivité du cycle furane des POEs a extrémité acide phosphonique vis-a-vis de
la réaction de Diels-Alder, deux approches ont été envisagées (Schéma III-2). La 1% stratégie
consiste a stabiliser tout d’abord des nanoparticules d'oxyde de fer avec les POEs a extrémité
acide phosphonique et a fonctionnalité furane afin de disposer de nanoparticules présentant une
fonctionnalité furane susceptible de réagir ensuite avec des (bio)molécules a fonctionnalité
maléimide (Schéma III-2, stratégie A). Pour la 2°™ stratégie, la réaction de Diels-Alder entre la
(bio)molécule a fonctionnalit¢ maléimide et le POE a extrémité acide phosphonique ou
phosphonate et a fonctionnalité furane est tout d'abord effectuée, puis le POE a extrémité acide
phosphonique (aprés déalkylation pour le phosphonate) et a fonctionnalité oxanorbornéne est
ensuite utilisé pour stabiliser des nanoparticules d'oxyde de fer (Schéma III-2, stratégie B). Dans
une dernicre étape, l'aptitude a la libération de la (bio)molécule a fonctionnalité maléimide par
réaction de rétro Diels-Alder est étudiée. Ces deux approches nécessitent de connaitre l'aptitude
des POEs a extrémité acide phosphonique et phosphonate précédemment synthétisés a subir la

réaction de Diels-Alder.
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Schéma III-2. Stratégies d’obtention de nanoparticules d’oxyde de fer stabilisées par des POEs a
extrémité acide phosphonique et fonctionnalisés par un groupement réactif vis-a-vis d'une

réaction de (rétro) Diels-Alder.

La réactivité de la fonctionnalité furane vis-a-vis d'une réaction de Diels-Alder puis de rétro
Diels-Alder a tout d'abord été étudiée a partir de POEs a extrémité phosphonate (Schéma I11-3,
voie A) et acide phosphonique (Schéma III-3, voie B) avec une molécule modele, le
N-méthylmaléimide. Une attention particulire a été portée sur l'influence de la position de
substitution du furane - en position 2 ou 3 - sur la réactivité. Les POEs a extrémité phosphonate
et a fonctionnalité oxanorbornéne obtenus sont ensuite déalkylés (Schéma III-3, voie A) puis
l'aptitude des POE a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité oxanorbornéne obtenus a
la réaction de rétro Diels-Alder a été étudiée.
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Schéma III-3. Etude de la réactivité du cycle furane des POEs vis-a-vis d’une réaction de (rétro)
Diels-Alder.
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La réaction de Diels-Alder a, dans un 1% temps, été étudiée a partir de la molécule modéle
3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10) avec le N-méthylmaléimide.
Avant de discuter des résultats obtenus, un rappel bibliographique sur les potentialités de la

réaction de Diels-Alder en synthése macromoléculaire est présenté.

I- Rappels bibliographiques sur la réaction de Diels-Alder en synthése
macromoléculaire

Au cours de la derni¢re décennie, une attention croissante a été portée sur 'utilisation de
réactions rapides répondant aux trois critéres suivants : efficacité, universalité et sélectivité pour
la synthése d'architectures macromoléculaires bien définies. Parmi ces réactions regroupées sous
le nom de chimie "click", la réaction de Diels-Alder présente 1'avantage de pouvoir étre conduite
en absence de catalyseur, dans des conditions douces et d'étre thermoréversible. Les couples
diene/diénophile les plus utilisés en chimie des polymeres sont les couples
anthracéne/maléimide, furane/maléimide et butadiéne/dithioester déficitaires en électrons
(Tableau I1I-1)."” La gamme de température a laquelle se produit la réaction de cycloaddition et
de cycloréversion peut étre modulée en fonction de la nature du diéne et du diénophile. Ainsi, les
systémes diéne/dithioester peuvent subir une cycloaddition de Diels-Alder a des températures
modérées de l'ordre de 50°C pour le butadiéne et a température ambiante pour le
cyclopentadiéne.'® Les réactions de cycloaddition anthracéne/maléimide sont généralement
conduites & température élevée, proche de 110°C." Pour le couple furane/maléimide, la
cycloaddition peut étre réalisée a de plus faibles températures mais l'adduit obtenu n'est pas
stable au-dela de 100°C.

Cette thermoréversibilité a été utilisée pour apporter de nouvelles propriétés a des architectures

\

macromoléculaires complexes. Ainsi, des polycondensats ont été synthétisés a partir de
monomeres difonctionnels présentant a la fois un groupement fonctionnel diéne et un
groupement fonctionnel diénophile ou par réaction intermoléculaire a partir de bisdiénes et de
bisdiénophiles (Schéma III-4, A) en vue d'obtenir des polyméres facilement recyclables.' La
réaction de Diels-Alder a été associée aux techniques de polymérisation vivante/controlée
(polymérisations radicalaires controlées, polymérisations par ouverture de cycle) pour accéder a
des architectures macromoléculaires originales, tels des copolyméres a blocs™ (Schéma I1I-4, B)
ou greffés (Schéma III-4, C). *' Des matériaux réticulés de fagon réversible ont également été
synthétisés par réaction de polymeéres porteurs de groupements maléimide avec des polymeres
porteurs de groupements furane ou des molécules multifonctionnalisées par des groupements
furane (Schéma III-4, D). Ces matériaux sont réputés posséder de trés bonnes propriétés

mécaniques et sont thermiquement autocicatrisants.”> Des hydrogels™ ont ainsi été obtenus et
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trouvent des applications dans le domaine des biomatériaux pour la fabrication de muscles
e o 242
artificiels ou de valves chimiques.***’

La réaction de cycloaddition de Diels-Alder a également été utilisée avec succes pour synthétiser

- \ o 26,27,28
des dendriméres et des polymeéres dendritiques.”™ "
lére

McElhanon ef al. ont rapporté, en 2001, la
application de la réaction de Diels-Alder pour la syntheése de dendrimeres a partir d'un coeur

issu d'une molécule fonctionnalisée par plusieurs groupements furane et de polymeéres porteurs
d'un groupement maléimide (Schéma IIII-4, E).
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Schéma III-4. Structures polymeéres synthétisées par réaction de Diels-Alder.
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Tableau I11.1. Diénes et diénophiles les plus utilisés en synthése des polyméres pour la réaction de Diels-Alder."”

Diéne Diénophile Réaction Conditions Adduit Références
WR N Cycloaddition [4+2] Chloroforme (CHCl3), o 15,29,30,31,32
e " de Diels-Alder Reflux, 72 h ‘a NCR
Furane 0 R, Acétate d'éthyle (EtOAc) 2 33,34
Maléimide Reflux, 48 h R, O
Dichlorométhane (DCM) 35

Température ambiante (TA), 24 h

0 “N—0o Cycloaddition [4+2] Toluéne ) 20,21
N de Diels-Alder Reflux, 48 h O N-R2
g "
AN e
Q Maléimide Ri o

Anthraceéne
j\ J\ -, Hétérgz}g};)lasc_liii[(ii(:rla[4+2] Acide trif:llzlzrolaz)crértliicrllue, CHCI; Ry, n 36,37
R—=S" Z Diéne ; ' S S R
Dithioester (HDA) ZnCl,, CHCl; Z 38
50°C,24 h
N=N Cycloaddition [4+2] Tétrahydrofurane (THF) Ro 39,40,41,42,43
R14<\ />7 Ro Q de Diels-Alder a demande 25°C, 40 min. XN
NN inverse” !
Tétrazine Cycloocténe N-NH

2

“ La cycloaddition de Diels-Alder conduit a la formation de nouvelles liaisons carbone-carbone alors que I'hétérocycloaddition de Diels-Alder génére de nouvelles liaisons
hétéroatome-hétéroatome.

"La cycloaddition de Diels-Alder consiste en une réaction de cycloaddition [4 + 2] entre un diéne conjugué (4n) riche en électrons et un diénophile (27) pauvre en électrons

alors que la cycloaddition de Diels-Alder a demande inverse consiste en une réaction de cycloaddition [4 + 2] entre un diéne conjugué (4m) pauvre en électrons et un
diénophile (2m) riche en ¢électrons.
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La réaction de cycloaddition de Diels-Alder a également été intensivement utilisée pour la
fonctionnalisation de surfaces et de nanostructures organiques ou inorganiques conduisant a des

matériaux hybrides‘m’45 afin d'améliorer leurs pI‘OpI‘iétéS.46

La cycloaddition de Diels-Alder s'est révélée une réaction particuliecrement adaptée pour la
bioconjugaison,*’ la modification de biomolécules'” ou la synthése de systémes a libération
controlée de principes actifs*® car elle s'effectue rapidement (quelques heures), avec de trés bons
rendements, dans des conditions douces, i.e. a température ambiante dans 1'eau, sans réactions
secondaires et en absence de catalyseur et ce, de fagon réversible. De plus, les fonctions réactives
de cette réaction sont inertes vis-a-vis de la plupart des fonctionnalités des biomolécules, i.e. -
COOH, -OH et NH,. Ainsi, Shi et al.*® ont synthétisé des copolyméres greffés poly(2-méthyl-2-
carboxytriméthyléne carbonate-co-D,L-lactide)-g-poly(oxyde d'éthyléne)-furane qui s'auto-
organisent dans l'eau pour former des nanoparticules micellaires (Schéma III-5), dont les
groupements furane terminaux ont été utilisés pour ancrer de maniere covalente des anticorps du
cancer du sein anti-HER?2. La réversibilité de la réaction de Diels-Alder peut €¢galement étre mise
a profit pour synthétiser des nanoparticules complexes et multifonctionnelles aptes a immobiliser

des molécules adaptées a I'imagerie, au diagnostic ou a la libération contrdlée de principes actifs.

D

o 0O & / réaction
de Diels-Alder
+ - >
W | N/H =55
@)

37°C

Schéma III-5. Représentations schématiques de 1'auto-assemblage de nanoparticules micellaires
poly(2-méthyl-2-carboxytriméthyléne carbonate-co-D,L-lactide)-g-poly(oxyde d'éthyléne)-
furane et de la réaction de Diels-Alder entre la fonctionnalité furane et la fonctionnalité

maléimide de l'anticorps anti-HER2.*®

II- Etude de la réaction de Diels-Alder sur molécule modéle

La réaction de Diels-Alder a tout d’abord été effectuée entre le 3-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10) et le N-méthylmaléimide (Schéma I1I-6) selon
des conditions précédemment rapportées dans la littérature.” La réaction a été réalisée a 50°C,
en proportions steechiométriques, sans catalyseur, dans le chloroforme deutéré (CDCls), afin
d'effectuer un suivi cinétique par spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) du
proton ('H) (Figure ITI-1 et Tableau III-2).
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Schéma III-6. Réactivité du 3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle 10

vis-a-vis du N-méthylmaléimide.

L’analyse RMN 'H de 16 met en évidence 1’apparition des signaux a 4,95-5,38 ppm (pics b' & ¢,
Figure III-1C) caractéristiques des protons des groupements CH-O de l'oxanorbornéne et la
disparition des signaux a 7,51 ppm, a 7,44 ppm et a 6,55 ppm, caractéristiques des protons des
groupements CH du furane (pics b, e et d, respectivement, Figure III-1A), et d’un signal a 6,72
ppm (pics 1 & 2, Figure III-1A) caractéristique des protons des groupements CH du N-
méthylmaléimide, prouvant que la réaction de Diels-Alder a eu lieu. La conversion de la réaction
a €té suivie par comparaison des intégrations des signaux a 4,95-5,38 ppm caractéristiques des
protons des groupements CH-O de 1’oxanorbornéne (Iyge, Figure I1I-1C) et du signal a 2,29 ppm
caractéristique du proton alcyne vrai =CH (I, Figure III-1C). Les résultats (Tableau III-2)
montrent que la réaction de Diels-Alder est quantitative au bout de 5 jours de réaction (ou 120 h).
On observe une conversion de l'ordre de 50% au bout de 24 h puis un ralentissement de la
réaction, ce qui nécessite de poursuivre la réaction jusqu'a 120 h pour atteindre une conversion

quantitative.

Tableau III-2. Etude cinétique de la réaction de Diels-Alder entre 10 et le N-méthylmaléimide
en absence de catalyseur a 40 °C dans CDCls.

Durée de réaction (h) 24 48 72 96 120
Iyge:I” 1,00:1,03 1,56:1,00 1,70:1,00 1,80:1,00 2,00:1,08
Conv.” (%) 50 78 85 90 100

“ déterminé par spectroscopie RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a 4,95-5,38 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de 1'oxanorbornéne et du signal a 2,29 ppm correspondant au
proton de l'alcyne vrai.

La conversion peut ¢galement étre suivie a partir du signal f a 4,31-4,45 ppm (Figure III-1A)
caractéristique du proton CH-P qui se présente sous la forme d'un doublet en raison du couplage
du proton CH-P avec le phosphore. La constante de couplage Jyp = 16,7 Hz est du méme ordre
de grandeur que celle observée dans la littérature™ pour une molécule semblable (Jyp = 25,6 Hz
pour le #-butylaminofurane-2-ylméthylphosphonate de diméthyle). Lors de la réaction de Diels-

Alder, on observe un déplacement vers les hauts champs du signal de ce groupement méthine
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CH-P de 4,31-4,45 ppm (pic f, Figure III-1A) a 4,09-4,28 ppm (pic f', Figure III-1B). Le signal f
apparait sous forme de deux doublets. Ce "doublement" provient de la formation, lors de la
réaction de Diels-Alder, des deux adduits endo et exo. Sur la base de travaux précédemment
publiés®™", les pics endo et exo ont été identifiés (expansion entre 4,0 et 4,5 ppm, Figure I1I-1B)
et le pourcentage du stéréoisomere endo, calculé a partir des intégrations, est de 69%. Ce
pourcentage est en accord avec ce qui a été observé pour la réaction entre le furane et le
N-méthylmaléimide dans l'acétonitrile & 40°C pendant 6 h ou l'isomére endo a été obtenu
majoritairement (63%) en raison de sa plus grande stabilité (énergie libre isomere exo = 25,2

kcal/mol ; énergie libre isomére endo = 24,9 kcal/mol).”
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Figure ITI-1. Spectres RMN 'H de la réaction de 10 avec le N-méthylmaléimide a (A) t =0 h,
(B)t=24h, (C)t=120 h; solvant : CDCls.
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De méme, la spectroscopic RMN du phosphore (*'P) montre la disparition du signal du
phosphore de 10 a 25,43 ppm (Figure III-2A) et I’apparition de quatre pics du phosphore de 16 a
23,98 ppm, 23,22 ppm, 23,10 ppm et 22,94 ppm (Figure III-2B). L'obtention de quatre pics
s'explique par la présence de 5 centres stéréogeénes dans la molécule 16 et par la relation de
configuration univoque entre b' et €', et entre p' et o', qui conduit a la formation de 4

diastéréoisomeres distincts.

§ £33
| g gud
e D Al
30-P~ —NH_Z
CH3_O
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A
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268 288 284 282 280 258 288 284 262 260 248 248 244 ppm

Figure I1I-2. Spectres RMN 3lp découplé 'H de (A) avant la réaction de Diels-Alder et (B) apres
la réaction de Diels-Alder ; solvant : CDCls.

III- Réactivité des POEs a extrémité phosphonate

La réaction de Diels-Alder a tout d'abord été¢ étudiée entre le poly(oxyde d’éthyléne)
2000 a extrémité diméthylphosphoryl(2-N-(5-méthytriazole)méthylamino)furane 12a ou le
poly(oxyde d’éthyléne) 2000 a extrémité diméthylphosphoryl(3-N-(5-
méthytriazole)méthylamino)furane 13a et le N-méthylmaléimide afin d'étudier l'influence de la

substitution du furane.

ITI-1. Influence de la substitution du furane

Les POEs a extrémité phosphonate de diméthyle a fonctionnalité 2-furanyle 12a et a
fonctionnalité 3-furanyle 13a ont subi une réaction de Diels-Alder avec la molécule modéle N-

méthylmaléimide (Schéma 1II-7) a 40°C pendant 5 jours dans CDCl; ou le
N,N-diméthylformamide (DMF) (Tableau III-3). La réaction a été conduite en proportions
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stoechiométriques ainsi qu'avec un exces en N-méthylmaléimide conformément aux procédures

généralement rapportées dans la littérature.’***>

Q

a/

o TNHIN//N\“MOH o

iR H ou CHy
[O) 12a-14a:@— 13a-15a:Z/O\E AN

12a - 13a O14a-15a

Schéma III-7. Etude de la réaction de Diels-Alder entre 12a ou 13a et le N-méthylmaléimide.

La conversion de la réaction a été calculée a partir des spectres RMN 'H par comparaison des
intégrations des signaux a 5,13-5,39 ppm (I & ., Figure III-3) caractéristiques des protons des
groupements CH-O de I'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm (I, Figure I1I-3) correspondant

aux protons du groupement méthyléne du POE en a du cycle triazole.
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Figure III-3. Spectre RMN 'H de 14a ; solvant : CDCls.

Les résultats obtenus montrent qu'aucune réaction ne se produit a partir de 12a avec un rapport
[N-méthylmaléimide]/[12a] de 1, 5 et 20 (Tableau III-3, entrées 1 & 3). En ce qui concerne 13a,
la conversion n'excede pas 13% (Tableau I1I-3, entrées 2 & 4). L'utilisation d'un trés grand exceés
de N-méthylmaléimide?' permet d'augmenter la conversion & 82% dans le cas de 13a (Tableau
I1I-3, entrée 6). Par contre, l'utilisation du DMF comme solvant polaire aprotique' a permis
d'atteindre une conversion quantitative en 5 jours a partir du diéne 13a (Tableau III-3, entrée 8).
Ces conditions ont également permis d'observer la réaction de Diels-Alder a partir du diéne 12a,
mais avec une conversion limitée a 36% (Tableau III-3, entrée 7). Dans les mémes conditions de
réaction, la réaction de cycloaddition de Diels-Alder se fait plus facilement a partir du POE a
fonctionnalité 3-furanyle 13a par rapport au POE a fonctionnalité 2-furanyle 12a. Ce résultat est
en accord avec les travaux de Northrop ef al.”' qui ont montré que la réaction de Diels-Alder

entre le 2-carboxaldéhyde furane et le maléimide, en proportions steechiom triques, 75°C dans
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l'acétonitrile deutéré ne forme pas 1’adduit attendu. Par contre, 1'utilisation du 3-carboxaldéhyde
furane en tant que di¢ne selon les mémes conditions opératoires permet d'accéder a l'adduit de
Diels-Alder.

Pour confirmer ces résultats, nous avons également testé la réactivité du poly(oxyde d’éthyléne)
2 000 a extrémité diméthylphosphonate(2-N-(5-méthytriazole)méthylamino) 5-méthylfurane,
synthétisé selon la méme procédure que 12a et 13a, qui été¢ obtenu a partir du 5-méthyl-2-

carboxaldéhyde furane commercial (Schéma III-8).

CH,

o , Nk,
B / ’\H—/\Oﬁ 0. _N__0O N
0-P~~NH_L U
_N
J— N JR—
@) Diels-Alder
/
CH, 17a 18a

Schéma III-7. Etude de la réaction de Diels-Alder entre 17a et le N-méthylmalé¢imide

La réaction, effectuée avec un rapport [N-méthylmaléimide]/[17a] de 20 (Tableau III-3, entrée 9)
dans le DMF pendant 5 jours, conduit a une conversion de 50% montrant une activation de la
réaction de Diels-Alder grace a ’effet inductif donneur du groupement méthyle, suggérant la
possibilité¢ d’augmenter la réactivité vis-a-vis de la réaction de Diels-Alder du groupement

3-furanyle par un (ou des) substituant(s) ¢lectrodonneur(s).

Tableau III-3. Résultats de la réaction de Diels-Alder entre 12a ou 13a et le N-méthylmaléimide

a 40°C pendant 5 jours.
Entrée POE a extrémité o Conv.”
Solvant [N-méthylmaléimide]o/[13a ou 12a]y
phosphonate (%)

1 12a CDCl; 1 0
_____ 2 M3 coCh V10
3 12a CDCl; 5 0
_____ 4 1% cbCh S 13
5 12a CDCl; 20 0
6 13a CDCl, 20 82
7 12a DMF 20 36
8 13a DMF 20 98
9 17a DMF 20 50

“ déterminé par spectroscopie RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a 5,13-5,39 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de 'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm correspondant aux
protons du groupement méthyléne du POE en o du cycle triazole.
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Le produit 14a issu de la réaction de Diels-Alder de 13a avec le N-méthylmaléimide a été obtenu
sous forme d'un solide jaune avec une conversion de 98% et un rendement de 78% apres
précipitation dans 1'¢ther diéthylique a froid (Tableau III-3, entrée 8). L’analyse RMN 'H (Figure
I1I-3) montre la disparition des signaux a 7,51 ppm, a 7,44 ppm et a 6,55 ppm caractéristiques
des protons des groupements CH du furane, respectivement, et ’apparition de signaux a 5,13-
5,39 ppm (pics b & e, Figure III-3), caractéristiques des groupements CH-O de 1'oxanorbornéne,
mettant en évidence que la réaction de Diels-Alder de 14a est effective. L’adduit 14a (Figure III-
3) est constitué des deux stéréoisomeres endo et exo, conformément a ce qui a été observé pour
la synthése de 16. La proportion de stéréoisomére endo, calculée a partir du spectre RMN 'H par
comparaison de 1’intégration des signaux a 5,13-5,39 ppm caractéristiques des protons CH-O de

I’oxanorbornéne endo (pic b, Figure I1I-3) et exo (pic e, Figure 11I-3), est de 80%.

De méme, la spectroscopiec RMN *'P montre la disparition totale du pic caractéristique du
phosphore de 13a a 25,53 ppm (Figure I1I-4A) et ’apparition de quatre pics caractéristiques du
phosphore des quatre diastéréoisomeres de 14a a 24,36 ppm, a 23,34 ppm, a 23,18 ppm et a
22,90 ppm (Figure I11-4B), conformément a ce qui a été précédemment observé pour la molécule
modele 16.
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Figure ITI-4. Spectre RMN *'P découplé 'H de (A) 13a et (B) 14a ; solvant : CDClL.

