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Cmc = concentration micellaire critique
d : épaisseur de membrane hydrophobe (nm)
DC13PC : 2-ditridecanoyl-sn-glycero phosphocholine
DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine
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DPPC : Dipalmitoylphophatidylcholine
DTNB : acide 5, 5’-dithiobis-2-nitrobenzoique
EDTA : Acide ethylene diamine tétraacétique
EPC : Egg Yolk Phosphatidylcholine
f : fraction massique hydrophile
GUV : Vésicule Unilamellaire Géante (> 1 um)
H : courbure moyenne
HSPC : Hydrogenated soy phosphatidylcholine
ITO : Indium Tin Oxyde
K : courbure gaussienne
Ka : module élastique (mN/m)
ke : rigidité de courbure (KT)
LUV : Vesicules Unilamellaire (100 nm — 1 pm)
MLV : Vésicule Multilamellaire
ADE : Area Difference Elasticity
MSVs : Metal Sorbing Vesicles
MVV : Vésicule encapsulant d’autre vésicules

w - Masse molaire
Npolymere : degré de polymérisation d’un polymere
PAA : poly(acide acrylique)
PBA : poly(n-acrylate de butyle)
PBUO : poly(oxyde de butyléne)
PBut : polybutadiéne
PCL : polycaprolactone
PDEAEM : poly(diéthyl amino éthyle méthacrylate)
PDMIBM : poly(3,4-diméthyle maleic imidobutyl méthacrylate



PDMS : poly(diméthylsiloxane

PDPA : poly(2-(diisopropylamino)ethyl methacrylate

PEE : poly(éthyle éthyléne)

PEO : poly(oxyde d’éthyléne)

PEtOz : poly(ethyl oxazoline)

Pt : Coefficient de perméabilité a I’eau (um/s)

PGA : poly(acide glutamique)

PI : poly(isopréne)

PIAT : poly3-(isocyano-L-alanyl-aminoéthyle) thiophéne
PIB : poly(isobutyléne)

PLA : poly(acide lactique)

PMOXA : poly(méthyloxazoline)

PMPC : poly((2-methacryloyloxy)ethyl phosphorylcholine
POPC : 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero phosphocholine
PS : polystyrene

PTMSPMA : poly(3-(trimethoxysilyl)propyl méthacrylate])
RH : Rayon hydrodynamique

SUV : Petite Vésicule Unilamellaire (20 — 100 nm)

TEM : microscopie électronique a transmission

Tg : Température de transition vitreuse

THF : tétrahydrofurane

Tm : Température de transition coopérative d’une phase lipidique (°C)
TMOS : tetraméthyl orthosilicate

a . déformation de la membrane (%)

y : tension interfaciale

7 : tension de surface
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Introduction générale

Introduction genérale

Le domaine des nanotechnologies, en plein essor, se place a I’interface entre de
nombreuses disciplines. Les applications potentielles sont trés variées, tant au niveau de la
nanoélectronique (e.g. polymeéres semi-conducteurs), de la nanobiotechnologie (e.g. outils de
diagnostic et de thérapie) ou des nanomatériaux (e.g. nanotubes de carbone). Son impact sur
I’économie est tres prometteur : a I’horizon 2015, 15% de 1’activité manufacturiere mondiale
sera concernée par des dispositifs ou matériaux utilisant des avancées issues des
nanotechnologies. En 2008, le montant du marché mondial est estimé a 500 milliards de dollars

et pourrait doubler d’ici 2015.*

Par ailleurs, les vésicules sont des structures auto-assemblées formant des
compartiments clos a 1’échelle nanométrique ou micrométrique. Elles présentent de nombreux
intéréts pour la nanomédecine, une branche des nanotechnologie, qui étudie la possibilité de les
utiliser comme nano-vecteurs multivalents ayant des capacités de ciblage, d’imagerie et de
traitement.? Leur capacité & cloisonner des volumes aqueux de différentes compositions et
concentrations en fait également des structures adaptées pour des applications en tant que

nanoréacteurs.®

Dans ce contexte, il apparait nécessaire de comprendre en détail les mécanismes
permettant de modifier les propriétés membranaires des vésicules en vue d’élaborer des
structures fonctionnelles. Un aspect particulierement important est le contrdle des propriétés de
diffusion a travers la membrane qui, dans la continuité des thématiques de recherche des
différents partenaires impliqués dans ce projet, est primordial pour la conception et 1’étude de

réacteurs de minéralisation” et de nanovecteurs pour le transport de principe actifs.®

Il existe deux classes de vésicules qui peuvent répondre aux besoins de ces travaux : les
liposomes dont les membranes sont constituées de lipides, i.e. les amphiphiles constituant les
membranes cellulaires, et les polymersomes dont la membrane est formée de copolymeres
amphiphiles.

De par leur similarité avec les membranes cellulaires, les liposomes sont utilisés comme
systemes modeles pour 1’étude de phénomenes biologiques et sont souvent biocompatibles, ce
qui en fait de bons candidats pour les applications de vectorisation. On sait également que ce
type de structure se rencontre in vivo dans les processus de biominéralisation, ou elles assurent

le transport des particules minérales jusqu’au lieu de minéralisation. Les vésicules lipidiques
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souffrent cependant d’une relativement faible tenue mécanique, préjudiciable dans le cadre de

notre étude.®

Notre intérét se porte vers les vésicules formées de copolymeres amphiphiles, qui présentent
généralement des propriétés mécaniques superieures a celles des liposomes, e.g. une membrane
plus rigide supportant de plus grandes déformations.® De plus, les outils de la chimie
macromoléculaire permettent de maitriser la nature chimique, 1’architecture et la taille des
blocs. Cela rend les membranes des polymersomes plus aisément fonctionnalisables ainsi que

leurs propriétés mécaniques plus facilement ajustables.

Le premier objectif de ce travail de these concerne la synthése de copolymeres a blocs
amphiphiles portant des parties hydrophiles adaptées aux besoins des applications de
vectorisation ou de minéralisation, le PEO’ et le PGA,? et leur auto-assemblage sous forme de
vésicules. Les tailles respectives des différents segments de ces copolymeéres ont été choisies
pour maximiser les chances de former ce type de structure.® De plus, les procédés de synthése
sélectionnés permettent de modifier la taille des différents blocs et donc d’apporter un premier

niveau de contrdle des propriétés de membrane.

Le second objectif de ce travail est I’obtention de vésicules géantes a partir des
copolymeres synthétisés, dans le but d’étudier leurs propriétés de membrane ainsi que leur
modulation. En plus du « design » moléculaire, la voie retenue pour changer les propriétés de
perméabilité est la formulation de la membrane. L’ajout d’ionophores devrait permettre de
transporter spécifiquement certains ions a travers la membrane et 1’ajout de lipides devrait

permettre une modulation définie de I’ensemble des propriétés des membranes vésiculaires.

Le dernier objectif est enfin 1’étude de 1’évolution de forme des vésicules en réponse a
des contraintes osmotiques et en fonction de la nature du copolymére qui compose leur
membrane, ce parameétre physico-chimique pouvant présenter un intérét pour les applications
de délivrance controlée.

Ce manuscrit s’organise en 5 chapitres. Le premier chapitre correspond a une étude
bibliographique résumant les bases de I’auto-assemblage d’amphiphiles en solution et la
formation de vésicules. Les propriétés membranaires et structurelles de ces objets sont

présentées, ainsi que diverses stratégies permettant de les moduler.

Les réactifs, techniques expérimentales et différents appareils utilisés au cours de ces travaux

de these sont décrits dans le chapitre 2.

Le chapitre 3 résume la synthése des copolymeres amphiphiles sélectionnés pour répondre aux

besoins des applications de vectorisation et de minéralisation. Les essais d’auto-assemblage de
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ces copolymeres sous forme de vésicules via différents procédés de formation sont également

présentés dans ce chapitre.