La structure du POE 14a a extrémité phosphonate de diméthyle et a fonctionnalité
oxanorbornéne a également été vérifiée par spectrométric de masse Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight (MALDI-TOF). Sur le spectre MALDI-TOF (Figure III-
5A), on observe deux populations. La population majoritaire, avec un écart moyen entre les pics

de 44,04  caractéristique de lunité constitutive du  poly(oxyde  d'éthyléne)
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(Mcate. = 44,0262 g/mol), correspond au POE a extrémité phosphonate de diméthyle et a
fonctionnalité furane 13a. La population minoritaire, également avec un écart moyen entre les
pics de 44,04, correspond au POE a extrémité phosphonate de diméthyle et a fonctionnalité
oxanorbornéne 14a. Il semble que la réaction de rétro Diels-Alder se produise dans les
conditions utilisées lors de I’analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF, comme cela a
déja été observé par D. Le et al.>* L’utilisation de conditions d’analyse plus douces, ¢’est-a-dire
d’une puissance laser plus faible, a permis d’obtenir un spectre de masse avec une population
majoritaire caractéristique de 14a (Figure III-5B), ce qui confirme que la réaction de Diels-Alder

est susceptible de se produire au cours de I’analyse MALDI-TOF sous I’effet du laser.

Nous avons mis en évidence que la réaction de Diels-Alder était quantitative dans le DMF a
40°C pendant 5 jours pour un rapport molaire [ N-méthylmaléimide]/[diene] de 20 dans le cas du
POE fonctionnalisé par le furane substitué en position 3. Nous allons maintenant étudier
l'aptitude a la réaction de Diels-Alder de ce POE 13a dans des conditions compatibles avec les

J . . 55
milieux biologiques.

III-2. Influence des conditions de réaction

La synthése de 14a a été effectuée a TA ou a 40°C, dans l’eau23, le chloroforme
(CHCL3)**, le diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-de)* et le DMF' qui sont tous des bons
solvants de la chaine POE.”” Les résultats montrent que, lorsque la réaction est conduite a
température ambiante, il est nécessaire de prolonger le temps de réaction a 15 jours pour
atteindre une conversion > 95% dans I'eau ou le chloroforme (Tableau I11-4, entrées 3 & 6). Pour
le DMSO, la conversion stagne a 88% et ce, méme apres 30 jours de réaction (Tableau I11-4,
entrée 11). L'augmentation de la température de réaction a 40°C puis a 77°C pour les
cycloadditions de Diels-Alder effectuées dans I'eau a conduit a une diminution de la conversion
(Tableau ITI-4, entrées 4 & 5). On observe, a ces températures, une gélification irréversible® qui
ralentit la cinétique de réaction entre le POE a extrémité phosphonate de diméthyle 13a et le
N-méthylmaléimide. Par contre, pour les réactions conduites dans le DMSO-dg et dans le DMF,
'augmentation de la température de réaction a 40°C a permis d'obtenir une conversion, apres 5
jours, de 92% dans le DMSO-d¢ (Tableau II1-4, entrée 14) et de 98% dans le DMF (Tableau III-
4, entrée 16).
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Figure I1II-5. Spectres de masse MALDI-TOF du poly(oxyde d’éthyléne) 2 000 a extrémité
phosphonate et a fonctionnalité oxanorbornéne avec une puissance laser de (A) 17% et (B) 15%;
matrice : 2-[(2E)-3-(4-tert-butylphényl)-2-méthylprop-2-énylidéne]malononitrile (DCTB),
trifluoroacétate de sodium (NaTFA).
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Tableau III-4. Résultats de la réaction de Diels-Alder entre 13a a extrémité

diméthylphosphoryl(3-N-(5-méthytriazole)méthylamino)furane et le N-méthylmaléimide.

Entrée Température Durée Conv.”  Isomére’
Solvant
(°C) (%) endo  exo

1 H,0O TA 3h 5 - -

2 H,O TA 13] 92 85 15
S S o TA 159 8 15 .
_____ 4 DO 40 51 S0 - o

5 D,0 77 59 36 - -

6 CHCl; TA 13 91 83 17
L7 CHClL _TA___1sj 95 8 _ 14 _
8 CHCl, 40 1j 58 - ;

9 CHCl; 40 3] 78 81 19
10 CHCl; 40 7] 87 81 19
11 CHCl; 40 13 95 82 18
.2 DMSO-ds TA 30) 88 8 14
13 DMSO-dg 40 1j 67 - .

14 DMSO-dg 40 5] 92 87 13
15 DMF__ TA 5 50 78 2
16 DMF 40 5] 98 83 17

“ déterminé par spectroscopic RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a 5,13-5,39 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de l'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm correspondant aux
protons du groupement méthyléne du POE en o du cycle triazole. ° déterminé par comparaison de I’int gration des
signaux caractéristiques des protons CH-O de I’oxanorborn ne endo a 5,19-5,24 ppm et exo a 5,12-5,17 ppm.

Dans les conditions utilisées (Tableau II1-4), la proportion de stéréoiosomere endo est toujours

de I’ordre de 80%, conformément a ce qui a déja été observé précédemment.

Les conditions les plus favorables a la réaction de Diels-Alder ont été obtenues avec le diéne
13a, dans lequel le groupement furane est substitué en position 3, dans le DMF a 40°C pendant 5
jours. Néanmoins, la réaction de Diels-Alder peut également étre réalisée dans le DMSO et dans

l'eau, qui sont compatibles avec les milieux biologiques avec des conversions supérieures a 90%.

II1-3. Réaction de rétro Diels-Alder

La réaction de rétro Diels-Alder du POE a extrémité phosphonate de diméthyle et a
fonctionnalité oxanorborneéne 14a a été effectuée a 110°C selon des conditions rapportées dans la

littérature (Schéma I11-9).%*°
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Schéma III-9. Réaction de rétro Diels-Alder de 14a.

La réaction de rétro Diels-Alder de 14a a été réalisée dans des solvants deutérés afin d'effectuer
un suivi cinétique de la réaction. L'évolution du milieu réactionnel en fonction du temps est
présentée dans le cas de la synthése réalisée dans le DMSO-ds (Figure III-6). On observe
I’apparition d’un signal a 6,95 ppm caractéristique des protons du groupement CH=CH du N-
méthylmaléimide. La conversion de la réaction de rétro Diels-Alder a été calculée par RMN 'H
par comparaison des intégrations des signaux a 5,13-5,39 ppm caractéristiques des protons des
groupements CH-O de 1'oxanorbornéne de 14a (pics b’& ¢’, Figure I11-6) et du signal a 4,52 ppm
correspondant aux protons du groupement méthyléne du POE en o du cycle triazole (pic m’,
Figure I1I-6).

Les résultats sont réunis dans le Tableau III-5. Nous observons, apres une heure de réaction, une
conversion de 34% lorsque la réaction est réalisée dans le DMSO-d¢ (Tableau III-5, entrée 1) et
de 50% lorsque la réaction est réalisée dans le 1,1,2,2-tétrachloroéthane deutéré (TCE-d,)
(Tableau III-5, entrée 8). Lorsqu'on augmente le temps de réaction, les conversions au bout de 6
h atteignent 80% dans les deux cas (Tableau III-5, entrées 5 & 12). La réaction, poursuivie
jusqu'a 11 h a permis d'atteindre une conversion de 86 a 90%. Au-dela de 11 h de réaction, une
dégradation du produit a été observée que la réaction soit conduite dans le DMSO-ds ou le
TCE-d,.

Tableau III-5. Résultats de la réaction de rétro Diels-Alder de 14a a 110°C.

Entrée Durée Conv.”  Entrée Solvant Durée Conv.”
Solvant
(h) (%) (h) (%)
1 DMSO-dq 1 34 8 TCE-d; 1 50
2 DMSO-dq 2 50 9 TCE-d, 2 61
3 DMSO-dq 3 66 10 TCE-d, 3 69
4 DMSO-dq 4 70 11 TCE-d, 4 77
5 DMSO-dq 6 80 12 TCE-d, 6 80
6 DMSO-dq 8 84 13 TCE-d, 8 86
7 DMSO-dg 11 86 14 TCE-d, 11 90

“ déterminé par spectroscopie RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a 5,13-5,39 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de 1'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm correspondant aux
protons du groupement m thyl ne du POE en a du cycle triazole.

98



Chapitre I1I-Réactivité du cycle furane des POE vis-a-vis d'une réaction de Diels-Alder

t=0h

-

Figure I11-6. Spectres RMN 'H du suivi de la réaction de rétro Diels-Alder de 14a dans le
DMSO-dga 110°Ca(A)t=0h,(B)t=1het(C)t=4h.

La réaction de rétro Diels-Alder de 14a a été conduite avec succes dans le DMSO-d¢ et le TCE-
d, avec des conversions de 'ordre de 90% apres 11 h de réaction a 110°C. Ce composé 14a a
ensuite subi une réaction de déalkylation en vue de l'utiliser pour stabiliser des nanoparticules

d'oxyde de fer.
I11-4. Déalkylation du POE a extrémité phosphonate de diméthyle fonctionnalisé
par un groupement oxanorbornéne
La réaction de déalkylation du POE a extrémité phosphonate de diméthyle et a

fonctionnalité oxanorbornéne 14a a été réalisée selon les conditions optimales précédemment

déterminées dans le chapitre II (Schéma III-10).
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Schéma III-10. Réaction de déalkylation de 14a.

Le spectre RMN *'P montre la disparition totale des pics caractéristiques du phosphore de 14a a
24,36 ppm, a 23,34 ppm, a 23,18 ppm et a 22,90 ppm et l'apparition de quatre pics
correspondant aux phosphores des quatre diastéréoisomeres de 14a' a des déplacements
chimiques, caractéristiques du phosphore d'un groupement acide phosphonique, de 10,01 ppm,
9,29 ppm, 8,87 ppm et 8,16 ppm (Figure III-7). De plus, la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FT-IR) de 14a’ montre I’apparition d’une nouvelle bande a 3367 cm’,

caractéristique du groupement acide phosphonique.

w0
8858
o N
- 3w
0 o s
[} N On
e VIR
HO N~
=\ 0
O—N ©O
|
CHj3
I I I I | | | | | T 1 1 1 1 1 1 I I I I T T I I
23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 &5 4 3 2 ppm

Figure I1I-7. Spectre RMN 3P découplé 'H de 14a’ aprés déalkylation de 14a ; solvant
CD;OD.
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IV- Réactivité des POE a extrémité acide phosphonique
IV-1. Réaction de Diels-Alder

La réaction de Diels-Alder entre le POE a extrémité acide phosphonique a fonctionnalité
3-furanyle 13a’ et le N-méthylmaléimide a été effectuée dans les conditions optimales
précédemment déterminées lors de I'étude de la réaction de Diels-Alder entre 12a ou 13a et le N-
méthylmaléimide, c'est-a-dire dans le DMF, a 40°C pendant 5 jours (Schéma III-11). L'eau
deutérée et le DMSO deutéré, compatibles avec le milieu biologique, ont également été testés
(Tableau III-6).

Q N of,

0 o "o f{f ”
o\ " 0

HO N~ DMF G
f\g . + Q_CH?’ 4000 ,
o 13a o o \ o 14a
|
Schéma III-11. Synthese de 14a’ par réaction de Diels-Alder entre 13a' et le

N-méthylmaléimide.

La conversion de la réaction de Diels-Alder a été calculée par comparaison des intégrations des
signaux des groupements CH-O de 1’oxanorbornéne a 5,15-5,38 ppm (Iy & ¢, Figure 11I-8) et du
signal a 4,52 ppm (I, Figure III-8) correspondant aux protons du groupement méthyléne du
POE en a du cycle triazole.

Tableau II1-6. Résultats de la réaction de Diels-Alder entre 13a' et le N-méthylmaléimide a

40°C pendant 5 jours.
Entrée Conv.”
Solvant
(%)
DMF 50°
2 D,O 87

3 DMSO-ds 94
“ déterminé par spectroscopie RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a 5,15-5,38 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de 1'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm correspondant aux
protons du groupement m thyl ne du POE en a du cycle triazole. ” Spectre RMN 'H réalisé dans le DMSO-dj.

Alors que la réaction effectuée dans le DMF a 40°C a conduit, au bout de 5 jours, a une
conversion limitée a 50%, les réactions réalisées dans D,O et DMSO-dg, dans les mémes
conditions, présentent une conversion de 87% (Tableau III-6, entrée 2) et 94% (Tableau III-6,

entrée 3), respectivement.
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Figure ITI-8. Spectre RMN 'H de 14a’ obtenu par réaction de Diels-Alder a 40°C pendant 5
jours entre 13a’ et le N-méthylmaléimide ; solvant : DMSO-ds.

Le spectre RMN *'P du polymére obtenu est présenté Figure I11-8. Nous constatons la disparition
totale du pic a 13,21 ppm (Figure III-9A) caractéristique du phosphore de 13a’ et I’apparition des
pics a 10,96 ppm, a 10,00 ppm, a 9,75 ppm et a 9,06 ppm (Figure III-9B) correspondant aux

phosphores des quatre diastéréoisomeres de 14a’.
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Figure ITI-8. Spectres RMN *'P découplé 'H de (A) 13a’ (solvant : CD;OD) et (B) 14a’
(solvant : CDCl3).

Les réactivités du POE a extrémité acide phosphonique 13a' et du POE a extrémité phosphonate
de diméthyle 13a vis-a-vis de la réaction de Diels-Alder dépendent de la nature du solvant. Si
13a montre une trés bonne réactivité dans le DMF a 40°C pendant 5 jours avec une conversion
de 98% (Tableau III-4, entrée 16), 13a' atteint une conversion limitée de 50% (Tableau III-6,
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entrée 1). Par contre, les réactions conduites dans D,O a 40°C pendant 5 jours ont permis
d'atteindre une conversion supérieure a 85% pour 13a' (Tableau III-6, entrée 2) alors qu'elle est
seulement de 50% pour 13a (Tableau III-4, entrée 4). Seul le DMSO-d¢ permet d'atteindre des
conversions de 'ordre de 93% aussi bien avec 13a (Tableau I1I-4, entrée 14) que 13a' (Tableau
I11-6, entrée 3).

IV-2. Réaction de rétro Diels-Alder
La réaction de rétro Diels-Alder du POE a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité oxanorbornéne 14a’ a été effectuée a 110°C selon des conditions optimales

précédemment déterminées lors la réaction de rétro Diels-Alder du POE a extrémité phosphonate

de diméthyle et a fonctionnalité oxanorbornéne 14a (Schéma II1-12).

0 y
P INMO n Q N of,
RO N”'\\l Ho-P NH\/</N\//,\\I+/\ "

HO e}
Solvant HO
- A\
A ’ * | N-CH,
14a’ o
O~ °N” "O 13a’ o)

|
Schéma III-12. Réaction de rétro Diels-Alder de 14a°.

Un suivi cinétique de la réaction de rétro Diels-Alder de 14a’ dans le DMSO-d¢ et le TCE-d; a
été effectué par spectroscopie RMN 'H. Le spectre RMN 'H de la réaction réalisée dans le TCE-
d> (Figure III-10A) confirme clairement 1’apparition d’un signal a 6,62 ppm caractéristique des
protons du groupement CH=CH du N-méthylmaléimide. Par ailleurs, I’intégration de ce pic
augmente simultanément avec la diminution de I’intégration des signaux a 5,13-5,39 ppm
caractéristiques des protons des groupements CH-O de 1'oxanorbornéne de 14a’ (Figure I1I-10B),
mettant en évidence que la réaction a bien eu lieu. La conversion de la réaction de rétro Diels-
Alder a été suivie par RMN 'H par comparaison des intégrations des signaux a caractéristiques
des protons des groupements CH-O de l'oxanorbornéne de 14a’ et du signal a 4,52 ppm

correspondant aux protons du groupement méthyléne du POE en a du cycle triazole.
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Figure ITI-10. Spectres RMN 'H du suivi de la réaction de rétro Diels-Alder de 14a’ dans le
TCE-d;a110°Ca(A)t=1h,(B)t=4h.

Les résultats (Tableau I11-7) montrent que la réaction effectuée dans DMSO-d¢ a 110°C conduit a
la dégradation du produit, se traduisant par I’apparition d'un pic 4 -0,79 ppm en RMN °'P,
caractéristique de la présence de molécules de type (RO);PO.®° La diminution de la température
de réaction a 80°C a permis d'éviter cette dégradation. Néanmoins, la conversion obtenue au bout
de 24 h de réaction est limitée a 30% (entrée 11, Tableau III-7). De méme, la réaction de rétro
Diels-Alder réalisée dans D,0O a 80°C permet d’obtenir une conversion de 29% au bout de 48 h
de réaction (entrée 12, Tableau III-7). Par contre, la réaction conduite dans TCE-d, permet
d'observer que la réaction de rétro Diels-Alder se produit progressivement avec une conversion
de 66% (entrée 2, Tableau III-7) des 1 h de réaction et une conversion quasi-quantitative en 4 h
de réaction (entrée 6, Tableau III-7). L'augmentation de la durée de la réaction au-dela de 6h a

conduit, dans tous les cas, a une dégradation du produit.

Tableau III-7. Résultats de la réaction de rétro Diels-Alder de 14a°.

Entrée T Durée Conv.”  Entrée Solvant T¢ Durée Conv.”
Solvant
O Hm () (S (%)
1 DMSO-dg 110 1 - 7 DMSO-d¢ 80 1 6
2 TCE-d, 110 1 66 8 DMSO-d¢ 80 2 10
3 TCE-d, 110 2 80 9 DMSO-d¢ 80 3 21
4 TCE-d, 110 3 86 10 DMSO-d¢ 80 4 21
5 TCE-d, 110 4 94 11 DMSO-d¢ 80 24 30
6 TCE-d, 110 6 94 12 D,O 80 48 29

“ Température. ° Déterminé par spectroscopie RMN '"H par comparaison des intégrations des signaux a 5,13-5,39
ppm caractéristiques des protons des groupements CH-O de 'oxanorbornéne et du signal a 4,52 ppm correspondant
aux protons du groupement méthyléne du POE en o du cycle triazole. © Dégradation du produit.
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Par ailleurs, le spectre RMN *'P montre la disparition des pics caractéristiques des 4
diastéréoisomeres de 14a' (Figure I1I-11A) et ’apparition d’un seul pic a 11,40 ppm (Figure III-
11B) caractéristique du phosphore du POE a extrémité acide phosphonique a fonctionnalité 3-

furanyle 13a’', confirmant que la réaction de rétro Diels-Alder sur 14a’ est quantitative.
y q q

§.286

NH\/(\N‘G/\O%; rT

Figure I1I-11. Spectres RMN 31p découplé 'H de (A) avant rétro Diels-Alder et (B) aprés rétro
Diels-Alder ; (solvant : TCE-d,).
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Conclusion

L'aptitude des poly(oxyde d'éthyléne) monométhyl éthers fonctionnalisés par un groupement
furane a réagir selon une réaction de Diels-Alder a été étudiée selon deux stratégies.
La 1%° stratégic a consisté a réaliser cette étude sur les POEs a extrémité phosphonate de
diméthyle puis a effectuer une déalkylation afin de disposer de poly(oxyde d'éthyléne)
monométhyl éthers a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité oxanorbornéne. Les
résultats illustrent 1’influence de la position de la substitution du furane sur sa réactivité vis-a-vis
de la réaction de Diels-Alder. En effet, les réactions de Diels-Alder conduites avec le diénophile
N-méthylmaléimide ont montré une plus grande réactivit¢ du POE fonctionnalisé par un
groupement 3-furanyle 13a par rapport a celui fonctionnalisé par un groupement 2-furanyle 12a.
I1 a été ainsi possible d'accéder a une conversion quasi-quantitative a partir de 13a au bout de 5
jours dans le DMF alors qu'elle s'est avérée limitée a 36% pour 12a. D’autre part, la réaction de
Diels-Alder est activée si le diene est substitué par un groupement électrodonneur. La réaction de
rétro Diels-Alder du POE a extrémité phosphonate de diméthyle et a fonctionnalité
oxanorbornéne 14a issu de 13a a été réalisée avec succes dans le DMSO-dg ou le TCE-d; a
110°C en 11 heures avec une conversion de 86-90%. Le POE a extrémité phosphonate de
diméthyle et a fonctionnalité oxanorbornéne 14a a également été déalkylé.
Pour la 2°™ stratégie, I'étude de réactivité vis-a-vis d'une réaction de Diels-Alder a été réalisée
directement sur les POEs a extrémité acide phosphonique. Les résultats montrent que la nature
du solvant influence la conversion des réactions de Diels-Alder et de rétro Diels-Alder. En effet,
au bout de 5 jours, la réaction de Diels-Alder effectuée dans le DMF a 40°C a conduit a une
conversion limitée a 50%. Par contre, les réactions réalisées dans le D,O et le DMSO-dg, dans les
mémes conditions, présentent une conversion de 87% et 94%, respectivement. De méme, la
réaction de rétro Diels-Alder du POE a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité
oxanorbornéne 14a’ issu de 13a’ a été conduite avec succes dans TCE-d, en 6 heures avec une

conversion de 94%.

Les poly(oxyde d'éthyléne) monométhyl éthers a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité furane ainsi obtenus vont étre directement utilisés pour la stabilisation de
nanoparticules d’oxyde de fer et I'aptitude des groupements furane a réagir selon une réaction de

Diels-Alder réversible va étre étudiée dans le chapitre suivant.
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Chapitre I'V-Stabilisation de la surface des nanoparticules par POEs a extrémité acide phosphonique

Introduction

La stabilisation et/ou la fonctionnalisation de nanoparticules d'oxyde de fer a connu un
essor considérable ces dernicres années en raison des potentialités des systémes obtenus dans le
domaine de la (bio)technologie en tant qu’agents de contraste en imagerie par résonance
magnétique (IRM), pour I’immobilisation d'enzymes, la vectorisation, le traitement du cancer par

hyperthermie, etc."

L'utilisation de polymeéres pour stabiliser et/ou fonctionnaliser les nanoparticules métalliques a
considérablement ceuvré au développement de ces nouvelles technologies car les polymeéres
peuvent étre multifonctionnels de par leur structure, constituée de nombreuses unités de
répétition, permettant non seulement I’ancrage a la surface des nanoparticules mais également
I’introduction d’autres fonctionnalités pouvant apporter de nouvelles propriétés a ces
nanoparticules ou étre utilisées pour ancrer des substances actives. De plus, il est possible de
moduler les propriétés des nanoparticules en jouant sur la masse molaire, ’architecture et la

fonctionnalité du (co)polymére.”

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a la synthése de poly(oxyde d'éthyléne)s
monométhyl éthers (POE) a extrémité acide phosphonique, qui permet l'ancrage sur la
nanoparticule d'oxyde de fer, et a fonctionnalit¢ furane susceptible de réagir avec des

(bio)molécules a fonctionnalité maléimide selon une réaction de Diels-Alder thermoréversible.?

Il existe dans la littérature quelques exemples de poly(oxyde d'éthyléne)s a extrémité acide
phosphonique utilisés pour stabiliser et/ou fonctionnaliser des nanoparticules métalliques. Ainsi,
Cao et al.* ont stabilisé des nanoparticules de lanthanide de type NaLnF, (NaHoF4, NaEuF,,
NaGdF, et NaTbF,) par des POEs de M, = 2 000 g.mol”" & fonctionnalité acide mono-, di- ou
tétraphosphonique par la méthode d’échange de ligand a partir de nanoparticules de lanthanide
stabilisées par une monocouche d’oléate (Schéma VI-1). Apres I’échange de ligand, la taille des
nanoparticules de lanthanide fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique
augmente environ de 10 nm par rapport a celle des nanoparticules post-synthese, de taille 9-11
nm. Les mesures par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) montrent que ces nanoparticules
sont stables dans 1’eau a pH neutre. Par contre, les nanoparticules stabilisées par des POEs
monophosphonate s'agrégent dans 1’eau a pH = 3 et a pH = 9. Dans le cas des nanoparticules
stabilisées par des POEs diphosphonate, elles sont stables dans 1I’eau a pH = 3 mais une
agrégation apparait a pH = 9. Seules les nanoparticules stabilisées par des POEs
tétraphosphonate restent stables dans 1’eau a pH = 9 pendant quelques semaines. Ces résultats

sont confirmés par 1'étude de la stabilité dans un tampon phosphate (pH = 7,4), qui montre que
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seules les nanoparticules stabilisées par des POEs tétraphosphonate fournissent une stabilité
colloidale excellente et robuste.
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Schéma IV-1. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules de lanthanide par des POEs a

extrémité acide mono-, di- et tétraphosphonique.’

Sandiford et al’ ont dans un premier temps synthétisé un POE & extrémité diacide
diphosphonique a partir du POE commercial de M, =5 000 g.mol™ (Schéma IV-2). Ce polymére
a ¢été ensuite utilisé pour remplacer la couche hydrophobe d’oléylamine a la surface de
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques (USPIO) par la méthode d’échange de
ligand. Les nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques fonctionnalisées par le POE a
extrémité diacide diphosphonique (POE-BP-USPIO) sont stables en milieu aqueux et en milieu
salin physiologique pendant 7 mois et le potentiel zéta est environ de zéro a pH = 7, mettant en
¢évidence la présence d'une couronne polymere a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer
superparamagnétiques. Les nanoparticules présentent une relaxivité longitudinale (r;) élevée a
champ magnétique fort, ce qui améliore considérablement le contraste, permettant la
visualisation des vaisseaux sanguins et des organes vasculaires avec une haute résolution

spatiale, tout en diminuant les doses d'agent de contraste injectées.

110



Chapitre I'V-Stabilisation de la surface des nanoparticules par POEs a extrémité acide phosphonique

Bn~y-B" 48h, H,, EtOH NH;
OH . Et0>_ . N 200/ N, 0. o 10%PdC.RT Oﬁ:)\p’/o
P OEt H - p O pz EtO' L., W“OFEt
EtO OEt EtO 150-160°C o/l HOFt OEt OEt
MeO-POE(5)-COOH
o DCM, 20°C, DCC
o o)
%( o) S—POE(5)-OMe
i S—POE(5)-OMe HN
DCM o 'ﬁ o MeOH o‘\P)\P//O
Sp7 Pz 48 h, DCM, TMSBrgtg’ | \\gEt
RN OEt OEt
HOon o
DCC : dicyclohexylcarbodiimide
G2
NH
oél\POE(s)-OMe ;f : Oléylamine

USPIO : nanoparticule d'oxyde de fer superparamagnétique
Schéma I'V-2. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par un POE a

extrémité diacide diphosphonique.*

De méme, la stabilisation et la fonctionnalisation de nanoparticules métalliques par des
molécules fonctionnalisées par le furane a également été étudiée. Ainsi, Liu et al.® ont effectué la
modification de la surface de nanoparticules d’or par un ligand dodécanethiol fonctionnalisé par
un groupement furane (Schéma IV-3). Le diametre de ces particules, mesuré par microscopie
¢lectronique en transmission (TEM), est de 1'ordre de 1,8 nm. Ils ont ensuite réalisé la réaction de
Diels-Alder entre les nanoparticules fonctionnalisées furane (Au-F) et un oligo(p-
phénylénevinyléne) fonctionnalisé par un maléimide (OPVs) pendant 12 h a 60 °C dans le
toluéne. Le diameétre des nanoparticules apres la réaction de Diels-Alder est d'environ 2 nm. La
spectrophotométrie ultraviolet-visible (UV-vis) montre 1’apparition d'une bande d'absorption a
530 nm qui disparait une fois la réaction de rétro Diels-Alder effectuée a 110°C pendant 2 h dans
le toluéne. D’apres les auteurs, ce type de systeéme permet d’obtenir des matériaux hybrides
stimuli-sensibles.

o
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Schéma IV-3. Stabilisation et fonctionnalisation de nanoparticules d’or par un ligand a
fonctionnalité furane puis réaction de Diels-Alder avec un oligo(p-phénylénevinyléne) a

fonctionnalité maléimide.
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Yamashita er al.’” ont réalisé la réaction de Diels-Alder entre un poly(oxyde d’éthyléne) a
fonctionnalité maléimide de M, = 20 000 g.mol™ et le disulfure de difurfuryle pour obtenir un
POE a fonctionnalité oxanorbornéne, qui a ensuite été greffé a la surface de nanoparticules d’or
(Schéma IV-4). Ces nanoparticules ont ensuite été irradiées par spectroscopie proche infrarouge
pour libérer le poly(oxyde d’éthyléne) a fonctionnalité maléimide par réaction de rétro Diels-
Alder induite par I’effet photothermique. Aprés la libération du POE, les nanoparticules d’or
forment des agrégats. Ce systeme a libération controlée par irradiation dans le proche infrarouge
avec formation d’agrégats de nanoparticules d’or pourrait étre étendu a des nanotubes d’or pour

une utilisation en thérapie photothermique.
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Schéma IV-4. Modification de nanoparticules d’or par un POE a fonctionnalité oxanorbornéne

puis réaction de rétro Diels-Alder par irradiation photothermique.

Pour notre part, nous avons choisi de combiner, au sein d’un méme systéme, un groupement
acide phosphonique pour la stabilisation des nanoparticules, une fonction ‘clickable’ selon une
réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen pour ancrer le polymére et une 2™ fonction
‘clickable’ thermoréversible selon une réaction de Diels-Alders, ce qui n’a ce jour pas été décrit
dans la littérature.

Dans ce chapitre, nous avons utilisé les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité
furane synthétisés dans le chapitre précédent pour la stabilisation et la fonctionnalisation de
nanoparticules d’oxyde de fer. Le greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a été
directement effectu¢ a la surface de nanoparticules nues par la méthode ‘grafting onto’ selon
deux stratégies (Schéma IV-5). La 19 stratégie consiste a stabiliser tout d’abord la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer avec les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité

furane afin de disposer de nanoparticules présentant une fonctionnalité furane susceptible de

112



Chapitre IV-Stabilisation de la surface des nanoparticules par POEs a extrémité acide phosphonique

réagir ensuite avec des (bio)molécules a fonctionnalité maléimide (Schéma IV-5, stratégie A). La
2°™ stratégie consiste a stabiliser les nanoparticules avec les POEs a extrémité acide
phosphonique et a fonctionnalit¢ oxanorbornéne, issue de la réaction de Diels-Alder
thermoréversible entre la fonctionnalité furane et une (bio)molécule maléimide, afin d'étudier
l'aptitude des nanoparticules ainsi stabilisées et fonctionnalisées a libérer des (bio)molécules par

hyperthermie (Schéma IV-5, stratégie B).
Stratégie A

Nanoparticule magnétique

Stratégie B Q

Schéma I'V-5. Stratégies de stabilisation et de fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de
fer nues par des POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane et

oxanorbornéne.

Ces stratégies ont tout d'abord été appliquées a partir des POEs, synthétisés chapitre II et III, de
masse M, de 2 000 g.mol'l, puis ont ensuite été étendues aux POEs de masse M, de 5 000 g.mol’
' Avant d’étudier les caractéristiques et les propriétés de ces nanoparticules d'oxyde de fer
stabilisées et fonctionnalisées par des POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité
furane ou oxanorbornéne, nous avons synthétisé et caractérisé des nanoparticules d’oxyde de fer.
L'ensemble de ces travaux ont été réalisés au cours d'un stage de deux mois au Centre for
Advanced Macromolecular Design (CAMD) - Université¢ de New South Wales a Sydney.
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I- Synth se et caract risation de nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent étre constituées de magnétite (Fe;O4), de
maghémite (y-Fe,0s3), de wiistite (FeO), d'hématite (a-Fe,03), de e-Fe,Os et de B-Fe,Os, qui sont
des oxydes ferriques superparamagnétiques, présentant une haute coercivité, une faible
température de Curie, et une susceptibilité magnétique élevée.® Parmi ces nanoparticules d’oxyde
de fer, la magnétite Fe;O4 et la maghémite y-Fe,Os sont des candidats trés prometteurs pour les
applications biologiques. La magnétite Fe;O,, dont la préparation est simple et de faible cot, est
la ferrite la plus utilisée dans le domaine biologique en raison de sa biocompatibilité, de son
aptitude a la biodégradation et de sa faible toxicité dans le corps humain. Elle présente une
structure cubique de spinelle inverse avec les anions oxygene formant un empilement cubique
face centrées et les cations Fe’" et Fe'* occupant les sites interstitiels octaédriques et
tétraédriques.’ Les électrons peuvent se déplacer entre les ions Fe'™ et les ions Fe*™ des sites
octaédriques et ce, a température ambiante, rendant la magnétite "demi-métallique"*.10’”'12 La
structure de maghémite y-Fe,Os présente des sites supplémentaires vacants cationiques entre les

sites octaédriques.

Parmi les méthodes de synthése des nanoparticules d'oxyde de fer, nous avons choisi la méthode
de coprécipitation' car elle est facile 4 mettre en ceuvre et permet de produire des nanoparticules

a l'échelle multi-grammes.14

I-1.  Synthese de nanoparticules d’oxyde de fer par 1a méthode de coprécipitation

Pour synth tiser des nanoparticules d’oxyde de fer, nous avons utilis la m thode mise au
point par Massart."*'® Ce protocole permet d’obtenir des nanoparticules d’oxyde de fer en grande
quantité¢ et avec une bonne reproductibilité. La synthése de ces nanoparticules se fait en une
étape. Des solutions de Fe*" de concentration 2 mol.L" et Fe'* de concentration 1 mol.L" sont
préparées en dissolvant les sels de FeCl,.4H,O et de FeCl;.6H,O dans une solution d'acide
chlorhydrique (HC1) de concentration 1 mol.L™". Les chlorures sont dissous dans une solution
acide afin de maintenir un pH acide pour éviter la précipitation des cations des solutions initiales.
Les nanoparticules d'oxyde de fer se forment a température ambiante sous agitation magnétique
en 5h et la réaction peut étre suivie par 1'évolution de la couleur de la solution qui passe d’orange
au brun puis au noir a la fin de la réaction. Les nanoparticules obtenues sont récupérées par une
décantation magnétique ou par centrifugation et lav es plusieurs fois avec de 1’eau ultra pure
désoxygénée pour ¢liminer les ions chlorure et 1’exc s de base, puis s ch es sous vide. La

poudre noire obtenue est dispers e ensuite dans de 1’eau ultra pure d soxyg n e et le pH est fix

*
Un mat riau est dit “demi-m tallique quand il est m tallique pour une direction de spin et isolant pour ’autre.
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a 5,5 par ajout d'HCl 0,IM et conduit a un ferrofluide de concentration 15 mg/mL. Ces

nanoparticules d'oxyde de fer nues ont été caractérisées.

I-2.  Caractérisation des nanoparticules d’oxyde de fer nues

Les nanoparticules d’oxyde de fer nues ont été caractérisées par différentes techniques

afin d'accéder a leur taille et a leur polydispersité.

L2.1. Détermination du diamétre et de la distribution en taille des
nanoparticules d'oxyde de fer

Le diamétre des nanoparticules d'oxyde de fer a tout d'abord été mesuré a partir d'une

analyse par diffraction des rayons X (RX) (Figure IV-1). La taille des cristallites d’oxyde de fer,

qui a été calculée par la formule de Sherrer'’ (Equation 1) a partir de la largeur des raies a mi-

hauteur sur le pic le plus intense (311), est de 10,4 nm.

[Kx/i]

B(26)= [Lxcos 6]

Equation 1
ou:

L est la taille des cristallites (nm).

B est la largeur a mi-hauteur a 26 = 36°.

K est le facteur de forme. K = 0,9 pour des particules sphériques.

X est la longueur d’onde de radiation X utilisée, A =1,541 A.

0 est I’angle du pic de diffraction mesur (degr s).
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Figure I'V-1. Diffractogramme de poudre des nanoparticules d’oxyde de fer synth tis es.

La méthode Brunauer-Emmett-Teller (BET) a également été utilisée pour mesurer la taille des

particules, et a été estimée a environ 10,4 - 10,7 nm. Cette méthode permet, en outre, d'accéder a
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la surface spécifique des nanoparticules d’oxyde de fer a partir de I’isotherme d’absorption de
I’azote. La mesure a été réalisée sur un échantillon de poudre de nanoparticules d’oxyde de fer
dégazé in situ a 150°C pendant 3 h. La surface spécifique des nanoparticules d’oxyde de fer est
de l'ordre de 106 + 1 m%/g de particule.

La microscopie électronique en transmission (TEM) et la DLS ont été utilisées pour déterminer
le diametre ainsi que la distribution en taille des nanoparticules d’oxyde de fer obtenues. Les
images TEM donnent également des informations sur la morphologie des nanoparticules. Par
contre, le cliché TEM ne refléte pas leur état de dispersion en milieu aqueux. La DLS est donc
complémentaire au TEM, car elle permet d'accéder a la taille des nanoparticules dispersées en

milieu aqueux.

La préparation des échantillons pour les clichés TEM consiste a déposer une goutte des
particules d’oxyde de fer sur une grille de cuivre, puis a laisser sécher a l'air. Le clich¢ TEM
(Figure IV-2A) montre des nanoparticules peu agglomérées, de forme sphérique et
monodisperses. Les nanoparticules ont une taille moyenne de 13 nm. Cette valeur est proche de
celles obtenues par diffraction des RX et par la méthode BET et est en accord avec les travaux de

Moersdorf et al.'®

La distribution des tailles des nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées a ensuite été mesurée
dans I'eau a pH = 5,5 par DLS (Figure IV-2B). La taille des nanoparticules varie de 18 nm a 80
nm. Le diamétre hydrodynamique moyen des nanoparticules est de l'ordre de 22 £ 5 nm. La
valeur moyenne du diamétre mesuré par la DLS est différente de la valeur obtenue a partir du

cliché TEM car elle correspond a la taille des nanoparticules solvatées.
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Figure IV-2. (A) Cliché¢ TEM et (B) distribution des tailles déterminées par DLS dans I'eau a pH
= 5,5 des nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées.

116



Chapitre I'V-Stabilisation de la surface des nanoparticules par POEs a extrémité acide phosphonique

L1.2.2. Analyse structurale des nanoparticules d’oxyde de fer nues
La caractérisation de la surface des nanoparticules est nécessaire pour bien comprendre
les phénomenes d’agrégation et déterminer les conditions opératoires a utiliser pour leur
stabilisation et/ou fonctionnalisation ultérieure.
Nous avons tout d’abord utilisé la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en réflexion
totale atténuée (FTIR-ATR) pour déterminer la composition des nanoparticules d’oxyde de fer
nues. Nous observons que le spectre d’absorption FTIR-ATR (Figure IV-3) des nanoparticules

"et 4 1576 cm™ correspondant a des

d’oxyde de fer présente des bandes situées a 3330 cm’
liaisons O-H, dues a la présence d’eau physisorbée a la surface des nanoparticules.'” Par contre,
les bandes situées entre 600 et 400 cm™ sont caractéristiques de liaisons Fe-O." Ce spectre
FTIR-ATR a été comparé avec ceux de nanoparticules d’oxyde de fer de type magnétite Fe;O4,
maghémite y-Fe,O3; et hématite o-Fe,O; de la littérature.”’ Le spectre FTIR-ATR de la
maghémite présente plusieurs bandes de déformation trés proches a 730, 696, 636, 590, 570 et a
450 cm™, celui de la magnétite présente un spectre avec une large bande de déformation située
vers 570-590 cm™! et celui de I'hématite présente des bandes de déformation a 540, 470, 345 cm”
! Dlaprés le spectre FTIR-ATR obtenu, il semble que les nanoparticules d'oxyde de fer

synthétisées soient constituées d'un mélange de magnétite et maghémite.
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Figure IV-3. Spectre FTIR-ATR des nanoparticules d’oxyde de fer nues.

L'analyse thermogravim trique (ATG) a ensuite t utilis e pour d terminer la quantit d’eau
adsorb e la surface des nanoparticules d’oxyde de fer nues. Le thermogramme, obtenu par
chauffage sous argon jusqu’ 600°C avec une vitesse de mont ¢ en temp rature de 10°C/min
(Figure 1V-4), montre une perte de masse a 100°C de 5%, qui est due la pr sence d’eau la

surface des nanoparticules d’oxyde de fer.
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Figure IV-4. Courbe ATG des nanoparticules d’oxyde de fer nues.

Les analyses ATG et FTIR-ATR des nanoparticules d’oxyde de fer nues confirment la présence
d’une couche d’eau absorbée a la surface des particules, ce qui peut expliquer la différence

observée lors des mesures des diametres des nanoparticules par TEM et DLS.

II- Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules d’oxyde de fer par
les POEs a extrémité acide phosphonique

La stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer nues a été
effectuée avec des POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalit¢ furane ou

oxanorborneéne selon la méthode ‘grafting onto’ via le groupement phosphonate.
II-1. Greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a la surface des
nanoparticules nues par la m thode ‘grafting onto’
La réaction de greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a la surface des

nanoparticules d’oxyde de fer nues a été effectuée selon des conditions précédemment rapportées

dans la littérature (Schéma IV-6).2'
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Schéma I'V-6. Stabilisation et fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer nues par un

POE a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane ou oxanorbornene.

La réaction de greffage a la surface des nanoparticules a été réalisée par agitation orbitalaire
entre les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane ou oxanorbornéne et les
nanoparticules d’oxyde de fer nues, synthétisées précédemment, dans de l'eau ultra pure a
température ambiante pendant 24 h. En fin de réaction, la solution a été filtrée sur un filtre
poly(éthyleéne téréphtalate) de porosité 0,45 um pour €éliminer les nanoparticules non stabilisées.
Les nanoparticules fonctionnalisées ont ¢ét¢ lavées trois fois dans [’eau ultra pure par
centrifugation (15 000 tours/min durant 40 min) pour €éliminer 1’exceés de POE non greffé a la
surface des nanoparticules d’oxyde de fer. Les nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées
ont ensuite €té séchées sous vide. Elles se présentent sous la forme d’un solide noir qui a été
analysé par FTIR-ATR, photoémission X (XPS), ATG, DLS et TEM. Ce solide noir a également
¢té mis en contact avec de I'eau ultra pure, conduisant a la redispersion des nanoparticules. Cette
dispersion s'est révélée stable pendant plusieurs mois, mettant en évidence l'efficacité de la

stabilisation.

II-2. Mise en évidence de la fonctionnalisation des nanoparticules

Le greffage des poly(oxyde d’éthyléne)s a extrémité acide phosphonique a été¢ confirmé
par spectroscopie FTIR-ATR. La Figure IV-5 montre les spectres FTIR-ATR des nanoparticules
d’oxyde de fer avant et apres greffage avec le poly(oxyde d’éthyléne) a extrémité acide
phosphonique 13b’ ainsi que le spectre FTIR-ATR de 13b’. Nous observons sur le spectre FTIR-
ATR des nanoparticules d’oxyde de fer apres greffage (B, Figure IV-5) ’apparition de bandes
d’absorption situées a 2856 cm™, 4 1466 cm™ et a 1263 cm™ caractéristiques de la vibration
d’¢longation des liaisons C-H du POE, de la liaison C=C du cycle triazole et de la liaison P=0,
respectivement, mettant en évidence la présence du poly(oxyde d’éthylene) a extrémité

phosphonate a la surface des nanoparticules.
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Figure I'V-5. Spectres FTIR-ATR des nanoparticules d’oxyde de fer (A) avant et (B) apres
greffage avec 13b’ et de (C) 13b’.