La mesure et la modification des propriétés membranaires fait I’objet du chapitre 4. En
particulier, I’influence des parameétres moléculaires du copolymeére sur la formation de
membranes hybrides polymeére / lipide est étudiée en établissant un parallele avec les résultats
obtenus pour un copolymeére commercial de méme nature chimique. L’impact sur la valeur du
coefficient de perméabilité a I’eau Ps des vésicules est également étudié. La modification de la
perméabilité des vésicules aux especes ioniques est illustrée a travers des expériences de

minéralisation intravésiculaire.

Le dernier chapitre (chapitre 5) décrit I’évolution de la forme des vésicules. L’étude a été¢ menée
en appliquant des chocs osmotiques sur des vésicules préparées avec plusieurs copolymeéres
afin de mettre en avant les relations structure de la membrane / évolution de forme. Ces résultats

permettent d’anticiper la forme que ces vecteurs vont adopter en conditions physiologiques.
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Etude bibliographique

Ce premier chapitre redonne les bases de I’auto-assemblage des molécules amphiphiles
en solution, avec un intérét particulier pour les morphologies vésiculaires. Différentes
propriétés de ces structures, telles que leurs propriétés mécaniques, leur perméabilité ou encore
leur forme sont présentées. L’objectif est de mettre en avant les parametres sur lesquels il est

possible d’influer pour modifier les propriétés de ces assemblages.

Le principe de I’auto-assemblage de molécules amphiphiles dans un milieu aqueux ainsi
que différents outils permettant de prédire la morphologie finale sont présentés en partie 1. La
classification des structures vésiculaires est détaillée dans la partie 2, ainsi que les procédeés de
mise en forme généralement utilisés pour les obtenir. Dans la partie 3, les propriétés des
vésicules sont décrites en fonction de la nature de leur membrane. L’accent est porté sur la
perméabilité a 1’eau des membranes et les changements de forme des vésicules car ils sont
intimement liés et influencent fortement 1’utilisation potentielle de ces systémes. Finalement,

la partie 4 présente des méthodes qui permettent la modification des propriétés de membrane.

1.1 Auto-assemblage en solution

Les molécules amphiphiles sont a la fois constituées d’une partie hydrophile et d’une
partie hydrophobe (figure 1.1). En solution aqueuse, ces molécules amphiphiles sont solubles
jusqu’a la concentration micellaire critique (cmc) au-dela de laquelle elles s’auto-assemblent
spontanément, donnant naissance a différents types d’agrégats. Leur assemblage permet, au
détriment de 1’entropie des chaines, de minimiser 1’interface entre les parties hydrophobes et
I’eau, ce qui est thermodynamiquement favorable, tout en laissant les parties hydrophiles au
contact de I’eau. Il existe différentes familles d’amphiphiles : les tensioactifs, les lipides (que
I’on rencontre dans tous les systémes biologiques) et les copolyméres amphiphiles. Les progres
en synthése de copolyméres ont permis d’accéder a une grande diversité de compositions
(unités constitutives des blocs) et d’architectures, ce qui en fait des candidats de choix pour un

auto-assemblage « sur mesure » en solution.
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A) Lipide (DPPC)

Queue hydrophobe Téte hydrophile

B) Copolymére (PBut-b-PEQ)

Bloc hydrophobe X Bloc hydrophile
“~of,
S

Figure 1.1. Représentations schématique et détaillée des parties hydrophiles et hydrophobes de
deux sortes d’amphiphiles : A) un lipide et B) un copolymére a blocs.
1.1.1 Paramétre d’empilement

De nombreuses morphologies peuvent étre obtenues par auto-assemblage d’amphiphiles
en solution aqueuse. En 1976, Israelachvili, Mitchell et Ninham*® ont introduit un modéle qui
permet de prédire les structures que 1’on forme en fonction de la géométrie des lipides utilisés.

Un paramétre d’empilement p peut étre défini pour chaque molécule amphiphile :

(1.1)

Pour le calcul de ce parametre, ap représente 1’aire interfaciale par téte polaire quand 1’énergie
libre du systéeme est minimale, Ic la longueur étirée et v le volume occupé par la chaine
hydrophobe de I’amphiphile. Ainsi, a chaque géométrie de I’amphiphile correspond une valeur
du paramétre d’empilement, qui elle-méme indique la morphologie qui sera préférentiellement

formée en solution (figure 1.2).

ao
L. "
Segment hydrophobe ‘
v
Coéne Cone tronqué Cone tronqué Cylindre Cone inversé
Forme du lipide
v
P=E— <1/3 1/3-1/2 1/2-1 ~1 >1
aolc
: % : ; Bicouches : 2 : ;
Assemblage Micelle sphérique Micelle allongée (vésicules) Bicouches planes | Micelle inversée

Figure 1.2. Structures formées par auto-assemblage dans une solution aqueuse en fonction du
paramétre d’empilement p (adapté de'® et basé sur les résultats de'?).
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Au vu des représentations géométriques correspondant aux différentes valeurs du
parameétre d’empilement (figure 1.2), il apparait que ce parametre peut €tre assimilé a un moyen
de décrire la courbure de I’interface hydrophile/hydrophobe des morphologies formées. Plus
I’aire interfaciale par téte polaire est grande (p petit) plus I’interface est courbée, ce qui conduit
logiquement vers des structures micellaires dont I’interface hydrophile/hydrophobe est trés
courbée. Inversement, plus les chaines hydrophobes sont grandes (p grand) moins I’interface

est courbée et I’assemblage tend vers des bicouches planes.

La courbure de I’interface hydrophile/hydrophobe dans 1’espace est décrite par la courbure
Gaussienne K et la courbure moyenne H, calculées en tout point de 1’interface par les rayons de

courbure Ry et Rz (figure 1.3).

- 1(1 1)
=—|— 4 —
2\R, R,

V...

" RiR;

Figure 1.3. Représentation schématique du lien entre le paramétre d’empilement v/al (avec a
I’aire interfaciale, v et | respectivement le volume occupé par et la longueur de la chaTne normale
a D’interface), la courbure moyenne H et la courbure Gaussienne K.!3

Le paramétre d’empilement p peut alors étre relié a la courbure de 1’interface hydrophile /
hydrophobe selon la relation®® :

v KI?
= —=1—Hl 4+ — 1.2
p= + 5 (1.2)
A chaque valeur du paramétre d’empilement correspondent donc des valeurs particulieres de
courbure. Par exemple, les bicouches planes sont obtenues pour un parametre d’empilement de

1, ¢’est-a-dire des valeurs de courbure nulles (rayons Ri et Ry infinis).

1.1.2 Copolymeéres amphiphiles

Cette description géométrique a été etendue aux copolymeres amphiphiles diblocs par
Ahmed et Discher.® Le paramétre qui permet de prédire la forme des agrégats obtenus lors de
’auto-assemblage est la fraction massique hydrophile f du copolymére amphiphile (figure 1.4).
Quand la fraction massique hydrophile f > 50%, le copolymére a une forme de cone, ce qui
conduit a la formation de micelles sphériques. En diminuant légérement la fraction massique

hydrophile (40 % < f < 50%), le copolymére adopte la forme d’un cone tronqué et ’agrégat le
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plus favorable devient la micelle allongée. Les structures vésiculaires sont obtenues pour 25%
<f<40%. Toutefois, ce modele n’est qu’empirique et basé sur des observations expérimentales
pour des copolymeres diblocs flexibles et non chargés. 1l est possible que pour des copolymeres
amphiphiles d’architecture différente (tribloc par exemple) les morphologies obtenues ne soient
pas celles prédites par cette regle. C’est également vrai pour des copolymeéres dont un des blocs

est rigide ou chargé.*

f controle la morphologie de I’agrégat

25-40 % 40 — 50 % > 50 %
Vésicules Micelles allongées Micelles sphériques
v:"'\-':.’.' : .‘._

1

£ —

Figure 1.4. Schéma qui représente les différentes fractions massiques hydrophiles pour les
copolymeéres a blocs au regard des morphologies observées - vésicules, micelles allongées et
micelles sphériques - en cryo-TEM (adapté de ?).

La masse molaire du copolymeére semble elle aussi étre un parametre important : les
fractions hydrophiles massiques données par Ahmed et Discher sont valables pour des masses
molaires allant de 2 000 & 20 000 Da. Jain et Bates'® ont déterminé des f associées aux
changements de morphologie en adéquation avec les valeurs présentées par Ahmed et Discher
pour un copolymere PBut-b-PEO dont la masse molaire du bloc hydrophobe est My paut = 2500
g/mol (Npeut = 46). Cependant, ils observent que des morphologies intermédiaires telles que
des réseaux apparaissent pour des masses molaires plus élevées (Mn paut = 9200 g/mol, Npgyt =
170).
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Figure 1.5. Diagramme des morphologies dans 1’ecau obtenues pour des copolyméres diblocs
PBut-b-PEO en fonction du degré de polymérisation Npgy: et de la fraction hydrophile massique
f.15 La concentration massique en copolymére est fixée a 10 mg/mL.

1.2 Structures vésiculaires

Le terme « vésicule » regroupe I’ensemble des structures formées par des membranes
refermées sur elles-mémes. Ces structures forment donc des compartiments qui isolent une
partie de la solution aqueuse, encapsulée, du milieu extérieur. On appelle « liposomes » les
vesicules dont la membrane est composée d’une ou plusieurs bicouches lipidiques et

« polymersomes » les vésicules dont la membrane est composée de copolymeéres amphiphiles.

1.2.1 Membranes biologiques

Toutes les cellules possédent une membrane plasmique qui permet de délimiter son
espace interne tout en assurant la communication avec le milieu extérieur. Elle permet de
réguler le transport d’ions et de molécules, ou encore d’assurer I’équilibre osmotique de la
cellule. Ces membranes, formées par une bicouche lipidique (~ 80%) dans laquelle sont insérées
de nombreuses protéines fonctionnelles (~20 %), peuvent étre considérées comme des fluides

complexes bidimensionnels (figure 1.6).
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Figure 1.6. Structure schématique d’une membrane biologique.'®

Le domaine hydrophobe de la bicouche lipidique, qui conditionne les propriétés
mécaniques de la membrane, est un mélange de nombreux lipides différents (longueur de la

chaine aliphatique, famille de lipide).
1.2.2 Classification

1.2.2.1 Les liposomes

La découverte des vésicules lipidiques est attribuée a Alec Bangham en 1964.1 La
membrane de ces vésicules est composée d’une ou plusieurs bicouches lipidiques, dans
lesquelles les lipides sont orientés de maniere & ce que les tétes polaires soient en contact avec
les milieux aqueux (intérieurs et extérieur) et les chaines d’acide gras forment la partie interne
de la bicouche lipidique (figure 1.7). L’épaisseur d’une bicouche lipidique varie généralement

entre 3et 5 nm.t®

De par leur similarité avec les membranes cellulaires, les liposomes sont utilisés comme
systemes de membranes modeles. Ils permettent 1’é¢tude des propriétés physiques de lipides
individuels ou de mélanges de lipides, simplifiant grandement 1’étude par rapport aux
membranes biologiques complexes. Aussi, de nombreux phénoménes biologiques impliquent
des étapes de bourgeonnement, fusion et fission de la membrane. Grace a la faible masse
molaire des lipides, les bicouches lipidiques présentent souvent un état fluide et autorisent
I’étude de tels événements.!® En revanche, ce ne sont que des « approximations » des
phénomenes qui se produisent dans la nature, les membranes cellulaires étant des systemes trop

complexes pour étre appréhendés dans leur globalité de nos jours.

Les liposomes sont également utilisés en tant que vecteurs pour la délivrance de principes
actifs.?® En effet, les lipides sont totalement biocompatibles et la morphologie vésiculaire

permet d’encapsuler des substances actives tant hydrophiles qu”hydrophobes, respectivement

12
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dans le milieu intravésiculaire ou au cceur de la phase lipidique (domaine hydrophobe de la
bicouche). Cependant, ces systémes souffrent souvent d’une faible tenue mécanique et il est

difficile de leur conférer des propriétés de ciblage, leur modification chimique n’étant pas aisée.

Figure 1.7. Représentation schématique d’un liposome unilamellaire.?!

1.2.2.2 Les Polymersomes

1.2.2.2.1 Définition

Ces structures, obtenues pour la premiére fois en 1995 par I’équipe d’Eisenberg,?? sont
des veésicules dont les membranes sont formées par 1’auto-assemblage de copolymeres
amphiphiles en solution. Bien qu’on les considére comme les analogues des vésicules
lipidiques, ce que souligne le terme « polymersome », la comparaison de leurs propriétés
membranaires avec les liposomes? a montré que ces vésicules sont bien plus robustes. Cette
différence est principalement due a la masse molaire des amphiphiles qui constituent la
membrane : les liposomes sont essentiellement formeés par des phospholipides, dont la masse
molaire avoisine 1kDa, alors que les polymersomes peuvent étre issus de 1’auto-assemblage de
copolymeres de masses bien plus élevées. Les membranes formées sont ainsi plus épaisses, il y

a plus d’interactions van der Waals donc une plus grande cohésion intermoléculaire.

En plus d’étendre la gamme de propriétés mécaniques des liposomes, un autre avantage
des polymersomes sur les vésicules lipidiques est le grand nombre de blocs synthétisables grace
aux outils de synthése aujourd’hui développés. Cela permet de concevoir « en théorie » avec
précision tant 1’architecture du copolymeére que la nature chimique des différents blocs et ainsi
ajuster les propriétés en fonction de I’application visée. Pour une vue plus compléte des
différents procédés de synthése ainsi que des différents blocs qui permettent 1’auto-assemblage

sous forme de vésicules, le lecteur pourra se référer a des ouvrages spécialisés.?*
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1.2.2.2.2 Applications

Les bénéfices apportés par la nature polymere de la membrane couplés aux avantages
de la morphologie veésiculaire font des polymersomes de sérieux candidats pour des applications
de vectorisation de principes actifs. La membrane de ces transporteurs étant trés cohésive, de
nombreux moyens ont été mis au point pour les déstabiliser de maniére contrélée. Des vésicules
polymeres dont la membrane est sensible a divers stimuli tels que le pH, la température, les
conditions d’oxydo-réduction ou encore la lumiére ont ainsi été développées.> 2> 26 || est
également possible de fonctionnaliser leur surface pour cibler des zones spécifiques ou encore
introduire des agents de contraste IRM dans la membrane.?

Les polymersomes sont aussi utilisés en tant que micros et nano-réacteurs, car ils
permettent de confiner un milieu réactionnel (milieu intravésiculaire),® * 2’ ou comme
membranes modeles pour des études de comportement cellulaire.?® Par exemple, des protéines
transmembranaires ont été introduites dans les membranes de polymersomes® 3° ou des

structures hiérarchisées qui imitent la structure des cellules ont été réalisées.!

1.2.2.2.3 Membranes

A la différence des membranes des liposomes, les membranes des vésicules polymeres
ne sont pas systématiquement des bicouches d’amphiphile. Seuls les copolymeres diblocs de
type AB forment des polymersomes dont la membrane est une bicouche au sens littéral, mais
les membranes auto-assemblées de polymeéres ne sont pas exclusivement obtenues avec ce type
de copolymere linéaire (figure 1.8). De nombreux articles rapportent la formation de vésicules
stables a partir de copolyméres triblocs symétriques ABA3®? ou asymétriques ABC,*® de
mélanges binaires AB et BC** ainsi que de copolyméres amphiphiles non-linéaires tels que des
dendriméres ou des copolyméres greffés.® 3¢ Pour faciliter la lecture de ce chapitre, nous
n’allons considérer par la suite que les membranes formées de bicouches (lipidiques ou de

copolymeres diblocs).