Néanmoins, la spectroscopie FTIR-ATR ne permet pas de démontrer que les POEs a extrémité
acide phosphonique sont réellement liés a la surface des nanoparticules. L’analyse par
photoémission X de la nanoparticule nue et de la nanoparticule aprés greffage par le POE a
extrémité acide phosphonique 13a' a été réalisée. Le spectre large de la nanoparticule nue (A,
Figure IV-6) montre les signaux caractéristiques des liaisons Fe-O de la nanoparticule d'oxyde de
fer a 712,08 eV et a 531,08 eV et du dioxyde de carbone adsorbé a la surface des nanoparticules

d’oxyde de fer”

a 288,91 eV. Le spectre large de la nanoparticule greffée (B, Figure 1V-6)
montre l'apparition de deux signaux a 133,11 et 409,08 eV, correspondant au phosphore P, et a
l'azote Njs. Le spectre de la décomposition du pic haute résolution P, (Figure IV-7A) de la
nanoparticule greffée confirme l'apparition d'un seul signal a 133,11 eV correspondant a la
liaison P-O-Fe. L'examen du pic haute résolution Ny de la nanoparticule greffée (Figure IV-7B)
montre l'apparition de deux composantes a 339,92 eV et a 401,48 eV attribuées aux atomes
d'azote du cycle triazole et du groupement aminophosphonate, respectivement. Quant a l'examen
du pic haute résolution O;s avant et apres fonctionnalisation (Figure IV-8), il montre des
contributions vers 530,24 eV, 531,00 eV et 532,00 eV correspondant aux atomes d'oxygene des
liaisons Fe-O-Fe, Fe-OH et du dioxyde de carbone adsorbé a la surface de la nanoparticule,
respectivement. L'intensit¢ du pic vers 532,74 eV (Figure IV-8B) augmente apres
fonctionnalisation en raison de la contribution des atomes d'oxygene des liaisons P-O-Fe,
confirmant 1'ancrage du POE a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane sur les
nanoparticules d'oxyde de fer. De méme, on observe une augmentation de l'intensité du signal a
288,91 eV (Figure IV-6, B) caractéristique des liaisons incluant les atomes de carbone de 13a’.

L 24,2
Ces valeurs sont en accord avec celles de la littérature. >
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Figure 1V-6. Spectres XPS (A) avant et (B) apres greffage du poly(oxyde d’éthylene) a
extrémité acide phosphonique 13a' a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer.
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Figure I'V-7. Spectres XPS de décomposition du pic haute résolution (A) P, et (B) Nis de la

nanoparticule d’oxyde de fer fonctionnalisée par 13a’.
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Figure IV-8. Spectres XPS de décomposition du pic haute résolution Oy de la nanoparticule

d’oxyde de fer (A) avant et (B) aprés fonctionnalisation par 13a’.
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II-3. Calcul de la densité de greffage

La densité de greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a la surface des
nanoparticules d’oxyde de fer a été¢ déterminée par ATG. En effet, ' ATG permet de déterminer
la quantité de polymere présente a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer. Les analyses ont
été effectuées sous argon avec une vitesse de montée en température de 10°C/min entre 20°C et
600°C. La Figure IV-9 regroupe les thermogrammes de la nanoparticule nue et des
nanoparticules greffées par les POEs a extrémité acide phosphonique de masse molaire moyenne
en nombre (M, ) 2 000 (13, B & D, Figure IV-8) et 5 000 g.mol” (14, C & E, Figure IV-9) et a
fonctionnalité furane (a', B & C, Figure IV-9) et oxanorbornéne (b', D & E, Figure IV-9). En
absence de greffage, on observe une perte de masse de 5% (A, Figure IV-9) attribuée a la
désorption d'eau de la surface de la nanoparticule nue. Les thermogrammes des nanoparticules
greffées montrent une perte de masse beaucoup plus importante entre 250°C et 400°C comprise
entre 13% et 19% (B a E, Figures IV-9), qui a été attribuée a la décomposition du POE, comme
l'attestent les thermogrammes des POEs 13a' et 13b' (Figure IV-10), directement liée a la masse
molaire du polymere. Les nanoparticules d’oxyde de fer aprés greffage présentent des pertes de
masses €levées par rapport aux nanoparticules d’oxyde de fer nues, en raison de la présence de

polymeére a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer.
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Figure I'V-9. Thermogrammes ATG (A) de la nanoparticule nue et des nanoparticules greffées
par le POE a extrémité acide phosphonique de M, (B) de 2 000 g.mol'1 a fonctionnalité furane
13a', (C) de 2 000 g.mol™ a fonctionnalité oxanorbornéne 14a’, (D) de 5 000 g.mol™' a
fonctionnalité furane 13b' et (E) de 5 000 g.mol' a fonctionnalité oxanorbornéne 14b' (rampe de

température de 10°C/min de 20°C a 600°C sous argon).
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La deuxieme perte de masse observée sur les thermogrammes des POEs (Figure IV-10),
observée a 530°C, a été attribuée a la décomposition de la partie phosphonate.®® Cette perte de
masse n'est pas observée sur les thermogrammes des nanoparticules greffées, mettant en
¢évidence que la stabilisation des nanoparticules d’oxyde de fer par les POEs a extrémité acide
phosphonique a bien eu lieu et que la liaison covalente entre les atomes d'oxygene des
groupements phosphonate et les atomes de fer des nanoparticules subsistent.
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Figure IV-10. Thermogrammes ATG des POEs a extrémité acide phosphonique de M, de 2 000

g.mol™ & fonctionnalité (A) furane 13a’' et (B) oxanorbornéne 13b' (rampe de température de 10
°C/min de 20°C a 600°C sous argon).

Il est possible de corréler la perte de masse avec le nombre de chaines par nanoparticule et ainsi
déterminer la densité de greffage. Le nombre de chaines polymeéres par nanoparticule d'oxyde de
fer est calculé a partir de la différence de perte de masse (PM) entre les nanoparticules d'oxyde

de fer greffées par le polymere et les nanoparticules nues lors de l'analyse ATG entre 20 °C et
500 °C (Equation 2).

PMpette = PM - F)Mnanoparticules nues Equation 2
ou PM est la perte de masse apres greffage des POEs a la surface des nanoparticules,
PManoparticules nues €St 1a perte de masse des nanoparticules nues,

et PM,ete €5t la perte de masse nette.

Le nombre de chaines par nanoparticules (N) est ensuite obtenu par 1'équation 3.
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(IO xPMpgyrg(%)

100
M njj]]]]eDI
N= Equation 3
(m' NS x (100 -PM 116(%) IONPs___IONPs
p
100
ou m'™™ est la masse des nanoparticules utilisées pour I'analyse ATG, c'est-a-dire la masse

de nanoparticules pesées avant analyse a laquelle on a retranché la perte de masse due a la
désorption d'eau.

PM est la perte de masse nette,

M, est la masse molaire moyenne en nombre déterminée & partir de la masse du
POE commercial a laquelle a ét¢ ajoutée la masse molaire des groupements acide
phosphonique et furane ou oxanorbornéne.

VION’S o5t le volume des nanoparticules nues calculé d'aprés leur rayon déterminé par
TEM en considérant les nanoparticules parfaitement sphériques.

plONP $=517 g/cm3 déterminé par diffraction des RX.

La densité de greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a la surface des nanoparticules

d’oxyde de fer a ensuite ¢été déterminée a partir de I’équation 4.

Densi€ de greffage= ﬁ Equation 4

. IONP
ou S

est la surface des nanoparticules nues déterminée par la méthode BET.

Les résultats obtenus (Tableau IV-1) montrent des densités de greffage comprises entre 0,12 et
0,30 chaine par nm’ de particule, qui semblent indépendants de la longueur de la chaine
polymére (entrées 2 et 4 pour le POE de M, 2 000 g.mol™, entrées 3 et 5 pour le POE de M,
5000 g.mol'l). Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur que celles observées par Boyer et
al?, qui ont rapporté des densités de greffage de poly(acrylate d'oligoéthyléne glycol)s a
extrémité acide phosphonique et & fonctionnalité o-dithiopyridine de 0,12 a 0,23 par nm’ de
particule. De méme, Takahara e al’’ ont obtenu des densités de greffage de poly(3-
vinylpyridine)s ou de polystyrénes a extrémité acide phosphonique de 0,12 4 0,20 chaine par nm*

de particule.

124



Chapitre I'V-Stabilisation de la surface des nanoparticules par POEs a extrémité acide phosphonique

II-4. Détermination de la taille et de la morphologie des nanoparticules

fonctionnalisées

La TEM a été utilisée pour évaluer la taille des nanoparticules d’oxyde de fer
fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique. Les clichés TEM montrent que
les nanoparticules greffées sont bien dispersées apres stabilisation par les POEs a extrémité acide
phosphonique et présentent une forme sphérique (Figure IV-11). Ces clichés TEM montrent la
présence d'une couche gris clair recouvrant les nanoparticules mettant en évidence que le
greffage les POEs a extrémité acide phosphonique a la surface des nanoparticules a bien eu lieu,
et confirment les résultats obtenus avec les analyses FTIR-ATR et XPS. Les tailles des particules
sont environ de 13 nm pour des nanoparticules d’oxyde de fer nues, de 15 nm et 19 nm pour les
nanoparticules greffées par des POEs de M, de 2 000 g.mol™ fonctionnalisées respectivement
par le furane 13a’' et I'oxanorborneéne 14a’' et de 21 nm et 25 nm pour les nanoparticules greffées
par des POEs de M, de 5 000 g.mol™” fonctionnalisées respectivement par le furane 14b' et
l'oxanorborneéne 14b' (Tableau IV-1). La taille apparente des nanoparticules d’oxyde de fer

greffées par les POEs augmente ainsi avec la longueur de la chaine POE. *

Figure IV-11. Clichés TEM des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par (A) 13a’, (B)
13b°, (C) 142’ et (D) 14b°.
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La DLS a ensuite été utilisée pour déterminer la taille des nanoparticules stabilisées dans 1'eau.
Les résultats (Figure IV-12 et Tableau IV-1) montrent que la taille des nanoparticules varie de 20
nm a 80 nm et augmente avec 1’augmentation de la M, des polyméres qui stabilisent la surface

des nanoparticules d’oxyde de fer. La polydispersité est comprise entre 0,2 et 0,4 (Figure IV-12
et Tableau IV-1).
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Figure I'V-12. Distribution des tailles des nanoparticules greffées (A) 13a’, (B) 13b’, (C) 14a’ et
(D) 14b’ obtenue par les mesures DLS.

Comme pour les nanoparticules nues, la taille des nanoparticules greffées par les POEs a
extrémité acide phosphonique déterminée par DLS est plus élevée que celle observée par TEM.
En effet, l'analyse TEM détermine le diametre des nanoparticules apres séchage sous vide sur
une grille de cuivre tandis que la DLS détermine le diametre hydrodynamique qui englobe une

. s . 29,30
couche d’eau hydratée adsorbée a la surface des nanoparticules.”

En conclusion, le greffage des nanoparticules d'oxyde de fer par les POEs a extrémité acide
phosphonique et a fonctionnalité furane ou oxanorbornéne a été¢ mis en évidence par FTIR-ATR,
XPS et ATG. Les nanoparticules présentent une taille moyenne de 15 - 25 nm déterminée par
TEM et un diametre hydrodynamique de 20 - 80 nm par DLS. La densité de greffage, calculée

d'aprés les analyses ATG, est comprise entre 0,12 et 0,30 chaine par nm” de particule.
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Tableau IV-1. Caractérisation des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane

ou oxanorbornéne.

Entrée Echantillon Perte de masse Densité de greffage Diamétre TEM  Diametre DLS  Polydispersité  Potentiel zéta
(%) chaine/nm* (nm) (nm) (mV)
1 nanoparticule nue 5 - 13 22 (£5) 0,32(£ 0,02) +42 (£ 2)
2 13a’ 13 0,20 15 29 (£5) 0,28 (£ 0,05) -11(£2)
3 13b' 16 0,12 21 36 (£5) 0,44 (£ 0,03) -1 (x1)
4 14a’ 19 0,30 19 34 (£4) 0,27 (£ 0,05) -9=1)
5 14b’ 14 0,16 25 37 (£ 4) 0,42 (£ 0,02) -3
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II-5. Etude de la stabilité des nanoparticules greffées

La stabilité des nanoparticules greffées a été étudiée en fonction du temps (Figure IV-13)
et de la température (Figure IV-14) par des mesures de DLS. Nous constatons que les particules

restent stables apres 16 jours dans 1’eau.
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Figure IV-13. Evolution de la taille des nanoparticules d’oxyde de fer greffées en fonction du

temps.

Les résultats montrent également que les nanoparticules greffées sont stables jusqu'a 65°C
(Figure IV-14), quel que soit le POE utilisé lors de la stabilisation. Par contre, les nanoparticules
greffées par 14b> de M, =5 000 g.mol™ et & fonctionnalité oxanorbornéne sont déstabilisées au-

dela de cette température contrairement aux autres nanoparticules.
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Figure IV-14. Evolution de la taille des nanoparticules d’oxyde de fer greffées en fonction de la

température.
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La stabilité des nanoparticules a également été examinée dans un tampon phosphate (pH = 7,4)
contenant du sérum albumine bovine (BSA, 0,1 g.L"") pour mimer les conditions physiologiques
(Figure IV-15). Les nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13b’ et 14a’ sont stables pendant
24 h sans apparition de précipité, ni variation significative de la taille déterminée par DLS. Par
contre, celles greffées par 13a’ ne sont pas stables puisqu'un précipité apparait au bout de 24 h.
Les résultats montrent I’influence de la longueur du POE sur I’aptitude a résister a 1’adsorption
d’une protéine®® puisque l'augmentation de la longueur de la chaine de POE (Figure IV-15, 13a’

et 13b") améliore la stabilisation colloidale des nanoparticules d’oxyde de fer.*
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Figure I'V-15. Taille et stabilité des nanoparticules greffées par des POEs a extrémité acide
phosphonique : (A) Images des nanoparticules et (B) Evolution de la taille des nanoparticules
avec le temps apres incubation dans un tampon phosphate (concentration 0,1 M ; pH = 7,4)
contenant BSA (0,1g/L). Le flacon 1 contient les nanoparticules nues, les cuves 2, 3 et 4, les

nanoparticules greffées par 13a’, 13b’ et 14a’, respectivement.

Nous observons également que l'augmentation de la concentration en BSA de 0,02 gL' 4 0,2
gL n'a pas d'influence sur la stabilité¢ des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par les POEs
13b’ et 14b’ incubées dans un tampon phosphate (pH = 7.4, 0,1M) pendant 24 h (Figure IV-16).

Au-dela de 24 h, nous observons un début de précipitation de ces nanoparticules.
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Figure IV-16. Evolution de la taille des nanoparticules greftées par 13b’ et 14b’ dans un tampon

phosphate (concentration 0,1 M ; pH = 7,4) en fonction de la concentration en BSA.

L'évolution de la taille des nanoparticules et des potentiels zéta ont également été mesurés en
fonction du pH (Figure IV-17). La charge des nanoparticules d’oxyde de fer nues varie d'une
valeur positive (+ 50 mV) a une valeur négative (- 50 mV) avec 1’augmentation du pH de 2 a 10.
Par contre, la charge des nanoparticules greffées par 13b' et 14b’ varie peu, proche d'un potentiel
z€ta neutre a pH = 6,3. La charge des nanoparticules greffées par 13a’ et 14a’ a pH = 6,3 est un
peu plus importante (Figure IV-17B). Il semble que la longueur de la chaine du POE influence la
charge des nanoparticules. La charge des nanoparticules greffées par 13b' et 14b’ sont du méme
ordre de grandeur que celle observée par Sandiford er al®, qui ont rapporté la synthése de
nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques fonctionnalisées par du POE de masse M,
de 5 000 g.mol" a extrémité diacide diphosphonique avec un potentiel zéta environ de zéro a pH
= 7. Ce résultat confirme la présence d'une couronne de polymere a la surface des nanoparticules
en raison du caractére non chargé du POE. De plus, les particules greffées sont stables en
fonction du pH (pH = 2,6 - 10,7), confirmant 1'efficacité du greffage du groupement phosphonate
a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer.
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Figure I'V-17. Influence du pH sur (A) la taille des nanoparticules greffées et (B) le potentiel

z€ta des nanoparticules greffées.

L'ensemble de ces résultats met en évidence que la stabilité¢ des nanoparticules d'oxyde de fer
augmente avec le greffage des POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane
ou oxanorbornéne aussi bien dans I'eau pure que dans un tampon phosphate contenant des
quantités variables de BSA, mimant des conditions semblables au milieu physiologique. De plus,
la mesure du potentiel zéta confirme que ces POEs peuvent masquer la charge positive des

nanoparticules, laissant espérer une adsorption limitée des protéines sur ces particules.
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II-6. Cytotoxicité des nanoparticules greffées

Les applications potentielles des nanoparticules greffées en biotechnologie nécessitent de
connaitre leurs propriétés anti-fouling, qui peut les protéger du systéme réticulo-endothélial,’!
ainsi que leur cytotoxicité.

Les propriétés anti-fouling ont été évaluées a partir de la méthode Bradford*” en utilisant le BSA
comme modele de protéine plasmatique. La méthode Bradford évalue la quantit¢ de BSA
adsorbée apres 24 h d’incubation avec une dispersion de nanoplaquettes de graphite (GNP) a 0,1
mg.mL" de BSA. Aprés incubation, les GNPs ont été éliminées de la solution par centrifugation
et le surnageant a été analysé pour déterminer la présence de BSA ‘libre’. La différence de
concentration en BSA avant et aprés incubation avec les nanoparticules donne la quantité de
BSA adsorbée a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer. Les résultats (Tableau IV-2)
montrent une faible adsorption du BSA sur les nanoparticules greffées par rapport aux
nanoparticules nues, en raison du caractére hydrophile et neutre de la couche polymeére sur les
nanoparticules. La présence d'un polymére connu pour repousser les protéines a la surface des
nanoparticules diminue l'adsorption des protéines sur les nanoparticules greffées, les rendant

- iy - . 333435363
compatibles avec le milieu physiologique.**>*>>~%7

Tableau IV-2. Résultats d’adsorption de la BSA a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer.

Entrée Echantillon Absorption a 595 nm  Adsorption de BSA

(ug BSQ/mg IONPs)
1 nanoparticule nue 0,052 17,74
2 13a’ 0,059 4,84
3 13b’ 0,059 4,84
4 14a’ 0,058 5,65

L’¢évaluation de la viabilité in vitro des cellules en présence des nanoparticules d’oxyde de fer
fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique a été effectuée en utilisant le test

standard Alamar Blue.*®

Le test est basé sur l'aptitude des cellules vivantes a convertir le
colorant redox bleu de résazurine non fluorescent (7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one 10-oxyde)
en résorufine rose fluorescent, qui peut étre détecté par spectrophotométrie visible a 532 nm. Les
cellules non viables perdront rapidement leurs capacités métaboliques et ne générent pas de
signal de couleur. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la viabilité des cellules. Les tests
ont été réalisés sur des cellules MRC-5 (cellules de poumons d'embryons humains, de type
fibroblastique). Les cellules sont inoculées avec une densité de 5 000 cellules par mL dans des

plaques transparentes 96 puits (100 uL par puits). Aprés 24 h de culture, le milieu est ensuite
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¢liminé par retournement de la microplaque. Une gamme de solutions dans I’eau ultra pure de
nanoparticules greffées par les POEs a extrémité acide phosphonique de concentrations
comprises entre 0,04 et 443 pmol.L™' est préparée. Les cellules sont exposées a ces solutions de
nanoparticules pendant 72 h. La microplaque est vidée par retournement. 20 puL de solution de
bleu de résazurine sont ensuite ajoutés dans les puits pour évaluer le pourcentage de survie des
cellules. La microplaque est incubée pendant 6 h. La quantité de cellules vivantes par puits est
¢valuée par mesure de la fluorescence par spectrophotométrie visible. Les nanoparticules
greffées par 13a’ et 13b’ ont été testées et les résultats montrent une viabilité des cellules de

100%, montrant que ces nanoparticules sont non toxiques pour des concentrations inférieures a
0,443 ug/mL (Figure IV-18).
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Figure I'V-18. Evaluation de la viabilité des cellules en présence de nanoparticules d’oxyde de
fer fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique (A) 13a’ et (B) 13b’ sur les

cellules MRC-5 en fonction de la concentration.

L'une des applications potentielles des nanoparticules d'oxyde de fer greffées est leur utilisation
en IRM, car la présence du cceur magnétique dans les nanoparticules peut étre exploitée pour
améliorer le contraste des images obtenues en IRM.*” Nous avons donc mesuré les relaxivités
des nanoparticules greffés par 13a’, 13b’ et 14a’ a différentes concentrations en réalisant les
dilutions dans 1’eau (Figure IV-19). Nous observons, dans chaque cas, que la vitesse de
relaxation transversale (R>) augmente linéairement avec la concentration en fer, indiquant que la
relaxivité (7,) est constante sur la gamme de concentration étudiée. Ce comportement montre
qu'il n'y a pas d'agrégation des particules sous I'effet du champ magnétique pendant le temps de
mesure de quelques minutes. Les valeurs de r, (Tableau IV-3) comprises entre 155 et 206 s™ par
mM de fer sont du méme ordre de grandeur que celles d'agents de contraste commerciaux

comme le Resovist et I'Endorem, dont les relaxivités sont de l'ordre de 150 a 160 s™ par mM de

40
fer.
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Figure I'V-19. (A) Courbes de vitesse de relaxation transversale R, en fonction de la
concentration en fer et (B) Clichés IRM des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13a’ par

concentrations décroissantes.

Tableau IV-3. Résultats des mesures de relaxivité 7, des nanoparticules d’oxyde de fer

fonctionnalisées par 13a°, 13b’ et 14a’.

Entrée Echantillon o (mM's™)

1 Nanoparticule+13a’ 155+3
2 Nanoparticule+13b’ 206+ 3
3 Nanoparticule+14a’ 183+3

En conclusion, les nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide
phosphonique présentent une cytotoxicité compatible avec les applications biologiques
envisagées. De plus, leur relaxivité s'est révélée comparable a celles d'agents de contraste

commerciaux, confirmant leur potentiel en tant qu'agent de contraste en IRM.