AB copolymers ABA copolymers ABC copolymers ABABA copolymers

Figure 1.8. Représentation schématique de conformations de membrane composées de
copolymeres de différentes architectures.®’
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1.2.2.3 Taille de la vésicule et multiplicité de sa membrane

Il 'y a différentes notations pour désigner les vésicules (liposomes et polymersomes
confondus) en fonction de leur taille et de la multiplicité de leur membrane. Les vésicules dont
la membrane est unilamellaire (deux monocouches) sont usuellement séparées en trois
catégories : les vésicules de trés faible diamétre ou « Small Unilamellar Vesicles » (SUV : 20
— 100 nm), celles dont le diamétre est plus élevé sont appelées « Large Unilamellar Vesicles »
(LUV :100 nm — 1 um), et les vésicules géantes ou « Giant Unilamellar Vesicles » (GUV : >1
pm).
Les « MLV » sont les vésicules dont la membrane est multilamellaire, c’est-a-dire une
succession de bicouches lamellaires séparées par une couche aqueuse (figure 1.9). Il est possible
de transformer les vésicules multilamellaires en vésicules unilamellaires de plus petite taille en
leur fournissant un apport conséquent en énergie. Expérimentalement, des SUV sont formées
quand cette énergie est apportée via des ultrasons et des LUV sont formées par extrusion des
MLYV a travers des membranes en polycarbonate dont la taille des pores est d’une centaine de

nanometres.3®

Le terme « MVV » désigne quant a lui les « Multivesicular Vesicles », qui sont des vésicules

encapsulées dans d’autres vésicules.

A) B) C)

GuUv MLV MVV

Figure 1.9. Représentation schématique A) d’une vésicule unilamellaire (GUV), B) d’une
vésicule multilamellaire (MLV) et C) d’une vésicule encapsulant d’autres vésicules (MVV).

En général, les structures vésiculaires ne sont pas thermodynamiquement stables mais

cinétiqguement piégées pour un laps de temps pouvant aller jusqu’a plusieurs semaines.® 12

1.2.3 Procédés de formation

La méthode de préparation des structures auto-assemblées en solution est une étape
importante. Comme vu partie 1.1.2, la morphologie a I’équilibre thermodynamique des objets
obtenus par auto-assemblage dépend essentiellement de la fraction massique hydrophile et des
interactions moléculaires des amphiphiles (plus précisément de I’aire par amphiphile et la

tension interfaciale). Cependant, un procédé de formation peut conduire a des objets figés
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cinétiquement dans une morphologie loin de 1’équilibre thermodynamique. Aussi, en fonction
du procéde de formation utilisé, des objets de méme morphologie mais de taille tres différente

peuvent étre obtenus.

Dans le cadre de ces travaux de these, il a été nécessaire de former des vesicules aux
échelles micrométriques et nanométriques. L’objectif de cette partic est de donner une vue
d’ensemble de méthodes de formation permettant de former des vésicules a diverses échelles.
Les recherches sur les vésicules lipidiques ayant précédé les travaux sur les polymersomes
d’une trentaine d’années, de nombreuses procédures de formation ont été développées pour la

formation de liposomes.
1.2.3.1 Vésicules géantes (GUV)

1.2.3.1.1 Réhydratation de films
La réhydratation de films est, historiqguement, une des premieres méthodes décrites pour
former des vésicules geantes. Dés 1969, Reeves et Dowben ont décrit la préparation de

vésicules géantes d’Egg yolk phosphatidylcholine (EPC) suivant cette méthode.*

La premiere étape du protocole a suivre pour cette procedure est la formation de films
minces de lipides, a partir d’une solution dans un solvant organique, sur un substrat plat. Cela
permet, dans une certaine mesure, de préformer des bicouches séches. L’ajout de la solution de
réhydratation par la suite entraine la réhydratation progressive des couches et, au fur et a mesure

que I’eau pénétre entre les bicouches lipidiques superposées, leur gonflement (figure 1.10).

A) F)
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Figure 1.10. Représentation de la formation de vésicules géantes par réhydratation contr6lée
d’un film de lipide (qui forme des bicouches) déposé sur un substrat solide.*°

En plus d’utiliser des amphiphiles qui s’auto-assemblent sous forme de bicouches flexibles en
solution, il faut respecter certaines conditions expérimentales pour maximiser les chances de
former des GUV. Il est tres important de ne pas perturber le systéme pendant la réhydratation,
car cela entrainerait la formation de fragments de membrane qui se refermeraient en MLV dans

la solution. 1l faut également que le film de lipide soit homogéne et ne soit pas trop épais.*

Une des forces de cette méthode est qu’elle permet de former des vésicules géantes en
présence de concentrations en sels élevées, jusqu’a 2M. En revanche, cette technique ne permet

pas de former des vésicules avec tous les amphiphiles et les temps de formation sont souvent
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trés longs (plusieurs dizaines d’heures). De plus, la majorité des vésicules formées sont
multilamellaires, les tailles obtenues sont généralement polydisperses,* et I’encapsulation de
grosses molécules hydrosolubles (les enzymes par exemple) ou de composants chargés donne
de mauvais résultats. Il est possible d’avoir une efficacité d’encapsulation qui varie beaucoup

d’une vésicule a ’autre au sein d’un méme échantillon.*?

La modification du substrat sur lequel le film d’amphiphiles est préparé avant la
réhydratation résous partiellement les problemes rencontrés avec cette méthode. Howse et al.
ont ainsi montré qu’en utilisant une surface ayant des motifs sur lesquels les amphiphiles
s’adsorbent sélectivement (régions hydrophiles de forme carré séparées par des zones
fluorocarbonées) il est possible de diminuer la polydispersité en taille des vésicules formées.
En effet, les dimensions des films de PEO-co-PBuO (poly(oxyde d’éthyléne)-co-poly(oxyde de
butyléne)) qui se gonflent lors de la réhydratation sont limitées a la taille des motifs, ce qui
controle le diamétre final des vésicules.*® La réhydratation de films de lipides sur un gel de
PV A permet quant a elle la formation trés rapide de GUV (quelques minutes), y compris avec
des amphiphiles qui donnent de mauvais résultats avec les techniques de réhydratation
classiques (e.g. les lipides chargés).** Les taux d’encapsulation de petites molécules
hydrophiles peuvent également étre améliorés en les pré-dissolvant dans le gel de PVA. Cette
méthode ne nécessite pas d’apport d’énergie supplémentaire, ce qui permet de s’assurer qu’il

n’y a pas de dégradation des différents composants.

1.2.3.1.2 Electroformation

Cette méthode a été développée pour résoudre certains problemes rencontrés lors de la
formation de vésicules géantes unilamellaires par réhydratation de films : la multilamellarité
des membranes, le temps de formation souvent trés long, ou une formation impossible par
simple hydratation. En effet, pour utiliser les liposomes en tant que modeéles de membranes

cellulaires, il faut s’assurer que leurs membranes sont unilamellaires.

La méthode d’électroformation, initialement publiée par Angelova et Dimitrov en
1986,% consiste a appliquer un courant alternatif (AC) ou continu (DC) pendant le gonflement
de films de lipides entre deux électrodes dans un milieu aqueux. Ce procédé permet de former
des vésicules unilamellaires géantes (prouvé par des mesures d’élasticité de courbure* et par
microscopie électronique*’) avec de nombreux amphiphiles, dont les lipides et les copolyméres

a blocs.*®

Les films d’amphiphiles sont préparés sur la surface d’¢électrodes, souvent des lames de

verre recouvertes d’une couche d’ITO ou des fils de platine. Ces électrodes sont ensuite
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immergées dans la solution de réhydratation et un champ électrique externe, dont les conditions
optimales sont trouvées au cas par cas (typiquement un signal sinusoidal d’amplitude 1-7 V et
de fréquence 10 Hz), est appliqué progressivement. La formation prend ensuite environ 2
heures, et il est conseillé de réduire la fréquence a 0,5 Hz pendant la derniere minute : cela aide
les vésicules « matures » a devenir sphériques et se détacher du film.
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Figure 1.11. Schéma de la croissance d’une vésicule pendant 1’électroformation (adapté de*®)

L’intérét d’appliquer un champ électrique est qu’il induit un mouvement d’oscillation
périodique du milieu de réhydratation au niveau de I’interface eau — électrode sur laquelle le
film est déposé (figure 1.11.A). Ces mouvements d’oscillation électroosmotiques, qui se
traduisent par des vibrations mécaniques, sont perpendiculaires a la surface de 1’¢électrode et
aident les bicouches préformées a s’éloigner de la surface (B). Les bourgeonnements qui en
résultent grandissent jusqu’a atteindre une taille de 10-20 um de diamétre (méme ordre de
grandeur que pour la réhydratation de film). A partir de ce stade, les vésicules en croissance
entrent en contact (C) et fusionnent (D), ce qui permet d’atteindre des gammes de taille trés
élevées. Les vesicules obtenues apres fusion redeviennent sphériques en quelques minutes et
peuvent éventuellement se détacher du film (E).*® Les vibrations électroosmotiques pendant la
formation conférent un excés de membrane aux vésicules (elles sont déformées), il leur faut
quelques heures pour relaxer leurs contraintes et retrouver une forme sphérique suite a la

formation.

18



Etude bibliographique

La solution d’amphiphiles utilisée pour préparer le film sur 1’électrode a une influence
sur la qualité des GUV formees. En général, pour des lipides, le mélange de solvant est un
mélange 9 :1 chloroforme / méthanol ou diéthyléther / méthanol, et la concentration en
amphiphile varie entre 0,2 et 1,6 mg.ml™. Il est important d’avoir un mélange de solvant qui
mouille bien la surface de 1’¢lectrode et une concentration massique assez faible pour ne pas
former un film trop épais. En effet, il y a une épaisseur optimale pour former des GUV, les
films trop fins ou trop épais n’aboutiront a aucun résultat. Pour cette raison, la méthode de
formation du film est elle aussi importante. Estes et Mayer indiquent que les meilleurs résultats
sont obtenus quand les films sont préparés par spin-coating, car cela permet d’avoir des films
fins et homogeénes.*® Malheureusement cette technique consomme beaucoup de produit, ¢’est
pourquoi on lui préfere souvent le dépdt de gouttes. Méme si le film n’est pas homogene, une
gamme importante d’épaisseurs est couverte et il y a forcément des zones adaptées a la
formation de GUV.

L’¢lectroformation permet de former des vésicules géantes unilamellaires plus grosses
en un temps bien plus court (quelques heures) que la réhydratation de film. De plus, il est
possible d’observer les vésicules en croissance pendant leur préparation. Comme pour la

réhydratation de film, 1’encapsulation de molécules hydrosolubles est globalement faible.

Le principal inconvénient de cette méthode est qu’elle ne donne pas de trés bons résultats quand
le milieu de réhydratation contient des sels (> 15 mM).* Dans ces conditions le flux
électroosmotique est plus faible, et les ions s’intercalent entre les feuillets de lipides lors de leur
gonflement, ce qui défavorise leur séparation du film.>° Il est également possible qu’une partie
des composés présents dans la cellule d’¢électroformation se dégradent sous 1’application du

champ électrique externe.

1.2.3.1.3 Emulsion double - évaporation

Un autre moyen utilisé pour former des vésicules est I’utilisation d’émulsions doubles
eau dans solvant organique dans eau (simplifié par (W/O)/W par la suite) comme architecture
pour conduire I’assemblage. Le principe est le suivant : les copolymeres a blocs sont solubilisés
dans une phase organique volatile puis mélangés a une phase aqueuse pour former une émulsion
W1/O. Cette émulsion est ajoutée a une deuxieme phase aqueuse, qui peut étre différente, et
mélangée pour former 1’émulsion double (W1/O)/W-. Les copolymeres diblocs, solubilisés dans
la couche intermédiaire, stabilisent les interfaces concentriques de 1’émulsion double : 1a partie
hydrophobe (en bleu sur la figure 1.12) reste dans la couche de solvant organique et la partie
hydrophile (en rouge) se place dans les milieux aqueux. Le solvant organique est ensuite
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progressivement retiré de cette émulsion double par évaporation. La couche organique s’affine
au fur et a mesure que le solvant s’évapore, jusqu’a ce que les blocs hydrophobes des
copolymeres entrent en contact et forment le coeur hydrophobe de la membrane du

polymersome.>

diblock polymer polymer bilayer
copolymer monolayers (polymersome)
N &“Q”"*‘x
et o <\ a2 39, .
3; water & —p & = “ >
“ y
ST B e &
% oil Py 3h
$333%
water

Figure 1.12. Représentation schématique de la formation d’un polymersome a partir d’une goutte
d’émulsion double.>?

Il est donc important que le solvant solubilise parfaitement le copolymere, pour stabiliser
I’interface efficacement, qu’il soit assez volatile pour étre facilement retiré par évaporation et

que sa tension interfaciale avec 1’eau soit assez importante pour former des gouttes.

Un procedé élégant pour former des vésicules polymeéres en se basant sur ce principe est
I’utilisation d’un montage microfluidique.>® Cela permet la préparation d’une émulsion double
en une seule étape, contrairement aux méthodes plus conventionnelles qui impliquent deux
étapes principales, et conduit a la formation de polymersomes géants de taille homogene tout

en assurant un taux d’encapsulation tres €levé.

Ce type de montage microfluidique, utilisé pour la premiere fois en 2005 pour former des
polymersomes de PBA-b-PAA (poly(n-acrylate de butyle)-b-poly(acide acrylique)), fonctionne
comme suivant : deux tubes de section circulaire sont imbriqués dans un troisieme capillaire de
section carré (figure 1.13). La solution aqueuse contenue dans la goutte interne circule dans le
tube d’injection, alors que la solution organique qui forme la couche intermédiaire et contient
le copolymere a bloc circule dans le méme sens mais autour de ce tube. Dans le méme temps,
la solution aqueuse représentant la phase continue arrive dans la direction opposée, autour du
tube de collection. Au point de jonction de ces fluides, la solution qui joue le role de phase
externe change de direction et passe avec les deux autres fluides a travers 1’embout du tube de
collection. Cette ouverture étant trés étroite, des gouttes se forment. La taille des gouttes, qui

contréle la taille des polymersomes, peut étre ajustée par la taille de I’ouverture.
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Injection tube CollectiC}n tube

Figure 1.13. Schéma du systéme microfluidique permettant de former une émulsion double.

Le nombre de compartiments intravésiculaire de chaque polymersome peut également étre
contr6lé via le nombre de gouttes internes encapsulées dans la goutte de solvant organique avant

évaporation.>* 5

Un dernier avantage est que cette technique, ou la formation des vésicules est gouvernée
par 1’émulsion double, permet de former des polymersomes avec des copolymeres dont la
fraction hydrophile ne permet a priori pas de former ce type de structures.®® La seule condition
est que le copolymeére permette de stabiliser I’émulsion double. Il est méme possible d’ajouter
de I’homopolymeére dans la membrane, et ainsi modifier ses propriétés, tant que cette condition
est verifiée.