III- Réactivité de la fonctionnalité furane ou oxanorbornene sur les
nanoparticules greffées

Les nanoparticules d'oxyde de fer greffées par des POEs sont fonctionnalisées soit par un
groupement furane, susceptible de réagir selon une réaction de Diels-Alder thermoréversible
avec une (bio)molécule a fonctionnalit¢é maléimide, soit par un groupement oxanorbornene,
susceptible de réagir selon une réaction de rétro Diels-Alder par stimuli thermique. Nous avons,

dans un 1 temps, étudié la réactivité des cycles furane des nanoparticules fonctionnalisées.
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III-1. Réactivité de la fonctionnalité furane des nanoparticules greffées

L'étude de la réactivité du cycle furane a été réalisée par réaction de Diels-Alder avec un
colorant a fonctionnalité maléimide : le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide qui présente une
absorbance a 552 nm dans le visible, afin de suivre la conversion de la réaction par

spectrophotométrie UV-vis.

La réaction de Diels-Alder entre les nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13a’ et le
tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide (Schéma IV-7) a été effectuée dans ’eau ultra pure a
température ambiante pendant 14 jours. La solution obtenue a ensuite été¢ dialysée avec une
membrane de seuil de coupure de 3,5 kDa pour éliminer le colorant en exces. L’eau de dialyse a
été renouvelée plusieurs fois jusqu’a disparition totale de la bande d’absorption a 552 nm

mesurée par spectrophotométrie UV-vis, caractéristique du colorant libre.
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Schéma IV-7. Réaction de Diels-Alder entre les nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13a’
et le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide.

Le spectre UV-vis (Figure IV-20) des nanoparticules apres réaction de Diels-Alder montre
I’apparition de nouvelles bandes d'absorption a 404 nm et a 550 nm, caractéristiques du colorant.
Il semble donc que la réaction de Diels-Alder se soit produite. De plus, 1’analyse par DLS
(Figure IV-21) des nanoparticules apreés réaction avec le colorant montre que la taille des

nanoparticules augmente de 56 nm a 97 nm et la polydispersité est 0,19 + 0,02 sans agrégation.
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Figure I'V-20. Spectres UV-vis des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13a’ (A) avant,

(B) aprés réaction avec le colorant.
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Figure I'V-21. Distribution des tailles des nanoparticules greffées 13a’ dans I'eau (A) avant et

(B) aprés réaction avec le colorant par DLS.

Nous avons également utilisé la microscopie de temps de vie de fluorescence (FLIM) pour
évaluer l'efficacité de la réaction de Diels-Alder entre les nanoparticules d’oxyde de fer greffées
par 13a’ et le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide (NP-13a’-Rho). Cette technique consiste a
exciter par un laser I’élément a caractériser, qui réémet ensuite un signal lumineux en se
désexcitant. Ce signal de fluorescence, de trés faible intensité, est ensuite mesuré par un
détecteur optique trés sensible aux treés bas niveaux de lumicre, un compteur de photons. Ce
détecteur ultrasensible associé a un corrélateur temporel permet de reconstituer le signal de

fluorescence. La technique de Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) est
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particuliecrement adaptée pour déterminer le temps de vie du tétraméthylrhodamine-5-C2
maléimide libre et de NP-13a’-Rho. La Figure IV-22 montre que le temps de vie (t) du
tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide libre est de 2 s (Figure IV-22, courbe verte). Le temps de
vie des NP-13a’-Rho avant dialyse (Figure IV-22, courbe rouge) est également de 2 s en raison
de la présence de colorant en exces. Apres dialyse, T diminue de 2 s a 1,6 s (Figure [V-22, courbe
bleue) et a été associé a 1’effet d'extinction de la fluorescence en raison de la formation de la
liaison entre le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide et la fonction furane proche du cceur des

41,42,43

nanoparticules d’oxyde de fer, mettant en évidence que cette réaction a bien eu lieu.

frequency

lifetime (ns}

Figure 1V-22. Distribution des temps de vie du tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide (courbe
verte), des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 13a’ a fonctionnalité
tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide avant dialyse (courbe rouge), aprés dialyse (courbe

bleue) et apres rétro Diels-Alder en présence de NaCl (courbe noire).

III-2. Réactivité de la fonctionnalité oxanorbornéne des nanoparticules greffées

L'aptitude des nanoparticules greffées par des POEs a fonctionnalité oxanorbornéne a
libérer une (bio)molécule a fonctionnalité maléimide selon une réaction de rétro Diels-Alder a
été étudiée. Pour des raisons de disponibilité en produits, cette réaction a été étudiée a partir de
nanoparticules d'oxyde de fer qui ont été greffées par des POEs possédant déja la fonctionnalité
oxanorbornéne. La réaction de rétro Diels-Alder a été effectuée a 70 °C selon les conditions

précédemment établies au chapitre 11, page 97 (Schéma IV-8).
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Schéma IV-8. Réaction de rétro Diels-Alder des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par le
POE 14a’° a extrémité¢ acide phosphonique.

La réaction de rétro Diels-Alder des nanoparticules d’oxyde de fer greffées par 14a’ a été testée
dans I’eau ultra pure a 70°C pendant 24 h. Les nanoparticules obtenues sont récupérées par
centrifugation et lavées plusieurs fois avec de I’eau ultra pure désoxygénée pour €éliminer le N-
méthylmaléimide libéré. La réaction a été suivie par spectroscopie FTIR-ATR. La Figure IV-23
montre la superposition des spectres FTIR-ATR enregistrés at=0,t= 16 h et t = 64 h. La bande
41466 cm’! (Ve=c triazole) @ €té utilisée comme référence. On observe sur le spectre enregistré a t =
0 de la nanoparticule greffée par le POE 14a' a fonctionnalité oxanorbornéne, outre les bandes de
vibration d'élongation caractéristiques du POE a 2856 cm’™! (vcen), 1466 cm’™! (Ve=C triazole) €t 1263
cm™ (Vp—o), une bande a 1697 cm™, caractérisque de la vibration d'élongation de la liaison C=0
du cycle du maléimide de l'oxanorbornéne** (A, Figure IV-23). Nous remarquons que la bande a
1697 cm™ diminue avec I’augmentation de la durée de réaction, mettant en évidence que cette
réaction a eu lieu. La conversion de la réaction de rétro Diels-Alder, calculée par comparaison

des aires des bandes a 1697 cm’! apres 64 h et a 1466 cm'l(vc:c triazole ), €St estimée a 98%.
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Figure 1V-23. Spectre FTIR-ATR de la réaction de rétro Diels-Alder sur les nanoparticules
d’oxyde de fer greftées par 14a’ effectu¢e a 70°C pour des durées de réaction (A)t=0, (B)t=
16 het (C)t=64h.
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Le suivi de la réaction de rétro Diels-Alder a également été réalisé par FLIM. Les nanoparticules
NP-13a’-Rho ont subi une réaction de rétro Diels-Alder dans 1’eau pendant 48 h a 70°C. Les
résultats montrent, qu'apres réaction, le temps de vie reste inchangé a 1,6 s (Figure [V-22, courbe
bleue). Il semble que le colorant, méme libéré, soit toujours suffisamment proche du cceur des
nanoparticules en raison d'interactions charge-charge et empéche [’extinction de sa
fluorescence.*” Nous avons donc ajouté une solution de chlorure de sodium (NaCl) pour pouvoir
supprimer la répulsion électrostatique entre le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide et les
nanoparticules. Une solution de NaCl 0,1 mol.L™" a donc été ajoutée dans la solution de NP-13a’-
Rho obtenue apres réaction de rétro Diels-Alder pour mimer la concentration de NaCl dans le
plasma sanguin. Nous avons observé que le temps de vie des nanoparticules est de 2 s (Figure
IV-22, courbe noire) grace a la diminution de I’extinction de fluorescence du
tétraméthylrhodamine-5-C2  maléimide libéré quand il s’est ¢éloigné du cceur des
nanoparticules.*> Ces résultats confirment que la réaction de rétro Diels-Alder de NP-13a’-Rho

s’est bien produite.

En conclusion, nous avons montré la réactivité des cycles furane des nanoparticules d’oxyde de
fer greffées par 13a’ vis-a-vis d'une réaction de Diels-Alder. De méme, nous avons mis en
¢vidence la possibilité d'une réaction de rétro Diels-Alder par stimuli thermique avec une

conversion quasi-quantitative.
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CONCLUSION

La stabilisation de nanoparticules d'oxyde de fer par des poly(oxyde d’éthyléne)
monométhyl éthers a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane ou oxanorbornéne
a été réalisée selon la stratégie ‘grafting onto’. Les analyses FTIR-ATR et de photoémission X
ont montré la présence du polymeére a la surface des nanoparticules et 1'établissement de liaisons
P-O-Fe, mettant en évidence que le greffage des POEs a extrémité acide phosphonique a la
surface des nanoparticules d’oxyde de fer a bien eu lieu. La densit¢ de greffage des
nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique,
déterminée par analyse thermogravimétrique, est comprise entre 0,12 et 0,30 chaine/nm” de
particule. La taille des nanoparticules, déterminée par microscopie ¢lectronique en transmission,
est de l'ordre de 13 nm pour des nanoparticules d’oxyde de fer nues et de 15-25 nm pour des
nanoparticules greffées. La taille des nanoparticules en solution dans 1'eau, obtenue par diffusion
dynamique de la lumiére, est comprise entre 20 nm et 80 nm et la polydispersité de 1'ordre de 0,2

a 0,4. Cette taille n’est pas influencée par le pH.

Les nanoparticules greffées ont montré des propriétés anti-fouling et une cytotoxicité
compatibles avec des applications biologiques. De plus, les relaxivités des nanoparticules greffés
par 13a’, 13b’ et 14a’ mesurées sont du méme ordre de grandeur que celles des agents de

contraste commerciaux utilisés en IRM.

La réactivité de la fonctionnalité furane des nanoparticules greffées vis-a-vis d'une réaction de
Diels-Alder avec des molécules modéles a fonctionnalité maléimide a ét¢ mise en évidence par
FLIM et par spectrophotométrie UV-visible. De méme, le caracteére thermoréversible de cette
réaction a été validé par FLIM et par spectroscopie FTIR-ATR, et a montré une conversion
quasi-quantitative de la réaction de rétro Diels-Alder. Ces résultats ouvrent des perspectives tout
a fait intéressantes pour l'utilisation de ces nanoparticules greffées dans les domaines de la

vectorisation et de la libération par hyperthermie.
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Conclusion générale

Le sujet de cette thése concerne 1'élaboration de polymeéres hydrophiles biocompatibles et
fonctionnels pour la stabilisation et la (bio)fonctionnalisation de nanoparticules magnétiques
d’oxyde de fer. Les nanoparticules d’oxyde de fer sont en effet particuliérement intéressantes en
raison notamment de leur biocompatibilité, qui autorise leur utilisation in vivo tant pour le
diagnostic (en tant qu’agents de contraste en imagerie par résonance magnétique) qu’en thérapie
(en tant que vecteurs de principes actifs ou pour la thérapie génique). Pour une utilisation in vivo, il
est indispensable de recouvrir les nanoparticules métalliques a 1’aide de molécules ou polymeres
organiques. En particulier, les polyméres permettent non seulement de stabiliser ces
nanoparticules, mais peuvent également comporter d'autres groupements susceptibles de conférer
une (ou des) propriété(s) spécifique(s) pouvant étre utilisés pour une fonctionnalisation ultérieure.
C’est dans ce contexte que se situe ce travail, qui visait a ¢laborer des ligands multifonctionnels
dont la structure générale est présentée dans le Schéma 1 ci-dessous. Ces ligands renferment a la
fois un groupement de type acide phosphonique pour I’ancrage a la surface des nanoparticules et
deux fonctions orthogonales aptes a la chimie ‘click’ : en cycloaddition 1,3-dipolaire [3+2], d’une
part, pour la fixation d’un polymere hydrophile destiné a la stabilisation des nanoparticules, et en
cycloaddition [4+2] (réaction de Diels-Alder), d’autre part, pour la ligation thermoréversible d’une

molécule d’intérét biologique.

[3+2] NB—[ Polymére hydrophile ]

Groupement d'ancrage HO_ ,O Groupement 'clickable’
a la surface des nanoparticules \p// H\/// par cycloaddition dipolaire [3+2]

d'oxyde de fer  HO' Y
[4+2]

; 0
Groupement 'clickable’ Z/ \/\ \ ] o
par cycloaddition thermoréversible @) | N Molécule d'intérét
@]

Schéma 1. Structure générale des ligands multi-fonctionnels étudiés dans ce travail.

Le polymére hydrophile retenu pour ce travail est le poly(oxyde d'éthylene) (POE) en
raison de ses propriétés de biocompatibilité et de furtivité, ainsi que sa disponibilit¢ commerciale.
Le premier objectif a donc été de fonctionnaliser le POE par introduction (i) d’un groupement
acide phosphonique dont les propriétés chélatantes vis-a-vis des oxydes métalliques (en particulier
I’oxyde de fer) sont connues et (i1) d’un groupement fonctionnel dérivé du furane, susceptible de
réagir avec des biomolécules a fonctionnalité maléimide, facilement accessibles, selon une réaction

de Diels-Alder thermoréversible.

143



Conclusion générale

Dans un premier temps, nous avons synthétisé des POEs a extrémité acide phosphonique a
partir d’un POE commercial de masse M, de 2 000 g.mol”, étendant ensuite aux POEs de masse
M, de 5 000 g.mol’, selon deux stratégies originales combinant une réaction de la chimie des
organophosphorés (réactions d’Atherton-Todd et de Kabachnik-Fields) et de chimie °‘click’
(cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture et un alcyne catalysée au cuivre). La syntheése des
POEs a extrémité hydrogénophosphonate de di(m)éthyle a tout d’abord été effectuée en deux
étapes. La 1 étape a conduit a des N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines en utilisant la
réaction d’Atherton-Todd qui permet d’introduire une fonction alcyne par réaction entre un
hydrogénophosphonate de di(m)éthyle et la N-propargylamine. La N-dié¢thoxyphosphorylprop-2-
yn-1-amine et de la N-diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine, non décrite dans la littérature, ont
6té obtenues avec des rendements de 55% et 22%, respectivement. Dans une 2™ étape, ces N-
alkoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines ont été engagées dans une réaction de chimie ‘click’ avec un
azoture de POE en  présence du systeme catalytique CuBr/N,N,N'N'N"-
pentaméthyldiéthylénetriamine (PMDETA) pour conduire aux POEs a extrémité phosphonate de
di(m)éthyle avec des rendements de 70 a 72%. Cependant, nous avons montré que la réaction de
déalkylation des esters phosphoniques a 1’aide du bromure de triméthylsilyle (TMSBr) conduit a la
rupture de la liaison P-N, ce qui nous a amen¢ a nous tourner vers une autre méthode.

Nous avons ainsi choisi de combiner la réaction de Kabachnik-Fields avec la chimie ‘click’
pour accéder aux ligands POEs a extrémité acide phosphonique. En effet, la liaison P-C est plus
robuste que la liaison P-N, permettant la déalkylation ainsi que I’hydrolyse des esters
phosphoniques intermédiaires. En outre, cette stratégie permet d’introduire la fonction ‘clickable’
supplémentaire (cycle furane) permettant une réaction ultérieure avec une (bio)molécule a
fonctionnalité maléimide par cycloaddition [4+2] thermoréversible de Diels-Alder. Nous avons
donc tout d’abord synthétisé avec de treés bons rendements (85% a 90%) des aminophosphonates :
le phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle et les 2(3)-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonates de diméthyle selon la réaction de Kabachnik-Fields. Cette réaction
trois composants a été mise en ceuvre en deux étapes a partir de la N-propargylamine, qui fournit la
fonction ‘clickable’ en cycloaddition dipolaire [3+2], de ’hydrogénophosphonate de diméthyle, et
d’un aldéhyde : le benzaldéhyde, qui a servi de modele, et les 2- ou 3-carboxadéhyde furanes qui
apportent la seconde fonction ‘clickable’ orthogonale mobilisable en cycloaddition [4+2]
thermoréversible. Les POEs a extrémité phosphonate de diméthyle et a fonctionnalité phényle ou
furyle ont été obtenus par réaction de chimie ‘click’ entre les aminophosphonates et 1’azoture du
POE avec des conversions de 94% a 100%. Enfin, I’extrémité phosphonate de diméthyle de ces
POE:s a été déalkylée dans des conditions douces ainsi que par hydrolyse, procédure plus simple a
mettre en ceuvre. La spectrométrie de masse MALDI-TOF a permis de confirmer sans ambiguité

I’obtention des structures attendues.
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L’aptitude du cycle furane de ces POEs a ancrer une (bio)molécule a fonctionnalité
maléimide selon une réaction de Diels-Alder a ensuite été réalisée afin de disposer, apres
déalkylation, de POEs a extrémité acide phosphonique aptes a la fois a stabiliser des nanoparticules
magnétiques et a libérer par chauffage une (bio)molécule selon un processus de rétro-Diels-Alder.
Cette ¢tude a été réalisée avec une molécule modele, le N-méthylmaléimide. Les résultats ont
montré I’influence de la position d’ancrage et de la nature des substituants sur la réactivité du cycle
furane. En effet, le POE a fonctionnalit¢ 3-furane a conduit a une conversion quantitative tandis
qu’elle est limitée a 36% pour le POE a fonctionnalité 2-furane. L’ajout d’un groupement
¢lectrodonneur sur le cycle furane a également permis d’activer la réaction de Diels-Alder. Le POE
a extrémité phosphonate de diméthyle et a fonctionnalité oxanorbornéne a ensuite subi une réaction
de rétro Diels-Alder par stimulus thermique en 11 h a 110°C dans le diméthylsulfoxyde deutéré
(DMSO-d¢) ou dans le 1,1,1-trichloroéthane deutéré (TCE-d;). Ces conditions ont ensuite été
appliquées aux POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité 3-furane. La réaction de
Diels-Alder avec le N-méthylmaléimide a été réalisée avec une conversion de 94% dans le DMSO-
ds en 5 jours. La réaction de rétro-Diels-Alder du POE a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité oxanorbornéne a été menée avec succes dans le TCE-d, en 6 heures.

Les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane ou oxanorbornéne
obtenus ont ensuite été utilisés pour la stabilisation et la fonctionnalisation des nanoparticules
d’oxyde de fer selon la méthode ‘grafting onto’ qui consiste a ancrer des polymeres possédant un
(ou des) groupement(s) apte(s) a former des interactions avec la surface de nanoparticules d’oxyde
de fer nues. La synthese des nanoparticules d’oxyde de fer a été effectuée par coprécipitation afin
d’obtenir une grande quantité de matériau. La taille des nanoparticules nues est environ de 10-13
nm par microscopie ¢électronique en transmission (TEM) et leur diameétre hydrodynamique moyen
est de l'ordre de 22 + 5 nm par diffusion dynamique a la lumieére (DLS). Ces nanoparticules
présentent une forme sphérique et sont constituées d’un mélange de magnétite et de maghémite.
Les nanoparticules greffées par les POEs a extrémité acide phosphonique et a fonctionnalité furane
ou oxanorborneéne présentent une taille moyenne de 15 a 25 nm déterminée par TEM, un diameétre
hydrodynamique de 20 a 80 nm par DLS et une polydipersité de 0,2 a 0,4. La densité de greffage
des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par les POEs a extrémité acide phosphonique
est d’environ de 0,12 - 0,3 chaine/nm”. Elles sont stables aprés 16 jours dans I’eau et jusqu’a 65°C,
ainsi que dans un tampon phosphate (pH = 7,4) contenant de la sérum albumine bovine (BSA)
pendant 24 h dans le cas du POE de masse M,de 5 000 g.mol”. De plus, la stabilisation des
nanoparticules d’oxyde de fer greffées par ce POE n’est pas influencée par la concentration de
BSA incubée dans un tampon phosphate sur 24 h. Le potentiel zéta des nanoparticules greffées par
le POE de masse M, =5 000 g.mol™ est proche de zéro a pH = 6,3 ; il est de -11 mV a -9 mV dans

le cas du POE de M, =2 000 g.mol". Ces potentiels zétas confirment que les POEs ainsi élaborés
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peuvent masquer la charge positive des nanoparticules, conduisant a une adsorption limitée des
protéines sur ces particules. Les tests de cytotoxicité ont montré que les nanoparticules d’oxyde de
fer stabilisées par les POEs a extrémité acide phosphonique présentent une cytotoxicité compatible
avec les applications biologiques. De méme, les nanoparticules d’oxyde de fer, une fois greffées,
ont conservé leurs propriétés de relaxivité autorisant leur utilisation en imagerie médicale. Enfin,
I’aptitude de ces nanoparticules fonctionnalisées par des groupements furane a immobiliser des
molécules a fonctionnalité maléimide a été mise en évidence par spectrophotométrie UV-visible et
par microscopie de temps de vie de fluorescence (FLIM) a [I’aide d’un colorant, le
tétraméthylrhodamine-5-C2-maléimide. La possibilité de libérer ce colorant sous 1’effet d’un
stimulus thermique a été validée par la technique FLIM. Ce comportement ouvre des perspectives
tout a fait intéressantes dans le domaine de la vectorisation de principes actifs et leur délivrance
ciblée par hyperthermie.