La principale limitation est la qualité des membranes formées. En effet, il est possible
que celles-ci retiennent une partie du solvant organique et des inhomogeénéités d’épaisseur de
membrane ont été releveées. Ces inhomogénéités peuvent étre évitées en ajustant tres
précisément la concentration en copolymére de la couche organique.®? Néanmoins, cette étape
est délicate : si la concentration en copolymére est trop basse ’interface n’est pas stabilisé et
les polymersomes ne se forment pas ; mais si elle est trop élevée, on observe un phénomene de
démouillage quand le solvant organique s’évapore, ce qui concentre 1’exces de matiére sur un
coté de la vésicule et forme un « patch ». Ce phénomeéne est di a une déplétion entre les
interfaces W/O internes et externes a cause de la présence d’un excés de copolymeéres dans la

phase organique.>?

1.2.3.1.4 Emulsion-centrifugation

Une autre classe de procédés qui permettent de former des vésicules géantes est
I’émulsion-centrifugation. Le principe est de former une émulsion inverse W/O stabilisée par
un amphiphile (premiere couche), puis de forcer les gouttes de cette émulsion a passer a travers
une interface O/W elle aussi saturée en amphiphile (ajout de la deuxiéme couche d’amphiphile
de la membrane). Dans la méthode de transfert d’une émulsion W/O,>" une émulsion inverse
préalablement formée est placée au-dessus d’une phase aqueuse et c’est la sédimentation des

gouttes qui leur fait traverser ’interface. Cette méthode est assez lente mais permet de faire des
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bicouches asymétriques. La méthode développée par Massiera et al.®® permet de former
beaucoup plus de vésicules car on force par centrifugation des gouttes a traverser
successivement une solution saturée en lipides et une interface avec une solution aqueuse. Il
n’est en revanche pas possible de former une membrane asymétrique avec cette deuxieme
technique. Comme pour les méthodes utilisant une émulsion double, le taux d’encapsulation

obtenu est proche de 100%.

Les méthodes indiquées jusqu’ici sont celles les plus couramment utilisées pour former
des vésicules géantes. Pour plus d’informations concernant des techniques moins souvent

rencontrées, telles que la fusion de LUV, le lecteur pourra se référer a des revues spécialisées.

1.2.3.2 Vésicules nanométriques

Une premiere possibilité pour former des vésicules a I’échelle nanométrique est, comme
expliqué dans la partie 1.2.2.3, de fournir de I’énergie a des vésicules multilamellaires pour les
transformer en vésicules unilamellaires de plus petite taille. D’autres procédures couramment

utilisées sont brievement décrites dans cette partie.

1.2.3.2.1 Dissolution directe

C’est la méthode la plus simple, qui consiste a solubiliser directement 1’amphiphile
(avec ou sans agitation) dans une solution aqueuse au-dessus de sa concentration micellaire
critique. L’auto-assemblage se fait alors progressivement, au fur et a mesure de la dissolution.
Plusieurs parameétres peuvent avoir une influence sur les structures obtenues, telle que la
température (Tg pour les copolymeres et Tm pour les lipides), la présence de co-solvants ou
encore la concentration.® Les vésicules obtenues avec cette méthode ont en général une large
gamme de tailles et les membranes ne sont pas unilamellaires. Néanmoins cette technique n’est
envisageable qu’avec les amphiphiles présentant une hydrophobicité modérée et une fluidité

assez élevée a température ambiante.

1.2.3.2.2 Nanoprécipitation

Le point de départ de ce procedé est une solution de copolymere complétement dissous
dans un solvant organique miscible a I’ecau. Une solution aqueuse, qui est un solvant sélectif de
I’amphiphile, est alors progressivement ajoutée dans la solution d’amphiphile. Quand les deux
phases sont en contact, le solvant organique diffuse vers la phase aqueuse, ce qui diminue petit
a petit la solubilité du copolymeére. Les blocs hydrophobes de I’amphiphile commencent alors
a s’agréger, ce qui déclenche 1’auto-assemblage. Passé une certaine fraction en eau, tous les

copolymeéres sont assemblés et les morphologies sont figées cinétiquement. Cette méthode

22



Etude bibliographique

dépend donc des différentes interactions qui existent entre le solvant organique, 1’eau et
’amphiphile.®® Il est possible de controler I’assemblage en jouant sur des paramétres
expérimentaux (la maniére de mélanger, I’ordre et la vitesse d’ajout...) qui modifient ces
interactions.®! Ce procédé est plus reproductible que la dissolution directe et permet un meilleur

contréle des tailles et des morphologies.

1.2.3.2.3 Emulsion double - évaporation

De maniéere similaire au procédé de formation de vésicules géantes, des émulsions
doubles peuvent étre utilisées pour former des vésicules nanométriques. Le principe est le
méme, une émulsion eau dans solvant organique dans eau stabilisée par un amphiphile est
préparée puis le solvant organique est retiré. En revanche, I’émulsion n’est pas préparée a 1’aide
d’un systéme microfluidique mais par des méthodes plus conventionnelles comme une sonde a
ultrasons. La taille des vésicules nanométriques ainsi formée peut étre homogénéisée par la

suite avec des méthodes comme 1’extrusion.
1.3 Propriétés des vésicules

1.3.1 Polymersomes vs. Liposomes

Il 'y a principalement deux catégories de vésicules obtenues par auto-assemblage
d’amphiphiles : les vésicules lipidiques et les vésicules polyméres. La comparaison de leurs
propriétés de membranes, tels que la rigidite de courbure k., la déformation a la rupture ac ou
le coefficient de perméabilité a 1’eau P, a montré que les polymersomes sont plus robustes et
moins perméables.? Cette stabilité accrue est attribuée a I’épaisseur de la membrane, bien plus
élevée pour les vésicules polymeres (10-50 nm) que pour les vésicules lipidiques (3-5 nm). Le
tableau 1.1 récapitule les lois d’échelle qui régissent les différents paramétres de membrane de

ces systemes et donne un ordre de grandeurs de ces parameétres.
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Liposomes  Polymersomes  Loi d’échelle

Rigidité de courbure (KT) 11-30 ®  40-460 ©369  g~2 @)
Module élastique (mN/m) 250 +2 ©2  80—100 ©9 d~0 6
Déformation & la rupture (%) 5 () 20-50 ©9 d~1® (pour M < Mc)
(65)
Epaisseur de membrane (nm) 3-5nm 10-50nm © |\ ~055 (85.66) o
(18) M ~ 066 (67)
Coeff. de perméabilité a ’eau 25 — 150 0,7-10 ©3 d~ 168
(Hm/s) @)
Coeff. de diffusion latérale (um?%s) 3,8 ©9 0,12 —0,0024 Rouse (9

(69)

Tableau 1.1. Comparaison des paramétres de membrane entre les liposomes et les polymersomes,
adapté de ©.

1.3.2 Particularité des membranes lipidiques : difféerentes phases

1.3.2.1 Influence de la température

De nombreux phospholipides présentent une transition de phase dans la membrane
lorsque la température augmente. Cette transition correspond au passage d’une phase gel,
appelée « Lg » si les chaines carbonées sont perpendiculaires a la bicouche lipidique ou « Lg- »
si elles forment un angle par rapport a la normale a la bicouche lipidique (« tilt angle »), vers
une phase cristal-liquide lyotrope appelée « L, ». Les techniques d’analyse qui permettent
d’étudier ces transitions sont principalement la calorimétrie différentielle a balayage, la
résonance magnétique nucléaire, la diffusion dynamique de la lumiére et la diffraction des

rayons X.

Cette transition est liée aux mouvements de rotation possibles autour des liaisons C-C des
chaines carbonées qui forment la partie hydrophobe des lipides. Les chaines aliphatiques

peuvent donc adopter différentes conformations :

- la conformation trans, 1’état le plus stable et de plus faible énergie (figure 1.14.A)

- la conformation gauche, qui correspond a un état d’énergie plus élevée (figure 1.14.B)

Il est également possible que les chaines carbonées contiennent des insaturations en

configuration cis.
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Figure 1.14. A) Phospholipide en configuration tout-trans et B) avec une liaison gauche.