L’ensemble de ces résultats démontre que la stratégie mise en ceuvre conduit avec de tres
bons rendements a des ligands multifonctionnels efficaces pour la stabilisation et la
(bio)fonctionnalisation de nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer. Cette méthodologie est
particulierement intéressante car elle peut s’appliquer a tout polymere possédant un groupe azoture
et potentiellement a toutes les fonctions susceptibles de participer a des réactions de chimie ‘click’,
en particulier les groupements aptes aux réactions de cycloaddition qui présentent I’avantage d’étre
bio-orthogonales, c’est-a-dire qu’elles sont réalisables dans les milieux biologiques, y compris in
vivo. Dans ce contexte et en perspective a ce travail, les réactions de cycloaddition dipolaire [3+2]
récemment décrites dans la littérature, ne nécessitant pas de catalyse au cuivre — toxique pour les
organismes — seraient particuliérement intéressantes a considérer. Il en va de méme de la recherche
des moyens permettant d’abaisser la température de la réaction de rétro-Diels-Alder afin d’accéder
a des systeémes susceptibles de libérer la molécule d’intérét a des températures compatibles avec les
milieux biologiques. Les ligands multifonctionnels ainsi élaborés constitueraient alors des
candidats idéaux pour des applications en nanomédecine, a la fois pour le diagnostic et la

thérapeutique, domaine qu’il est convenu aujourd’hui d’appeler la « théranostique ».
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Partie expérimentale

PRODUITS UTILISES

Solvants

L’acétate d’éthyle (AcOEt, Ty = 77°C), le dichlorométhane (DCM, Tg = 40°C), I’éther
diéthylique (Tg = 35 C), ont été purifiés par distillation puis stockés sous atmosphére d’azote.
L’acétonitrile (ACN, 99,8%, Sigma-Aldrich), le N N-diméthylformamide (DMF, > 99,8%,
Sigma-Aldrich), I’éthanol (EtOH, Tg, = 78°C), Le n-hexane (95%, Fisher Scientific), le méthanol
(MeOH, 99,8%, Sigma-Aldrich), le tétrachlorure de carbone (CCls, 99%, Acros) et le
tétrahydrofurane (THF, > 99,9%, Sigma-Aldrich) sont des produits commerciaux utilisés sans
purification préalable ainsi que les solvants deutérés : le méthanol deutéré (CD;OD), le
diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-dg), le chloroforme deutéré (CDCl;), le 1,1,2,2-
tétrachloroéthane deutéré (TCE-d,) et I’eau deutéré (D,0O) (Euriso-Top, 99,9%). L’eau ultra pure

a été obtenue a partir d’un systéme Millipore Direct Q et a une conductivité de 18,2 MQ a 25°C.

Produits et réactifs

L’acide chlorhydrique (37%, Aldrich), ’ammoniaque NH3.H,O (28 - 30%; Janssen Chimica),
L’azoture de sodium (NaNj3, Acros, 99%), le benzaldéhyde (> 98%, Acros), le bromure de cuivre
(CuBr, 99,999%, Sigma-Aldrich), le bromure de triméthylsilyle (TMSBr, 98%, Acros), le 2-
carboxaldéhyde furane, le 3-carboxaldéhyde furane, le 5-méthyl-2-carboxaldéhyde furane (99%,
Aldrich), le chlorure ferreux tétrahydraté FeCl,.4H,O (98%, Acros), le chlorure ferrique
hexahydraté FeCl;.6H,O (97%, Aldrich), le chlorure de méthanesulfonyle (99,5%, Acros), le
chlorure de sodium (NaCl), la 4-(N,N-diméthylamino)pyridine (DMAP), le NNN,N' N’ ,N’’’-
pentaméthyldiéthylénetriamine (PMDETA, 99%, Sigma-Aldrich), le poly(oxyde d’éthylene)
monométhyl éther 2 000 (Sigma-Aldrich), le poly(oxyde d’éthyléene) monométhyl éther 5 000
(Sigma-Aldrich), la N-propargylamine (99%, Acros), le N-méthylmaléimide (98%, Alfa Aesar),
le tétraméthylrhodamine-5-C2 maléimide, la silice pour la colonne de chromatographie
(Kieselgel 60, 230-400 mesh Merck), le sel de sodium de I’acide éthyléne diamine tétracétique
(EDTA, 2Na, 99%, Acros), le sulfate de magnésium anhydre (MgSQ,), le sulfate de sodium
anhydre et le tamis moléculaire 4A sont des produits commerciaux utilisés sans purification.
L’hydrogénophosphonate de diéthyle (Te, = 50 C, P = 0,2 mmHg), I’hydrogénophosphonate de
diméthyle (Tg, = 40 'C, P = 0,2 mmHg) et la triéthylamine (TEA, > 99%, Sigma-Aldrich) (Tg =

86 'C, P = 1 mmHg) ont été distillés avant utilisation.
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M THODES D’ANALYSE

Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton 'H (200 MHz ou 400 MHz),
du carbone "*C (50,3 MHz ou 100,62 MHz) et du phosphore *'P (81,01 MHz ou 161,96 MHz)
ont ¢été¢ enregistrés sur des appareils Bruker Avance 200 et DPX 400, utilisant le
tétraméthylsilane (TMS) et I’acide phosphorique comme références internes pour les RMN 'H,
BC et *'P, respectivement. Les déplacements chimiques (8) sont indiqués en partie par million
(ppm). Les constantes de couplage (J) sont exprimées en Hertz (Hz) et les multiplicités sont

désignées par singulet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (q) et multiplet (m).

Spectrométrie de masse Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-
TOF MS)

Les analyses par spectrométrie de masse a temps de vol avec désorption-ionisation par laser
assistée par matrice (MALDI-TOF-MS) ont été réalisées par le Dr. J.-C. Soutif et E. Mebold au
SCAS, Université d’Angers sur un appareil Bruker Biflex III. Les matrices utilisées sont 1’acide
a-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) ou le trans-2-3-(4-tert-butylphényl)-2-méthyl-2-
propénylidéne C7H;sN, (DCTB) et 1’étalon interne est le trifluoroacétate de potassium (KTFA),

le trifluoroacétate de sodium (NaTFA) ou I’iodure de sodium (Nal).

Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

Les analyses SEC ont été effectuées sur un appareil équipé d’un injecteur automatique
SpectraSYSTEM AS1000, d’une pré-colonne (Polymer Laboratories, PL gel 5 um Guard,
50x7,5 mm) et d’un détecteur RI (SpectraSYSTEM RI-150). Le THF est utilis¢ comme ¢luant
avec un debit de 1 mL/min a 35°C. L’¢talonnage est assuré par des standards polystyreéne dont la

gamme de masses molaires au pic s’étend de 580 g.mol™ 4 483 000 g.mol™.

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés dans la région 4000-500 cm™ avec un
spectrometre Nicolet Avatar 370 DTGS en mode transmission a I’aide de pastilles NaCl pour les
liquides et en mode réflexion totale atténuée (ATR) pour les solides. Les transmissions reportées

. -1
sont exprimées en nombre d’onde (cm™).
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Spectrophotométrie ultraviolet-visible (UV-vis)
Les spectres UV-vis ont été¢ enregistrés dans la région 400 nm - 700 nm avec un appareil
UNICAM UV/ VIS UV. Les cellules sont en deux, avec un trajet optique de 1 cm.

Méthode Brunauer-Emmett-Teller (BET)

La surface spécifique des nanoparticules d’oxyde de fer a été mesurée sur un appareil
Micromeritics Tristar 3000 par I’isotherme d’adsorption et de désorption de 1’azote a 77 K en utilisant de
la méthode BET. Les nanoparticules nues sont séchées in-situ a 150°C pendant 3 h avant mesure,
puis le volume d’azote adsorbé est mesuré a température de 1’azote liquide. L’isotherme
d’adsorption de I’azote permet de déterminer la surface spécifique des nanoparticules d’oxyde de
fer.

Spectrométrie de masse haute résolution (SM-HR)
Les analyses de spectrométrie de masse haute résolution ont été effectuées sur un spectromeétre
Waters-Micromass GCT premier.

Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
Les analyses de la diffusion dynamique de la lumicre ont été réalisées sur un appareil Malvern Instrument
Zetasizer NaNo ZS avec un laser He-Ne opérant a A = 633 nm. Le signal diffus par I’ chantillon est

collecté puis amplifié par un photomultiplicateur relié a un corrélateur de photons ALV/LES-5003.

Analyse Thermogravimétrique (ATG)

Les analyses ont été effectuées sur un appareil Pyris 1. L’ chantillon est plac dans un creuset en
platine puis pes¢ [I’aide d’une microbalance. Les mesures d’ATG sont r alis es dans un
domaine de temp rature allant de I’ambiante  700°C avec une vitesse de chauffe de 5°C/min

sous un courant d’azote.

Diffraction du rayon X (XRD)
Les diffractogrammes de poudre ont été effectués sur un diffractométre Philips PANanalytical Xpert X-
ray 4 40 mA et a 45 kV utilisant la radiation Cu-Ka. (o0 = 1,541 A).

Microscopie électronique en transmission (TEM)
Les mesures ont été réalisées sur un microscope électronique a transmission FEI tecnai G2 20

TEM, opérant a 200 kV. Les échantillons sont préparés en placant une goutte de solution de
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. . -1 . .
nanoparticules de concentration 0,2 mg.mL" sur une grille de cuivre recouverte d’une membrane

de collodion.

Spectroscopie de photo émission X (XPS)

Les mesures ont été effectuées sur un appareil Escalab 220-IXL de VG Scientifique.
L’instrument est fix¢é sur une radiation monochromatique Al-Ka a 1486,60 eV et une source de
puissance de 120 W. Un diameétre de spot de 5 mm avec une transmission d’énergie de 100 eV
est utilisé pour les spectres larges et une transmission d’énergie de 20 eV est utilisé pour les
décompositions. Le balayage est effectué¢ sur une gamme d’énergies de liaison de 1200 a 0 eV
avec une vitesse de 1,0 eV et un temps d’arrét de 100 ms. Le balayage haute résolution a été
réalisé a une vitesse de 0,2 eV et un temps d’arrét de 250 ms. Les données ont été analysées par
le logiciel XPS Peak Fit version 4.1.

Microscopie de temps de vie de fluorescence (FLIM)

Les mesures ont été effectuées sur un appareil PicoQuant Microtime200. L’excitation a été
réalisée via une fibre couplée, la diode laser pulsée fonctionnant a 470 nm avec une largeur
d’impulsion inférieure a 200 ps. L’émission a été collectée en utilisant un filtre passe-haut (Un
filtre passe-haut est un filtre qui laisse passer les hautes fréquences et qui atténue les basses
fréquences, c'est-a-dire les fréquences inférieures a la fréquence de coupure). a 500 nm et des
détecteurs du FLIM (SPAD : single-photon avalanche diode) connectés a la technique de Time
Correlated Single Photon Counting (TCSPC) pour mesurer le déclin de durée de vie de
fluorescence. Les données ont été analysées par le logiciel SymphoTime (Picoquant).

Tests de cytotoxicité

Les fibroblastes pulmonaires foetaux humains (les cellules MRC-5) ont été cultivées dans le
milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM) contenant un mélange nutritif F-12,
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (FBS) dans un flacon de culture cellulaire T-75
avec un bouchon ventilé. Les cellules ont été incubées a 37°C en atmosphére humide contenant
5% de CO;, pendant 2 - 3 jours jusqu’a ce qu’une monocouche se soit formée d’environ 80% de
la confluence. La densité cellulaire a ét¢ déterminée par le test d’exclusion au bleu de trypan
(Sigma Aldrich). Pour le repiquage, les cellules ont été détachées avec 0,05% de trypsine EDTA

(Invitrogen), colorées par le colorant bleu de trypan et chargées sur un hémocytometre.
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Mesure des relaxivités

Un Bruker Biospin, 9.4T BioSpec 94/20 USR couplé a un Transceiver RES 'H 72mm Quad RF
coil a été utilisé pour mesurer la pondération de T,. Une série d’échantillons (500 puL) avec une
gamme de concentrations de 0,01 a 0,70 mM de Fe a été préparée dans ’eau et traitée aux
ultrasons. Les mesures ont été effectuées a 20°C. Une image pondérée en T, a été acquise en
utilisant une séquence Multi-coupes multi-echo (MPME) avec Tr = 3000 ms et 32 échos avec un
espace de 10,686 ms entre chaque écho, une résolution spatiale (le champ FOV) de 5 x 5 cm, une
taille de la matrice de 256 x 256, un temps de scrutation de 12 min, et une épaisseur de coupe de

1 mm.

Tests de stabilité

Les nanoparticules d’oxyde de fer (0,1 g.L™") ont été suspendues dans un tampon phosphate (pH
= 17,4) contenant du sérum albumine bovine (BSA, 0,1 g.L'l). Les échantillons ont ensuite été mis
sous agitation avec un agitateur orbitalaire pendant 24 h. Les nanoparticules d’oxyde de fer ont
été¢ ¢liminées par centrifugation. Le surnageant a été analysé par spectrophotométriec UV-vis

selon la méthode Bradford pour déterminer la concentration de BSA.

SYNTHESE DE POLY(OXYDE D’ETHYLENE)S A EXTREMITE PHOSPHONATE
PAR COMBINAISON DES REACTIONS D’ATHERTON-TODD ET DE CHIMIE
‘CLICK’

N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amines

(0]
R.o-P-NH_Z
R-O
1. R= -C2H5
2.R =-CH,

Dans un erlenmeyer de 100 mL contenant un barreau aimanté, sont introduits successivement :
0,05 mole de N-propargylamine, 0,06 mole de TEA, utilisée comme base, 10 mL de tétrachlorure
de carbone et 25 mL de DCM. A ce mélange réactionnel, mis sous agitation magnétique a
température ambiante (TA), est ajouté goutte-a-goutte une solution contenant 0,05 mole
d’hydrogénophosphonate de di(m)éthyle et 15 mL de tétrachlorure de carbone. La réaction est

laissée sous agitation a TA pendant 24 h. Le N-di(m)éthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine est
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isolé par dissolution du produit brut dans 50 mL de DCM, puis des lavages a I’eau (3x10 mL), le
séchage de la phase organique sur sulfate de sodium anhydre, une filtration et 1’évaporation du

solvant a I’évaporateur rotatif.

N-diéthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine (1). Le produit pur est obtenu apres distillation (T,
=92°C, P = 0,65 mmHg) sous forme d’une huile incolore. Rdt : 55 %.
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) : 4,56 (s, 1H, NH-CH,) ; 4,08 (m, J = 4,25 Hz, 4H,
POCH,CHj3) ; 3,68 (d, J = 4,59 Hz, 2H, NH-CH)) ; 2,65 (q, J = 4,96 Hz, 1H, C=CH) ; 1,33 (t, J =
4,03 Hz, 6H, CH;).
RMN "*C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 81,50 (d, J = 5,29 Hz, C=CH) ; 70,70 (s, C=CH) ;
61,91 (d, J=5,31 Hz, POCH,) ; 30,28 (s, NH-CH,) ; 15,77 (d, J= 7,37 Hz, CHs).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 8,25.
FT-IR (v cm™): 3226 (vnn) ; 2994 et 2908 (ven) 5 2115 (ve=e) 3 1635 (van) 5 1229 (Vp-o) ;
1166 (vp.oc) ; 1116, 1029 et 970 (Vp-N-©)-
SM-HR [CI + H] : Calculée pour C;H4NO3P + H" : 192,0790

Obtenue : 192,0790

N-diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-amine (2). Le produit pur est obtenu apres
recristallisation dans le mélange de solvants n-hexane : DCM (1:1) sous forme d’un solide jaune.
Rdt : 22%, Py : 65-68 C.
RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 8 (ppm) : 3,73 (s, 6H, CH3) ; 3,66 (d, J = 4,35 Hz ; 2H, NH-CH,) ;
3,33 (s, IH, NH) ;2,29 (t, J=2,46 Hz ; 1H, C=CH).
RMN "C (CDCl, 100,62 MHz), & (ppm) : 81,27 (d, J = 5,84 Hz, C=CH) ; 71,20 (s, C=CH) ;
53,08 (d, Jp.c = 5,29 Hz, CH3) ; 30,78 (s, NH-CH,).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 10,86.
FT-IR (v cm'l) 23221 (vNen) 5 2955 et 2851 (ven) 5 2110 (ve=c) ;5 1220 (vp-o) ; 1182 (vp.oc) ;
1103, 1033 et 990 (Vp-n-c).
SM-HR [CI + H] : Calculée pour CsH;oNOsP + H" : 164,0477

Obtenue : 164,0480
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Azoture de poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther

oM

Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté sont introduits successivement : 2
mmoles de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther 2 000 ou 5 000, 0,12 g (1 mmole) de
DMAP, 1,21 g (12 mmoles) de TEA fraichement distillée et 30 mL de DCM. Le mélange
réactionnel est mis sous agitation et refroidi a 0°C puis 1,37 g (12 mmoles) de chlorure de
méthanesulfonyle sont ajoutés goutte-a-goutte via une ampoule a addition en 10 minutes. La
réaction est laissée a TA pendant 24 h. En fin de réaction, on ajoute 100 mL de DCM, cette
solution est lavée 3 fois avec HC1 0,5 N et 2 fois avec de ’eau salée. Cette phase organique est
séchée sur sulfate de magnésium anhydre et précipitée dans 1’éther diéthylique froid. Un solide
blanc, le mésylate de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther (POE-Ms), est obtenu avec un
rendement de 96 %. Le POE-Ms (1,8 mmoles) et 2 g (18 mmoles) d’azoture de sodium sont
ajoutés dans 20 mL de DMF. La réaction est laissée sous agitation pendant 24 h a TA. La
solution est diluée dans 70 mL de DCM puis cette solution est lavée 2 fois avec de I’eau salée.
La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre, filtrée et le solvant est évaporé a
I’évaporateur rotatif. La phase organique est précipitée dans 1’éther di¢thylique froid. Apres
filtration, le solide blanc cassé obtenu est mis a sécher sous vide 4 40 C jusqu’a poids constant.
Rdt : 78%.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 3,68 (OCH,CH,, 176H, s) ; 3,38 (3H, OCHs, s).

RMN "C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 71,93 (CH,-O-CH3) ; 70,60 (CH,-O-CHy) ; 59,02
(OCHj3) ; 50,65 (CH,-N3).

FT-IR (v em™) : 2096 (va3) ; 2885 (Vo).
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MALDI-TOF MS

Moot = 1753,01 (n = 38)
w00 Mea = 1753,32
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Figure PE-1. Spectre de masse MALDI-TOF de I’azoture de poly(oxyde d’éthyléne)
monométhyl éther 2 000, matrice : trans-2-[3-(4-tert-butylphényl)-2-méthyl-2-
propénylidéne]malononitrile C;7H;sN, (DCTB).

Réaction de chimie ‘click’ entre I’azoture de poly(oxyde d’ thyl ne) monométhyl éther et la

N-di(m)éthoxylphosphorylprop-2-yn-1-amine.

0
R.o-BP-NH_ N~ 03

R-O N=N n
3. R = -C2H5
4.R=-CHs

Dans un Schlenk A contenant un barreau aimanté sont introduits successivement 1 g (0,5 mmole)
d’azoture de poly(oxyde d’¢éthylene) monométhyl éther 2 000, 0,5 mmole de
di(m)éthoxylphosphorylprop-2-yn-1-amine, 0,1 g (0,6 mmole) de PMDETA et 5 mL de DMF.
La solution dans le Schlenk A est dégazée par plusieurs cycles congélation/décongélation. Dans
un Schlenk B, est introduit 0,023 g (0,16 mmole) de CuBr puis plusieurs cycles vide/azote sont
effectués. La solution du Schlenk A est transférée dans le Schlenk B via une canule. Le mélange
est mis sous agitation magnétique pendant 24 h a TA. En fin de réaction, cette solution est dilu¢e

avec 50 mL de DCM puis le cuivre est ¢liminé par extraction avec une solution aqueuse
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d’EDTA, 2Na (1 %). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre, filtrée et le
solvant est évapor¢ a I’évaporateur rotatif. Le liquide obtenu est précipité dans I’éther diéthylique
froid. Aprés filtration, le solide jaune obtenu est mis & sécher sous vide 4 40°C jusqu’a poids

constant.

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther extr mit di thoxyphosphorylprop-2-yn-1-
amine (3). Rdt : 70 %.

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz), & (ppm) : 7,70 (s, 1H, triazole) ; 4,53 (t, J = 5,77 Hz, 2H, Nyiazole-
CH,-CH»-0) ; 4,22 (d, J = 5,03 Hz, 2H, NH-CH,) ; 4,06 (q, J = 4,86 Hz, 4H, P(O)OCH,CH3) ;
3,87 (t, J = 5,26 Hz, 2H, Nyiazole-CH2-CH>-0) ; 3,52-3,73 (m, 172H, CH,-CH»-0O) ; 3,38 (s, 3H,
O-CH3) ;2,16 (s, 1H, NH) ; 1,31 (t, J= 7,71 Hz, 6H, P(O)O-CH,-CHs).

RMN "*C (CDCls, 100,62 MHz), 8 (ppm) : 146,83 (C=C-Nyiwore) ; 122,75 (C=C-Ngiazolc) ; 71,56
(CH»-O-CH3) ; 70,39 (CH»-O-CHy) ; 69,25 (Nijazole"CH2-CH2-O) ; 61,96 (d, J = 5,6 Hz,
P(O)OCH,CH3,) ; 58,95 (CH3-O) ; 50,35 (Niiazole-CH2-CH»-0O) ; 36,72 (N-CH») ; 15,93 (d, J =
7,2 Hz, P(O)OCH,CH3,).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 Hz), § (ppm) : 8,31.

FT-IR (v cm'l) 12882 (ven) 5 1466 (Ve=c triazote) 5 1240 (vp=0) ; 1146 (vp.o.c) ; 1103 (Vpn-0).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther extrémité diméthoxyphosphorylprop-2-yn-1-
amine (4). Rdt : 72 %.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), & (ppm) : 7,70 (s, 1H, triazole) ; 4,53 (t, J = 5,33 Hz, 2H, Nisazole
CH,-CH,-0) ; 4,22 (d, J = 4,82 Hz, 2H, NH-CH>) ; 3,87 (t, J = 5,53 Hz, 2H, Nyiazole-CH2-CH>-
0); 3,72 (s, 6H, P(O)O-CHs3) ; 3,60-3,68 (m, 172H, CH,-CH»-0) ; 3,38 (s, O-CH3, 3H) ; 2,17 (s,
1H, NH).

RMN "*C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 146,95 (C=C-Nyiasore) ; 128,92 (C=C-Nyiazoic) ; 72,05
(CH,-O-CH3) ; 70,69 (CH,-O-CH3) ; 69,24 (Ngiazole-CH2-CH»-O) ;5 58,65 (CH3-O) ; 53,15
(P(O)O-CHj3) 5 50,34 (Niriazole-CH2-CH,-0) 5 36,75 (N-CH,).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 10,86.