A faible température les chaines carbonées sont majoritairement en conformation trans
et les lipides se compactent dans la membrane pour former une phase gel (figure 1.15). Les
chaines, paralleles les unes aux autres, sont en extension et pour certaines familles de lipides
(e.g. les phosphatidylcholines) elles ont un « tilt angle » d’environ 32°. En chauffant le systéme,
la probabilité de passer de la conformation tout-trans a gauche augmente. Au-dessus de la
température de pré-transition Tpr, une partie des chaines carbonées présentent une conformation
gauche, ce qui perturbe I’empilement des lipides. Le « tilt angle » disparait et des ondulations
périodiques (« ripples ») apparaissent a la surface des liposomes. En continuant de chauffer
jusqu’a une température limite Tm, on observe une transition coopérative des lipides
correspondant a la fusion coopérative des phases gel pour former une phase cristal-liquide

désordonnée L.

300
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\\\\\ WM
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Figure 1.15. Thermogramme d’une membrane lipidique et phase lipidique correspondante.
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La transition de phase s’accompagne d’une modification des paramétres physiques de
la membrane, qui a été quantifiée précisement grace au couplage de la diffraction des rayons X
aux grands angles et des simulations de dynamique moléculaire.”® ’* En phase gel les chaines
sont étirées donc la bicouche est plus épaisse. Les tétes polaires sont relativement immobiles et
la région interfaciale de la double couche est partiellement déshydratée. La transition vers la
phase cristal-liquide désordonnée L, s’accompagne d’une augmentation du volume occupé par
lipide dans la membrane car les chaines carbonées sont moins étirées. Cela entraine une

diminution de 1’épaisseur de membrane et une augmentation de I’aire par téte polaire.

De maniere générale, tout ce qui s’oppose a I’expansion latérale des lipides s’oppose a la
transition coopérative. Plus les chaines carbonées sont longues, plus il y a d’interactions
hydrophobes entre les lipides donc plus la température de transition coopérative Tm est élevée.
Le nombre d’insaturations de la chaine carbonée impacte également la Tm puisque les
insaturations en configuration cis provoquent des coudes qui défavorisent les interactions entre

les lipides.

Le changement de phase des membranes lipidiques entraine un changement brusque des
propriétés de la membrane. Les phases gel sont genéralement figées et imperméables, au
contraire des phases cristal-liquide désordonnées L, qui sont fluides et perméables. De plus, la
membrane présente un pic de perméabilité au niveau de la transition coopérative a cause de la
présence d’interfaces entre des clusters de phase gel et de phase cristal-liquide.”>’* De maniére

génerale, les propriétes des liposomes sont caractérisées au-dessus de la Trm.

1.3.2.2 Ajout de cholestérol

L’ajout de cholestérol dans les phases lipidiques peut entrainer I’apparition d’une phase
lamellaire supplémentaire, la phase cristal-liquide ordonnée Lo. En fonction de la fraction
molaire en cholestérol, les membranes présentent alors une séparation de phase entre des
domaines riches en cholestérol, en phase cristal-liquide ordonnée L,, et des domaines pauvres

en cholestérol sous forme cristal-liquide désordonnée L, ou en phase gel (figure 1.16).” "
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Figure 1.16. A) Schéma illustrant les différents états physiques adoptés par une bicouche
lipidique en phase aqueuse (adapté de 7). B) Diagramme de phase partiel obtenu pour des
mélanges Cholestérol / DPPC (adapté de 8)

L’apparition d’une phase cristal-liquide ordonnée L, se traduit par un élargissement voir la
disparition de la transition de phase coopérative, une augmentation (diminution) de 1’ordre
orientationel des chaines carbonées des phospholipides au-dessus (en dessous) de la transition

de phase, une diminution du « tilt angle » et une disparition de la pré-transition de phase.”

Une évolution des propriétés de la membrane accompagne 1’apparition de cette phase
lamellaire. De mani¢re simplifiée, 1’ajout de cholestérol dans les membranes lipidiques permet
de les renforcer tout en leur conférant un caractere fluide. Par exemple, la mobilité latérale des
lipides y est similaire a celle d’une phase cristal-liquide désordonnée L, mais la tension
nécessaire pour étirer la bicouche est plus élevée.’® Bien que sa perméabilité passive soit plus
élevée que celle de la phase gel elle reste assez faible, bien en dessous de celle de la phase

cristal-liquide désordonnée L,."*

1.3.3 Propriétés mécaniques
Dans la suite de cette partie nous allons nous intéresser majoritairement aux propriétés
des vésicules polymeéres. Elles ont surtout été étudiées pour des copolymeres flexibles diblocs

et triblocs.
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1.3.3.1 Influence de I’épaisseur de la membrane

1.3.3.1.1 Epaisseur de la membrane

Un avantage majeur des polymersomes par rapport aux vésicules lipidiques est le fait
que ’épaisseur de la membrane peut étre modifiée simplement en changeant la masse molaire
du bloc hydrophobe. Comme de nombreuses propriétés mecaniques sont directement liées a
I’épaisseur de membrane, leur controle peut étre réalisé via la masse molaire du copolymere.

Toutefois, différentes lois d’échelle ont été obtenues en fonction du systéme étudié.’

Des mesures d’épaisseur de membrane réalisées par cryo-TEM sur des vésicules
nanométriques (100 — 200 nm) préparées avec une gamme de PBut-b-PEO (polybutadiéne-b-
poly(oxyde d’éthyléne)) ont montré un épaississement de la membrane de 8 & 21 nm quand la
masse molaire du copolymére augmente.® La loi d’échelle qui relie ’épaisseur de membrane
a la masse molaire de la partie hydrophobe du copolymeére, déterminée expérimentalement, est

d ~Mwn? avec b ~ 0,55 (figure 1.17).

MW contrdle I’épaisseur de la membrane

d ~ MW0:55

PEG

5 (5

Figure 1.17. Représentation schématique de la dépendance de 1’épaisseur de membrane a la
masse molaire du bloc hydrophobe (Mwn) du copolymére qui la compose.®

‘e?m‘wll

Une valeur similaire de I’exposant a ét¢ déterminée par des simulations de dynamique
moléculaire considérant des chaines de PEE-b-PEO (poly(éthyle éthylene)-b-poly(oxyde
d’éthyléne)).% 1l a cependant été trouvé, numériquement, que cette valeur est valable pour des
membranes dont I’épaisseur est supérieure a 8 nm (Mw > 3kDa), et que pour les systemes de
masse molaire plus faible (d < 7nm) I’exposant est b ~ 0,82. Finalement, un exposant b ~ 0,66

a été déterminé expérimentalement sur des membranes de PBuO-b-PEO."
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Les simulations, qui permettent d’aller plus loin que I’expérimentation, ont également
montré que pour les systemes de faible masse molaire il y a une zone de trés faible densité
hydrophobe au milieu de la membrane (les deux feuillets de la bicouche sont distincts). Cette
zone s’atténue quand la masse des copolyméres augmente, les deux feuillets de la bicouche se
fondent entre eux pour former une seule couche hydrophobe de densité homogeéne. Ces résultats
permettent d’expliquer les exposants déterminés pour les lois d’échelle : pour les faibles masses,
du méme ordre de grandeur que les lipides, les chaines hydrophobes sont trés étirées (b proche
de 1). En revanche, I’exposant proche de 0,5 pour les masses ¢levées traduit une conformation
de chaines gaussiennes non contraintes, en accord avec une couche hydrophobe proche de 1’état

fondu.%®

1.3.3.1.2 Fluidité de la membrane

Les polymersomes géants permettent la caractérisation détaillée des propriétés de
membrane en utilisant des techniques de micromanipulation de vésicules isolées. Un premier
indice qui montre que les membranes polyméres sont fluides est que 1’on peut voir les
fluctuations thermiques.?® Elles semblent cependant beaucoup plus visqueuses que celles des
liposomes, comme 1’ont montré des mesures de viscosité de membrane® et du coefficient de

diffusion latérale.5°

1.3.3.1.3 Déformation a la rupture

La déformation moyenne a la rupture maximale ac = AAJAo atteinte pour les
polymersomes est elle aussi bien plus élevée que pour les liposomes, elle peut atteindre
quasiment 50%.% L’évolution semble proportionnelle a I’épaisseur de la membrane selon la loi
d’échelle ac ~ d1° (~ Mwn2®), valable tant que la masse du copolymére n’est pas trop élevée et
qu’il n’y a pas d’interdigitation entre les couches. Les membranes des liposomes rompent bien
en dessous de ces limites (ac ~ 5%) car elles sont beaucoup plus susceptibles de présenter des
défauts a cause de leur faible épaisseur. La stabilité des membranes, e.g. leur résistance a la

rupture, augmente bien avec leur épaisseur (figure 1.18).
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Figure 1.18. Evolution des propriétés de membrane en fonction de son épaisseur.®®