FT-IR (v cm'l) : 2882 (ven) 5 1466 (Ve=c triazote) 5 1240 (vp=0) ; 1146 (vp.o.c) ; 1101 (Vpn-©).
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Réactions de déalkylation

O

HO',FI’_NH\/(\'ZI+\/O>H
H

N
Procédure a - Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté, sont introduits
successivement 0,55 g (0,25 mmole) de 4 et 15 mL de DCM. Le mélange est mis sous
atmosphére d’azote a 0°C, puis le bromure de triméthylsilyle (0,46 g, 1,35 mmole) est ajouté
goutte a goutte. Le mélange est agité¢ pendant 24 heures a TA. Le mélange réactionnel est ensuite
ajouté goutte a goutte a 0,0432 g (1,35 mmole) de MeOH et I’agitation a TA est poursuivie

pendant 24 heures. Aprés évaporation, une huile jaune est obtenue.

Procédure b - Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté, sont introduits
successivement 0,148 g (0,067 mmole) de 4 et 15 mL d’ACN. Le mélange est agité a 0'C puis on
ajoute goutte a goutte 2 mmole (0,26 mL) de bromure de triméthylsilyle dans 10 mL d’ACN. Le
mélange est ensuite mis sous agitation pendant 18 heures a TA. On ajoute ensuite 5 mL de
MeOH. Le mélange est laissé pendant 2 heures a TA. Apres évaporation, une huile jaune est
obtenue.

Procédure ¢ - Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté, sont introduits
successivement 0,22 g (0,1 mmole) de 4 et 15 mL de DCM. Le mélange est mis sous atmosphere
d’azote a 0°C, puis on ajoute goutte & goutte 0,96 g (6,4 mmole) du bromure de triméthylsilyle.
Le mélange est agité pendant 24 heures a TA. Au mélange réactionnel, est ensuite ajouté 50 mL
d’EtOH et I’agitation a TA est poursuivie pendant 24 h. Le solvant est ¢liminé par évaporateur

rotatif. On a obtenu une huile jaune.
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SYNTHESE DE POLY(OXYDE D’ETHYLENE)S A EXTREMITE ACIDE
PHOSPHONIQUE PAR COMBINAISON DES REACTIONS DE KABACHNIK-FIELDS
ET DE CHIMIE ‘CLICK’

Synthéses des imines

5-7-8
d d ¢ d c
5:R= 7:R=e/ \b 8:R=em
A ¢ o 0
a a

Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté, sont mis successivement 0,05 mole de
benzaldéhyde ou de 2(3)-carboxaldé¢hyde furane, 15 mL d’éther diéthylique et 1 g de tamis
moléculaire 4A. A ce mélange réactionnel, mis sous agitation magnétique a TA, est ajouté
goutte-a-goutte une solution contenant 0,05 mole de N-propargylamine et 10 mL d’éther

diéthylique. La réaction est laissée sous agitation a TA pendant 24 h.

N-benzylidéneprop-2-yn-1-amine (5). Le produit pur est obtenu apres distillation (Tg, = 48 C,
P = 0,18 mmHg) sous forme d’une huile incolore. Rdt : 77 %.
RMN 'H (CDCls, 400 MHz), o (ppm) : 8,56 (t, J = 1,84 Hz, 1H, CH=N) ; 7,75 (q, J = 2,00 Hz,
2H, H,) ; 7,48-7,39 (q, J = 2,20 Hz, 3H, H, & H,) ; 4,50 (t, J = 2,25 Hz, 2H, CH;) ; 2,52 (t, J =
2,00 Hz, 1H, =CH).
RMN "C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 162,42 (CH=N) ; 135,88 (C,) ; 131,15 (C.) ; 128,67
(Co) 5 128,34 (Cy) 5 79,09 (C=CH) ; 75,60 (C=CH) ; 47,20 (N-CH>).
FT-IR (v em™) : 2112 (veec) ; 1644 (Vepen).
SM-HR [CI + H] : Calculée pour C;oHoN+H" : 144,0813

Obtenue : 144,0818

N-(2-furanylideéne) prop-2-yn-1-amine (7). Le produit pur est obtenu apres distillation (T, =
45°C,P=0,1 mmHg) sous forme d’une huile jaune. Rdt : 79%.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), & (ppm) : 8,42 (t, J= 3,89 Hz, 1H, H,) ; 7,32 (t, J = 1,69 Hz, 1H,
CH=N); 6,56 (d, J=3,62 Hz, 1H, H,) ; 6,28 (q, J = 5,31 Hz, 1H, Hy) ; 4,25 (t, J = 4,45 Hz, 2H,
CH,) ;2,29 (t,J=4,88 Hz, 1H, C=CH).

RMN "C (CDCl, 100,62 MHz), § (ppm) : 151,62 (CH=N) ; 150,54 (C,) ; 144,99 (C.,) ; 114,67
(Co) 5 111,71 (Cp) ;5 78,37 (C=CH) ; 76,45 (C=CH) ; 46,72 (N-CH,).
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FT-IR (vem™) : 2111 (veee) ; 1658 (Ven=).
SM-HR [CI + H] : Calculée pour CgH,NO+H" : 134,0606
Obtenue : 134,0605

N-(3-furanylidéne) prop-2-yn-1-amine (8). Le produit pur est obtenu apres distillation (Tg, =
43 °C, P = 0,2 mmHg) sous forme d’une huile incolore. Rdt : 78%.
RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 8 (ppm) : 8,50 (t, J = 3,68 Hz, 1H, H,) ; 7,75 (s, 1H, CH=N) ; 7,41
(q, /=3,43 Hz, 1H, H,) ; 6,80 (q,J= 1,97 Hz, 1H, H;) ; 4,43 (t, J=4,63 Hz, 2H, CH,) ; 2,52 (t,
J=15,05 Hz, IH, C=CH).
RMN "C (CDCl3, 100,62 MHz), & (ppm) : 153,99 (CH=N) ; 145,59 (C.) ; 144,16 (Cy) ; 125,31
(Ce) ; 107,83 (Cp) ; 79,01 (C=CH) ; 75,79 (C=CH) ; 47,04 (N-CH,).
FT-IR (v em™) : 2112 (ve=c) ; 1647 (Veren).
SM-HR [CI + H] : Calculée pour CsH,NO+H" : 134,0606

Obtenue : 134,0609

Synthése des aminophosphonates

(@)

11}
HSC\O’,P NH/
HiC=O & 6.9-10

d d_c d ¢
6:R=© 9:R= e@{ 10:R= 4/_\)/
a c o) e o) b
b a a

Dans un ballon de 100 mL muni d’un réfrigérant contenant un barreau aimanté sont introduits
successivement 7 mmoles d’imine et 7 mmoles de hydrogénophosphonate de diméthyle. La
réaction est laissée sous agitation a 60 'C (a partir de 7 et 8) ou a 80 'C (a partir de 5) pendant
8 h.

Phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (6). Le produit pur est obtenu
aprés chromatographie sur gel de silice avec les solvants AcOEt : ACN (80 : 20) sous forme
d’une huile jaune. Rdt : 85 %.

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz), & (ppm) : 7,48 (d, J = 6,43 Hz, 2H, H,) ; 7,39-7,26 (m, J = 6,42
Hz, 3H, H, & H.) ; 4,39 (q, J = 4,09 Hz, 1H, CH-NH) ; 3,65 (m, J = 6,64 Hz, 6H, CH;) ; 3,31
(m, J=3,09 Hz, 2H, CH>) ; 2,29 (s, NH) ; 2,24 (q, J = 2,01 Hz, 1H, C=CH).
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RMN “C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 133,78 (d, J = 6,25 Hz, C,) ; 128,37 (d, J = 6,03 Hz,
C,) ;128,17 (d, J=2,59 Hz, C,) ; 127,83 (d, J= 3,15 Hz, C,) ; 80,28 (C=CH) ; 71,93 (C=CH) ;
58,23 (d, J=5,63 Hz, CHs) ; 53.61 (t, J=4,51 Hz, CHP) ; 35,87 (d, J = 19,14 Hz, N-CH,).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 25,06.
FT-IR (v cm'l) 23431 (vNen) 5 2126 (ve=c) ; 1248 (vp=0) ; 1146 (Vpo0)-
SM-HR [CI + H] : Calculée pour C;,H7NOsP+H" : 255,0946

Obtenue : 255,0817

2-Furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (9). Le produit pur est obtenu
apreés chromatographie sur gel de silice avec les solvants AcOEt : ACN (80 : 20) sous forme
d’une huile jaune. Rdt : 90 %.
RMN 'H (CDCls, 400 MHz), & (ppm) : 7,43 (d, J = 16,04 Hz, H,) ; 6,48-6,27 (t, J = 17,58 Hz,
2H, H. & H,) ; 4,43 (d, J = 18,93 Hz, CH-NH) ; 3,72 (m, J = 10,82 Hz, 6H, CHj3) ; 3,36 (m, J =
18,45 Hz, 2H, CH,) ; 2,38 (s, NH) ; 2,27 (d, J = 7,26 Hz, C=CH).
RMN "C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 148,15 (C) ; 148,82 (C.) ; 110,59 (C.) ; 109,95 (C,)
; 80,46 (C=CH) ; 72,46 (C=CH) ; 53,65 (CHP) ; 53,24 (d, J = 6,24 Hz, CHs) ; 36,15 (N-CH,).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 22,86.
FT-IR (v cm'l) 13426 (VNen) 5 2126 (ve=c) ; 1247 (vp-o) ; 1146 (Vpo0)-
SM-HR [CI+H]: Calculée pour C;oH;2NO4P+H" : 244,0660

Obtenue : 244,0663

3-Furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (10). Le produit pur est
obtenu aprés chromatographie sur gel de silice avec les solvants AcOEt : ACN (80 : 20) sous
forme d’une huile jaune. Rdt : 87 %.
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz), & (ppm) : 7,46 (m, J = 3,86 Hz, 1H, Hj) ; 7,43 (m, J = 3,78 Hz,
IH, H,) ; 6,52 (t,J = 3,42 Hz, 1H, Hy) ; 4,36 (d, J = 17,08 Hz, CH-NH) ; 3,75 (m, J = 5,34 Hz,
6H, CH;) ; 3,39 (m, J=4,63 Hz, 2H, CH>) ; 2,29 (t,J = 3,93 Hz, C=CH) ; 2,18 (s, NH).
RMN "*C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 143,44 (C,) ; 141,83 (C») ; 118,63 (C.) ; 110,28 (Cy)
; 80,67 (C=CH) ; 72,48 (C=CH) ; 53,52 (CHP) ; 49,55 (d, J = 8,12 Hz, CH3) ; 35,70 (N-CH,).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 25,34.
FT-IR (v em™) : 3302 (vaen) ; 2116 (vesc) 5 1245 (vp—o) ; 1140 (Vp.o.c).
SM-HR [CI + H] : Calculée pour C1oH14aNO4P+H" : 244,0660

Obtenue : 244,0670
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Réaction de chimie ‘click’ entre ’azoture de poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther etle
phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle ou les 2(3)-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle.

HaC. o:gTNH I r\\;l{—/\oﬁ
H;C-0O R N
11a-12a-13a-11b-13b
b a d ¢ d ¢
1Ma-11b:R= c@ol— 12a:R= e@b\ 13a-13b:R=e@
a: M(POE) =2 000 g/mol a a
b : M(POE) = 5 000 g/mol
Dans un Schlenk A contenant un barreau aimanté sont introduits successivement 0,5 mmole
d’azoture de poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther 2 000 ou 5 000, 0,5 mmole de
phényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle ou de 2(3)-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle, 0,1 g (0,6 mmole) de PMDETA et 5 mL de DMF.
La solution dans le Schlenk A est dégazée par plusieurs cycles congélation/décongélation. Dans
un Schlenk B, est introduit 0,023 g (0,16 mmole) de CuBr puis plusieurs cycles vide/azote sont
effectués. La solution du Schlenk A est transférée dans le Schlenk B via une canule. Le mélange
est mis sous agitation magnétique pendant 24 h a TA. En fin de réaction, cette solution est diluée
avec 50 mL de DCM puis le cuivre est ¢liminé par extraction avec une solution aqueuse
d’EDTA, 2Na (1 %). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre, filtrée, et le
solvant est évaporé a I’évaporateur rotatif. Le liquide obtenu est précipité dans 1’éther diéthylique
froid. Aprés filtration, le solide jaune obtenu est mis a sécher sous vide a 40°C jusqu’a poids

constant.

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité phényl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (11a). Rdt : 70 %.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 6 (ppm) : 7,51 (s, 1H, triazole) ; 7,46 (d, J = 7,01 Hz, 2H, H,) ;
7,38 (m, J=4,62 Hz, 1H, H,) ; 7,26 (m, J = 4,66 Hz, 2H, H}) ; 4,52 (t, J = 3,89 Hz, 2H, Nyiazole-
CH»-CH;-0) ; 4,39 (m, J =2,89 Hz, 1H, CHP) ; 4,22 (d, J = 5,60 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,86 (t, J =
4,86 Hz, 2H, Nyiazole-CH2-CH>-0) ; 3,80 (s, 6H, P(O)O-CHs) ; 3,74-3,65 (m, 172H, CH,-CH»-0)
; 3,38 (s, 3H, O-CH3) ; 2,08 (s, 1H, NH).

RMN "C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 145,73 (C=C-Niiaole) ; 134,86 (Cy) ; 128,94 (C.) ;
128,12 (C,) ; 127,98 (Cp) ; 123,08 (C=C-Nyiazote) ; 71,95 (CH,-O-CH3) ; 70,95 (CH,-O-CH») ;
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69,55 (Niiazole-CHa-CH,-0) ; 60,36 (CHP) ; 59,04 (O-CHj3) ; 53,58 (P(0)O-CHs) ; 50,21 (Nigiazole-
CH,-CH,-0) ; 42,53 (N-CH)).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 25,52.

FT-IR (v em™) : 3436 (Vi) ; 2883 (vean) 5 1466 (Vo=c wriazole) 3 1242 (Vp=0) ; 1148 (vp.0-c).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 & extrémité 2-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (12a). Rdt : 76 %.

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz), 6 (ppm) : 7,62 (d, J = 6,66 Hz, 1H, triazole) ; 7,44 (d, J = 6,36 Hz,
IH, H,) ; 6,43 (m, 1H, H,) ; 6,38 (m, 1H, H,) ; 4,50 (t, J = 2,39 Hz, 2H, Nyiazole-CH>-CH,-0O) ;
4,25 (d, J= 8,86 Hz, 1H, CHP) ; 4,20 (d, J = 8,68 Hz, 1H, CHP) ; 3,94 (q, J = 7,89 Hz, 2H, NH-
CH») ; 3,85 (m, J = 3,16 Hz, 2H, Nyiazole-CH2-CH>-0O) ; 3,78 (s, 6H, P(O)O-CHs) ; 3,72-3,51 (m,
172H, CH,-CH»-0) ; 3,37 (s, 3H, O-CH3) ; 2,25 (s, 1H, NH).

RMN "C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 148,94 (Cp) ; 145,64 (C=C-Nyiazol) ; 142,83 (C.) ;
123,16 (C=C-Ngiazote) ; 110,73 (Cp) ; 119,81 (Cy) ; 71,94 (CH,-O-CHs) ; 70,56 (-CH»-O-CHy) ;
69,52 (Niriazole-CH2-CH»-0) ; 59,02 (CHP) ; 53,98 (P(O)O-CHj3) ; 51,45 (CH3-0O) ; 50,21 (Niriazole-
CH,-CH,-0) ; 42,63 (N-CH»).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 23,04.

FT-IR (v cm'l) 23426 (VNn) 5 2126 (ve=c) ; 1247 (vp=o) ; 1146 (Vp.o0)-

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité 3-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (13a). Rdt : 70 %.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 6 (ppm) : 7,61 (s, 1H, triazole) ; 7,51 (d, J = 4,39 Hz, 1H, Hp) ;
7,44 (s, 1H, H,) ; 6,55 (s, 1H, Hy) ; 4,52 (t, J = 5,18 Hz, 2H, Nyijazole-CH>-CH,-0) ; 4,12 (s, 1H,
CHP) ; 4,08 (s, 1H, CHP) ; 3,86 (t, J= 5,42 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,81 (t, J = 5,86 Hz, 2H, Nsiazole-
CH,-CH»-0) ; 3,74 (s, 6H, P(O)O-CHs) ; 3,72-3,52 (m, 172H, CH,-CH»-O) ; 3,38 (s, 3H, O-
CHs) ;2,31 (s, IH, NH).

RMN "*C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 145,66 (C=C-Niiaole) ; 143,53 (C.) ; 141,71 (Cp) ;
123,11 (C=C-Nyiazote) ; 119,65 (C.) ; 110,21 (Cy) ; 71,94 (CH,-O-CH3) ; 70,56 (-CH»-O) ; 69,53
(Niriazole-CH,-CH»-0) 5 59,00 (CHP) ; 53,60 (P(0)O-CHj3) ; 51,45 (CH3-0) ;5 50,21 (Niriazole-CHo-
CH,-0) ; 42,33 (N-CH,).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 25,40.

FT-IR (v cm™) : 3466 (vah) 5 2882 (Veon) 5 1467 (Vec wiazole) 5 1242 (Vp=o) ; 1148 (Vp.o-0).
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Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 5 000 a extrémité phényl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (11b). Rdt : 75 %.

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz), o (ppm) : 7,58 (s, 1H, triazole) ; 7,45 (s, 1H, H,) ; 7,40 - 7,33 (m,
3H, H. & H,) ; 4,52 (t, J = 5,07 Hz, 2H, Nyiaz01e-CH>-CH»-0O) ; 4,14 (m, 1H, CHP) ; 3,86 (t, J =
4,86 Hz, 2H, Nyiazole-CH2-CH»-0) ; 3,82-3,49 (m, 172H, CH,-CH,-0O) ; 3,46 (t, J = 4,86 Hz, 2H,
NH-CH>) ; 3,38 (s, 3H, O-CH3) ; 2,50 (s, 1H, NH).

RMN "C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 145,69 (C=C-Niazole) ; 135,10 (C) ; 128,12 (C.) ;
128,12 (C,) ; 12546 (Cp) ; 123,04 (C=C-Nyiazole) ; 71,92 (CH,-O-CH3) ; 70,55 (CH»-O-CHy) ;
69,50 (Niriazole-CH2-CH,-0) ; 60,31 (CHP) ; 59,01 (O-CHj3) ; 53,64 (P(O)O-CH3) ; 45,56 (Niriazole-
CH,-CH,-0) ; 42,49 (N-CH»).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 25,47.

Déalkylations
O

: N0,
-P I N :
HO-, \FL/NH N

HO
11a'-12a'-13a' - 11b' - 13b’

b a ijc d_<
11a'-11b' R = C@(j— 123':R=e/ \\b 13a'-13b':R=e/ \b

@)
a': M(POE) = 2 000 g/mol a
b': M(POE) = 5 000 g/mol

(Ve

Dans un ballon de 100 mL contenant un barreau aimanté sont introduits successivement 0,05
mmole du poly(oxyde d’éthyléne) monométhyl éther 2 000 ou 5 000 a extrémité phényl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle ou a extrémit¢ 2(3)-furanyl(prop-2-
ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle et 5 mL de DCM. La solution est mise sous
atmosphére d’azote. A ce mélange réactionnel, mis sous agitation magnétique a 0°C, est ajouté
goutte-a-goutte une solution contenant 0,48 g (3,2 mmoles) du bromure de triméthylsilyle et 5
mL de DCM. Puis le mélange est agité pendant 24 heures a TA. Le solvant est ¢liminé¢ par
évaporation a I’évaporateur rotatif. Au mélange réactionnel, est ensuite ajouté 50 mL d’EtOH et
I’agitation a TA est poursuivie pendant 24 h. Le solvant est éliminé par évaporation a

I’évaporateur rotatif.
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Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité phényle (11a°). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide jaune.
Rdt : 68 %.

RMN 'H (CD;0D, 400 MHz), 6 (ppm) : 8,12 (s, 1H, triazole) ; 7,52 (t, J = 8,5 Hz, 1H, H,) ;
7,47-7,39 (m, 3H, H-H,) ; 4,62 (t, J = 4,82 Hz, 2H, Nisiazole-CH>-CH»-0) ; 4,40 (s, 1H, CHP) ;
3,90 (d, /= 5,08 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,80-3,48 (m, 172H, CH,-CH»-0O) ; 3,45 (t, J = 4,68 Hz, 2H,
Niriazole-CH2-CH»-0) ; 3,35 (s, 3H, O-CHs) ; 2,88 (s, 1H, NH).

RMN "C (CD;0D, 100,62 MHz), & (ppm) : 142,35 (C=C-Nyiazole) ; 134,46 (Cy) ; 132,54 (C.) ;
131,87 (C,) ; 130,39 (Cp) 5 127,86 (C=C-Nyiazole) ; 72,96 (CH,-O-CH3) ; 71,56 (CH,-O-CH)) ;
70,16 (Niiazole-CH2-CH»-0) ;5 62,43 (CHP) ; 58,86 (O-CHj3) ; 44,73 (Nyiazole-CH2-CH,-0) ; 41,96
(N-CH»).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 13,29.

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité 2-furane (12a’). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide marron.
Rdt : 69 %.

RMN 'H (CD;0D, 400 MHz), & (ppm) : 8,18 (s, 1H, triazole) ; 7,72 (s, 1H, H,) ; 6,83 (t, J =
2,83 Hz, 1H, H,) ; 6,58 (q, J= 2,21 Hz, 1H, H,) ; 4,63 (t, J = 5,11 Hz, 2H, Nyjazole-CH>-CH,-0) ;
4,37 (q,J = 15,78 Hz, 1H, CHP) ; 3,90 (t, J = 5,08 Hz, 2H, NH-CH5) ; 3,81 (d, J = 6,90 Hz, 2H,
Niriazole-CH2-CH»-0) ; 3,75-3,40 (m, 172H, CH,-CH»-0O) ; 3,35 (s, 3H, O-CHs) ; 2,88 (s, 1H,
NH).

RMN "“C (CD;0D, 100,62 MHz), & (ppm) : 146.26 (C) ; 144,33 (C=C-Niiarole) ; 138,68 (Cp) ;
127,91 (C=C-Nyiazole) ; 115,22 (C,) ; 112,49 (Cy) ; 73,67 (CH,-O-CH3) ; 71,45 (-CH,-O-CH,) ;
70,25 (Nyiazole-CH2-CH»-0) ;5 59,12 (CHP) ; 58,29 (CH3-0O) ; 50,01 (Niriazole-CH2-CH»-0) ; 42,25
(N-CH,).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 10,68.

FT-IR (v cm’l): 3423 (von) ; 2881 (veon) 5 1468 (Ve=c triazole) 5 1251 (Vp=0).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité 3-furane (13a’). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide marron. Rdt :
78 %.

RMN 'H (CDs0OD, 400 MHz), 6 (ppm) : 8,19 (s, 1H, triazole) ; 7,88 (s, 1H, H,) ; 7,68 (s, 1H, H,) ;
6,76 (s, 1H, Hy) ; 4,63 (t, J = 5,61 Hz, 2H, Nyiaoe-CHo-CH,-0) ; 4,38 (q, J = 14,42 Hz, 1H, CHP) ; 3,91
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(t,J = 5,61 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,80 (t, J = 4,81 Hz, 2H, Nyiaore-CHy-CH>-0) ; 3,73-3,43 (m, 172H, CH,-
CH,-0) ; 3,35 (s, 3H, O-CH) ; 2,89 (s, 1H, NH).

RMN "“C (CD;OD, 100,62 MHz), & (ppm) : 145,85 (C=C-Nyiwoi) ; 141,28 (C,) ; 138,54 (C)) ;
127,99 (C=C-Nyiazore) ; 115,37 (C.) ; 111,67 (C,) ; 73,01 (CH,-O-CHs) ; 71,46 (-CH,-0) ; 70,20 (Niyiazoe-
CH,-CH,-O) ; 59,14 (CHP) ; 58,35 (CH;-0) ; 51,63 (Nyiazote-CH-CH,-0) ; 41,56 (N-CH,).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 13,20.

FT-IR (v em™): 3456(von) ; 2880 (Veun) 3 1464 (Ve wriazole) ; 1256 (Vp=o).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 5 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité phényle (11b’). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide jaune.
Rdt : 90 %.

RMN 'H (CD;0D, 400 MHz), o (ppm) : 8,15 (s, 1H, triazole) ; 7,60 (s, 1H, H,) ; 7,54-7,47 (m,
3H, H-Hy) ; 4,57 (t, J= 5,1 Hz, 2H, Nyjaz01e-CH>-CH,-0) ; 4,39 (s, 1H, CHP) ; 3,82 (d, J = 5,60
Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,69 (t, J = 4,86 Hz, 2H, Nyiaz01e-CH2-CH>-0) ; 3,62-3,46 (m, 172H, CH,-
CH>-0) ; 3,24 (s, 3H, O-CHs) ; 2,94 (s, 1H, NH).

RMN "C (CD;0D, 100,62 MHz), & (ppm) : 142,02 (C=C-Niiarore) ; 137,76 (Cy) ; 129,75 (C.) ;
129,04 (C,) ; 128,77 (Cp) ; 126,56 (C=C-Nyiazote) ; 71,47 (CH,-O-CH3) ; 69,82 (CH,-O-CHb) ;
68,89 (Niiazole-CH2-CH»-0) ;5 60,39 (CHP) ; 58,23 (O-CHj3) ; 56,20 (Nyiazole-CH2-CH»-0) ; 49,76
(N-CH,).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), § (ppm) : 11,22.

FT-IR (v em™) : 3346 (von) ; 2884 (veun) 5 1466 (Vec trianole) 3 1240 (Vpo).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 5 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité 3-furane (13b’). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide marron.
Rdt : 80 %.

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 8,77.
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R action d’hydrolyse

Dans un ballon 50 mL a été introduit 0,05 mmole de 11a ou de 13a avec 5 mL de solution d’HCl
a 20% en masse. Le mélange réactionnel a été mis a reflux pendant 6 h. Le produit pur obtenu,

apres évaporation a 1’évaporateur rotatif, est sous forme d’un solide jaune.

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité phényle (11a”). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide jaune.
Rdt : 68 %.

RMN 'H (CD;0D, 400 MHz), & (ppm) : 8,13 (s, 1H, triazole) ; 7,60 (t, J = 8,5 Hz, 1H, H,,) ;
7,56-7,47 (m, 2H, H-H, ) ; 4,63 (t, J = 4,96 Hz, 2H, Niiazole-CH>-CH»-0) ; 4,38 (s, 1H, CHP) ;
3,90 (d, J = 5,21 Hz, 2H, NH-CH>) ; 3,81 (t, J = 5,61 Hz, 2H, Niiazole-CH2-CH>-O) ; 3,70-3,52
(m, 172H, CH,-CH»-0) ; 3,36 (s, 3H, O-CH3) ; 2,21 (s, 1H, NH).

RMN "“C (CD;0D, 100,62 MHz), & (ppm) : 141,25 (C=C-Niiazole) ; 131,71 (Cy) ; 130,83 (C,) ;
130,32 (C,) ; 129,57 (Cp) ; 125,57 (C=C-Nyiazote) ; 80,43 (CH,-O-CHs) ; 73,65 (CH,-O-CHa) ;
67,62 (Niriazole-CHp-CH,-0) ; 58,32 (CHP) ; 58,12 (O-CH3) ; 54,67 (Nyiazole-CH>-CH,-0) ; 47,07
(N-CHp).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 13,29.

FT-IR (v cm™) : 3346 (vou) ; 2884 (Vean) 5 1466 (Vec wiazole) 5 1240 (Vp—o).

Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther 2 000 a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité 3-furane (13a’). Le produit pur est obtenu sous forme d’un solide marron.
Rdt : 84 %.

RMN 'H (CDs0OD, 400 MHz), 6 (ppm) : 8,20 (s, 1H, triazole) ; 7,84 (s, 1H, Hy) ; 7,69 (s, 1H, H,) ;
6,78 (s, 1H, Hy) ; 4,59 (t, J = 5,61 Hz, 2H, Nyiaoe-CHo-CH,-0) ; 4,39 (q, J = 14,42 Hz, 1H, CHP) ; 3,89
(t,J = 5,61 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,78 (t, J = 4,81 Hz, 2H, Nyisore-CHo-CH,-0) ; 3,74-3,42 (m, 172H, CH,-
CH»-0) ; 3,38 (s, 3H, O-CH3) ; 2,86 (s, 1H, NH).
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RMN "“C (CD;OD, 100,62 MHz), 8 (ppm) : 145,76 (C=C-Nyiwoi) ; 141,30 (C,) ; 138,56 (C)) ;
127,87 (C=C-Nuiasore) ; 115,42 (C.) ; 111,67 (Cy) 5 73,12 (CH,-O-CHs) ; 71,40 (-CH1-O) ; 70,18 (Nusiapore-
CH,-CH,-0) ; 59,23 (CHP) ; 58,35 (CH;-0) ; 51,59 (Nyiasote-CH,-CH,-O) ; 41,53 (N-CH,).

RMN *'P (CD;0D, 161,96 MHz), & (ppm) : 13,07.

FT-IR (v cm™): 3448(von) ; 2881 (Veun) 3 1466 (Ve=c ianole) 5 1256 (Vo).

SYNTHESE DE POLY(OXYDE D’ETHYLENE)S A EXTREMITE ACIDE
PHOSPHONIQUE ET A FONCTIONNALITE OXANORBORNENYLE PAR
REACTION DE DIELS-ALDER

Réaction de Diels-Alder entre 10 et le N-méthylmaléimide
O

I
HaC.y-PNH_Z
H,C-O

Dans un ballon de 50 mL contenant un barreau aimanté sont introduits successivement 1 mmole
du  3-furanyl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate = de  diméthyle, 1 mmol du
N-méthylmaléimide et 1 mL de CDCls. Puis le mélange est agité¢ a 40°C en effectuant un suivi

cinétique par spectroscopie RMN 'H jusqu’a 5 jours.

3-oxanorbornényl(prop-2-ynylamino)méthylphosphonate de diméthyle (16)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz), & (ppm) : 6,38 (s, 1H, CH=C) ; 5,09 (t, J = 7,94 Hz, 2H, CH-0) ;
4,08 (d, J=17,10 Hz, 1H, CH-NH) ; 3,72 (m, J = 6,27 Hz, 6H, O-CH53) ; 3,41 (m, J= 17,10 Hz,
2H, CH,) ; 3,08 (m, 2H, CHC=0) ; 2,84 (s, 3H, H3:CN) ; 2,26 (s, 1H, C=CH) ; 1,98 (s, 1H, NH).
RMN "C (CDCls, 100,62 MHz), & (ppm) : 176,30 (C=0) ; 145,51 (C=CH) ; 129,14 (C=CH) ;
82,68 (CH-O) ; 81,63(CH-0O) ; 80,62 (C=CH) ; 73,06 (C=CH) ; 54,07 (CHP) ; 53,24 (CH3) ;
51,63 (CHC=0) ; 35,90 (N-CH,) ; 24,92 (CH3N).

RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 22,95 ; 23,10 ; 23,23 ; 23,98.

FT-IR (v em™) : 3312 (vaen) ; 2955 (ven) 5 2101 (veee ) 5 1770 (venec) 5 1691 (ve—o) 5 1240
(vp=0) ; 1147 (vp.o-0).
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Réaction de Diels-Alder entre 12a ou 13a et le N-méthylmaélimide

(@]
—0 N

| N O
|

CH3 CH3

15a 14a

Dans un ballon de 50 mL contenant un barreau aimanté sont introduits successivement 0,2 g
(0,09 mmole) de 12a ou de 13a, le N-méthylmaléimide (0,09 mmole, 0,45 mmole, 1,8 mmoles)
et 5 mL de solvant (DMF, CDCl;, H;O, CHCl5 ou DMSO-dg). En fin de réaction, le solvant est
¢liminé par évaporation a 1’évaporateur rotatif. Le produit pur obtenu aprés précipitation dans
I’¢éther diéthylique froid sous forme d’une poudre jaune.

Les conditions réactionnelles testées sont répertoriées dans le Tableau PE-1.

Tableau PE-1. Conditions opératoires utilisées pour déterminer I’influence de la substitution du

furane
Solvant
[N-méthylmaléimide]/ [Polymére] Température Durée de réaction
CDCl; 1 40°C 5]
LCDCL S e 40°C SN

CDCl; 20 40°C 5]

DMF 20 TA ou 40°C 5]

CHCl; 20 TA ou 40°C ljals;
H,O 20 TA ou 40°C 3halsj
D,0O 20 77°C 5]

DMSO-d, 20 40°C 1ja30j
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Poly(oxyde d’ thyl ne) monom thyl ther extr mit phosphonate de diméthyle et a
fonctionnalité oxanorbornéne (14a).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), 6 (ppm) : 7,66 (s, 1H, triazole) ; 6,46 (d, /= 6,17 Hz, 1H, CH=C) ;
5,23 (m, 2H, CH-0) ; 4,53 (t, J = 4,18 Hz, 2H, Nyiazole-CH>-CH»-0) ; 4,04 (m, 1H, CHP) ; 3,95
(t, J= 5,64 Hz, 2H, Niyiazole-CH2-CH>-0) ; 3,86 (m, 6H, P(O)O-CH3) ; 3,78-3,52 (m, 172H, CH>-
CH»-0) ; 3,46 (t, J = 4,87 Hz, 2H, NH-CH>) ; 3,38 (s, 3H, O-CHs) ; 3,26 (d, J = 6,95 Hz, 1H,
CHC=0); 3,22 (d, J=5,95 Hz, 1H, CHC=0) ; 2,97 (s, 3H, CH3-N) ; 2,52 (s, lH, NH).

RMN "C (CDCl;, 100,62 MHz), & (ppm) : 176,37 (C=0) ; 146,80 (C=CH) ; 145,13 (C=C-
Niriazole) 5 133,57 (CH-O) ; 133,45 (CH-O) ; 123,18 (C=C-Nyiazole) ; 122,89 (CH=C) ; 81,65 (CHs-
N) ; 71,90 (CH,-O-CH3) ; 70,53 (-CH»-0O) ; 69,41 (Nyiazole-CH2-CH»-0O) ; 58,99 (CH3-0O) ; 53,44
(P(O)O-CH3) ; 52,56 (CHP) ; 50,23 (Nisiazole-CH2-CH2-0) ; 48,51 (CHC=0) ; 42,88 (N-CHo).
RMN *'P (CDCl;, 161,96 MHz), & (ppm) : 23,19 ; 23,35 ; 24,38 ; 24,43.

FT-IR (v cm™): 2892 (ven) 5 1700 (Ve=o) 5 1468 (Ve=c wiazole) 3 1241 (Vp=0).

Réaction de Diels-Alder entre 13a’ et le N-méthylmaléimide

0 i
i N @)
HO-P NH\/</\, ,\j_/\ :
HO N~
=\ 0O
14a’
o—N O
CH,

Dans un tube RMN, sont introduits successivement 50 mg (0,023 mmole) de 13a’, 50 mg (1,15
mmol) de N-méthylmaléimide et 5 mL de DMF, de D,O ou de DMSO-dg. Puis le mélange est

laissé a 40°C pendant 5 jours.

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz), & (ppm) : 8,23 (s, 1H, triazole) ; 6,73 (s, IH, CH=C) ; 5,22 (m,
2H, CH-O) ; 4,58 (t, J = 5,25 Hz, 2H, Nyiore-CH>-CH,-O) ; 4,38 (m, 1H, CHP) ; 3,84 (t, J = 5,98 Hz,
2H, Nyiazole-CH,-CH,-0) ; 3,77-3,36 (m, 172H, CH,-CH,-0) ; 3,35 (t, J = 5,38 Hz, 2H, NH-CH,) ; 3,24 (s,
3H, O-CH;) ; 3,05 (m, 2H, CHC=0) ; 2,86 (s, 3H, CH3-N) ; 2,51 (s, 1H, NH).

RMN *'P (DMSO-ds, 161,96 MHz), & (ppm) : 10,96 ; 10,00 ; 9,77 ; 9,06.

FT-IR (v cm'l): 3368(von); 2881 (ven) ;5 1698 (ve=o) ; 1656 (ve=c) ; 1466 (Vo= triazole) 5 1241

(Vp:o).
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REACTION DE RETRO DIELS-ALDER
Dans un tube RMN, sont introduits successivement 50 mg de 14a’ ou 14b’, 0,4 mL de TCE-d,
ou de DMSO-d6. Puis le mélange est laissé a 110°C en effectuant un suivi cinétique de la

réaction.

SYNTHESE DE NANOPARTICULES D’OXYDE DE FER NUES

Dans un ballon tricol de 1 L sont introduits successivement 40 mL de FeCl;.6H,O 1M, 20 mL
FeCl,.4H,0O 2M et 5 mL d'acide chlorhydrique (HCl 1M). Le mélange est dilué par 600 mL
d’eau ultra pure désoxygénée. 125 mL de NH;3;.H,O (28%) sont ajoutés goutte-a-goutte au
mélange. La solution est agité a TA pendant 5 h. Les nanoparticules obtenues sont récupérées par
une décantation magnétique ou par centrifugation et lavées plusieurs fois avec de I’eau ultra pure
désoxygénée pour ¢€liminer les ions chlorure et 1’excés de base, puis séchées sous vide. La
poudre noire obtenue est dispersée ensuite dans de 1’eau ultra pure désoxygénée et le pH est fixé

a 5,5 par ajout d'HCI 0,1M et conduit a un ferrofluide de concentration 15 mg/mL.

SYNTHESE DE NANOPARTICULES D’OXYDE DE FER GREFFEES PAR
POLY(OXYDE D’ETHYLEN) A EXTREMITE ACIDE PHOSPHONIQUE.

Dans un tube de 10 mL, sont mis successivement 33,78 mg de poly(oxyde d’éthyléne) a
extrémité acide phosphonique dissous dans 2 mL d’eau ultra pure, 1 mL de nanoparticules
d’oxyde de fer (15 mg/mL) et 6 mL d’eau ultra pure. Le mélange est laissé pendant 24 h a TA.
En fin de réaction, la solution a été filtrée sur un filtre poly(éthyléne téréphtalate) (PTFE) de
porosité 0,45 um pour éliminer les nanoparticules non stabilisées. Les nanoparticules
fonctionnalisées ont été lavées trois fois dans 1’eau ultra pure par centrifugation (15 000
tours/min durant 40 min) pour €éliminer I’exces de POE non greffé a la surface des nanoparticules
d’oxyde de fer. Les nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées obtenues sont séchées sous

vide et se présentent sous forme d’un solide noir.

REACTION DE DIELS-ALDER ENTRE LES NANOPARTICULES D’OXYDE DE FER
GREFFEES PAR 132° ET LE TETRAMETHYLRHODAMINE-5-C2 MALEIMIDE

Dans un tube de 10 mL, sont mis successivement 0,1 mL de nanoparticules d’oxyde de fer
greftées par 13a’ (4,425 mg Fe/mL), 1 mg de colorant tétraméthylrhodamine-5-C2-maléimide et
4 mL d’eau ultra pure. Le mélange est laiss¢ a TA pendant 14 jours. La solution obtenue a

ensuite ¢té dialysée avec une membrane de seuil de coupure de 3,5 kDa pour éliminer le colorant
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en exces. L’eau de dialyse a été renouvelée plusieurs fois jusqu’a disparition totale de la bande

d’absorption a 552 nm mesurée par spectrophotométrie, caractéristique du colorant libre.
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Poly(oxyde d’éthyléne)s fonctionnels a extrémité acide
phosphonique et a fonctionnalité réversible pour la stabilisation
de nanoparticules magnétiques

Résumé

Le sujet de cette these concerne I'élaboration de
polymeres hydrophiles biocompatibles et fonctionnels
pour la stabilisation et la bio-fonctionnalisation de
nanoparticules d’oxyde de fer en vue d'une utilisation en
tant qu’agents de contraste en imagerie par résonance
magnétique et/ou en tant que vecteurs de principes
actifs ou de thérapie génique. Pour ce travail de these,
l'objectif a été de fonctionnaliser des poly(oxyde
d'éthylene)s (POE) commerciaux, connus pour leurs
propriétés d'hydrophilie, de biocompatibilité et de
furtivité par un groupement acide phosphonique, pour
chélater les nanoparticules d'oxyde de fer, et par un
groupement furane, susceptible de réagir avec des
biomolécules a fonctionnalit¢ maléimide, facilement
accessibles, selon wune réaction de Diels-Alder
thermoréversible.

Des POEs a extrémité acide phosphonique et a
fonctionnalité furane ont été synthétisés selon deux
stratégies  originales combinant des réactions
d’Atherton-Todd ou de Kabachnik-Fields et Ia
cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen, réaction de
chimie « click » tres efficace, orthogonale, spécifique et
réalisée dans des conditions douces.

Les POEs obtenus ont ensuite été greffés a la surface
de nanoparticules d’oxyde de fer selon la stratégie
‘grafting onto’. L’efficacité des POEs a stabiliser les
nanoparticules d’'oxyde de fer a été mise en évidence.
De plus, les tests de cytotoxicité ont montré que ces
systemes sont biocompatibles. De plus, les
nanoparticules d’'oxyde de fer, une fois greffées, ont
conserveé leurs propriétés de relaxivité autorisant leur
utilisation en imagerie médicale. Enfin, I'aptitude de ces
nanoparticules fonctionnalisées par des groupements
furane a immobiliser des molécules a fonctionnalité
maléimide a été mise en évidence ainsi que la
possibilité ultérieure a libérer ces molécules sous effet
d’'un stimulus thermique. Ce comportement réversible
ouvre des perspectives tout a fait intéressantes dans le
domaine de la vectorisation de principes actifs.

Mots-clés

Poly(oxyde d’éthyléne) a extrémité acide phosphonique,
Chimie « click », Kabachnik-Fields, Réaction de Diels-
Alder, Nanoparticules d'oxyde de fer.

Abstract

The objective of this thesis was the preparation of
biocompatible hydrophilic functionalized polymers for
the stabilization and bio-functionalization of iron oxide
nanoparticles (IONPs) for biomedical applications such
as contrast agents in magnetic resonance imaging
and/or targeted drug delivery. In this work, commercially
available poly(ethylene oxide)s (PEO), which have
hydrophilic, biocompatibility and furtivity properties have
been functionalized by a phosphonic acid group, that
strong anchors on IONPs, and by a furan group that can
be coupled to maleimide-terminated biomolecules by a
thermoreversible Diels-Alder reaction.

Phosphonic acid-terminated PEOs fonctionalized by a
furane group were synthesized according to two original
strategies combining an Atherton-Todd or a Kabachnik-
Fields reaction and a 1,3-dipolar cycloaddition reaction.
This latter reaction, also named ‘click’ reaction, is
characterized by high yields, simple reaction conditions,
fast reaction times, and high selectivity.

These PEOs were attached to the IONPs surface using
the 'grafting onto' strategy. The subsequent polymer-
stabilized IONPs were characterized, proving the
presence of polymers on IONPs surfaces. Cytotoxicity
studies revealed that the IONPs carriers were
biocompatible. In addition, studies on the proton
transverse relaxation enhancement properties of these
stabilized IONPs indicated high relaxivities in the same
range as iron oxide based commercially available
contrast agents. Finally, polymer-stabilized IONPs were
successfully functionalized by maleimide-functionalized
molecules according to the Diels-Alder reaction and the
subsequent release of these molecules via a thermal
stimulus has been proven. Consequently, this type of
controlled-release system could be expanded to drug
therapy responding to external stimuli.

Key Words

Phosphonic acid-terminated poly(ethylene oxide), ‘Click’
reaction, Kabachnik-Fields  reaction, Diels-Alder
reaction, Iron oxide nanoparticles.