1.3.3.2 Propriétés mécaniques

1.3.3.2.1 Module élastique et rigidité de courbure

Le module élastique Ka caractérise la résistance de la membrane aux efforts de type
compression-dilatation tels que I’étirement de la membrane lors d’expérience de gonflement ou
de manipulations en micropipette. Il est le méme quelle que soit la masse du copolymere utilisé
et est donc indépendant de 1’épaisseur de membrane (Ka ~ d°).% Il est principalement lié a la
tension interfaciale y entre les blocs (Ka ~ 4 y), elle-méme dépendant de la nature chimique des

blocs du copolymere.

La capacité de la membrane a se courber, représentée par la rigidité de courbure ke, est
reliée a I’épaisseur de membrane par la relation ke = fKa02.% Cette variation quadratique est en
accord avec les théories sur les bicouches membranaires.®! L’interdigitation possible entre les
deux feuillets d’une bicouche au-dela d’une certaine masse molaire ne change pas I’exposant

mais se refléte dans le préfacteur 5.

1.3.3.2.2 Energie d’une vésicule
L’énergie totale d’une vésicule peut étre écrite comme suivant® :
E vesicule = E courbure + E ADE + E osmotique + E Elastique (1.3
E courbure : €lle correspond au cofit énergétique pour courber la membrane, 1’état de plus

faible énergie étant la conformation plane. Quand le rayon de courbure est tres grand devant

I’épaisseur de la membrane, on peut écrire 1’énergie de courbure locale par unité de surface en
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tout point de la membrane, et ce quelle que soit la forme, par 1’expression introduite en 1973

par Helfrich® :
k. )
€courbure = 7 (2H)* + kK (14)

avec H la courbure moyenne et K la courbure Gaussienne qui décrivent la courbure de la
membrane (figure 1.3 partie 1.1.1), et k¢ la rigidité de courbure et kg la rigidité de courbure
gaussienne qui sont des parametres du matériau qui compose la membrane.

Avoir une membrane ouverte codte de I’énergie car les bords sont exposés a 1’eau (pour un
disque de rayon Rq cette énergie est reliée a la tension de ligne vy : E ligne = 2myRq), aussi il faut
des configurations ou la membrane est refermee sur elle-méme. L’énergie de courbure de la

membrane devient donc I’intégrale de 1’énergie de courbure d’Helfrich sur toute la surface :

k
Ecourbure = éf dA(ZH)z + kg f KdA (15)

Le deuxiéme terme de cette énergie dépend de la topologie de la vésicule (hombre de genus /

nombre de « poignées ») et non de sa forme :

ngdA =4n(1—g) (1.6)

On peut donc ignorer ce terme tant que la topologie ne change pas (genus invariant).

E apE : ce terme, qui représente une énergie de courbure non locale, vient du fait que
I’on ne peut pas décrire la membrane comme une surface 2D imbriquée dans un espace 3D,
c¢’est en réalité une bicouche. Son expression est la suivante :

amnk,

Epp = 57, (84— AAp)? (1.7)

avec o un parametre adimensionné qui dépend du materiau (voir partie 1.3.5.3.2), D I’épaisseur
hydrophobe de la bicouche, A I’aire de la vésicule, AAo et AA la différence d’aire entre les deux

feuillets de la bicouche a I’état d’équilibre et hors de 1’état d’équilibre.

E osmotique : C€ terme décrit la pression osmotique a laquelle est soumise la membrane

de la vésicule. Il est di a la présence de molécules auxquelles la membrane est imperméable.

La pression osmotique est :
n
1= RT <V ~c) (1.8)

avec R = 8,314 J.mol.K la constante des gaz parfaits, V le volume de la vésicule, n le nombre
de moles de soluté dans la vésicule et ¢ la concentration en soluté a I’extérieur de la vésicule.

Cela conduit a une énergie :
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14

Bosmorique(V) = | av'(v’) =T [ (VKO) — v =y (1.9)

et le volume pour laquelle la pression osmotique disparaitest V = g :

Ce terme est prépondérant par rapport aux autres s’il n’est pas nul. Par exemple, dans le cas
d’une vésicule ayant un rayon Ro = 10 um dans une solution contenant 10* mol.m? de soluté,
seule une différence de 107 mol.m? est contrebalancée par 1’énergie de courbure. Cela signifie
qu’une vésicule en condition de déséquilibre osmotique va ajuster son volume pour retourner

en condition d’équilibre. Le terme d’énergie osmotique est par conséquent nul.

E Elastique : COMmMe pour I’énergie osmotique, ce terme est nul quand la vésicule est a
I’équilibre. Il est a prendre en compte quand la membrane est déformée et soumise a une
tension, comme lors d’expériences de micromanipulation avec une micropipette ou de chocs

hypotoniques.

Il 'y a deux régimes de déformation distincts. Quand on impose de trés faibles tensions
de surface 7 (régime entropique), on observe une augmentation de 1’aire de la vésicule a = (A —
Ao) / Ao proportionnelle au logarithme de la tension imposée :

L) (1) (1.10)

- 8mk, " T;

avec Ao I’aire initiale de la vésicule (1’aire initialement projetée pour une manipulation en
micropipette), keT 1’énergie thermique, k¢ la rigidité de courbure de la membrane et 7 la tension
initiale pour laquelle A = Ao.%* Cette augmentation de la surface visible de la vésicule correspond
au lissage des fluctuations thermiques de la membrane. Dans ce régime de déformation, les

forces ¢lastiques sont tres faibles et 1’énergie de courbure reste majoritaire.

En imposant des tensions de surface 7 plus élevées, il n’y a plus d’aire « cachée » liée aux
fluctuations thermiques et on étire la membrane. Dans ce régime, la tension de surface est

directement proportionnelle a la déformation de la membrane :

(t) = Kza(t) (1.12)
avec Ka le module élastique. Les forces élastiques qui s’opposent a 1I’étirement de la membrane
ne sont pas négligeables et peuvent étre assimilées a une pression qui s’applique sur la
membrane de la vesicule :

_27(8)
"~ R(®

avec R(t) le rayon de la vésicule pour une déformation de la membrane a(t).

(1.12)
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1.3.4 Perméabilité

Une des propriétés intrinséques les plus intéressantes des membranes amphiphiles est
leur nature semi-perméable, i.e. leur perméabilité sélective aux molécules hydrophiles et
hydrophobes. Cela confere aux vésicules la capacité de compartimentaliser des volumes aqueux
de différentes compositions et concentrations, et donc la capacité a encapsuler des principes
actifs. La caractérisation de la perméabilité des vésicules permet de déterminer leur efficacité

en tant que vecteur ou encore de comprendre leur réponse a des phénomenes d’osmose.

De nombreuses méthodes, développées pour les membranes lipidiques, permettent
d’étudier la perméabilité a 1’eau des vésicules. Une partie des techniques est basée sur le suivi
de 1I’évolution temporelle de la taille des vésicules (par microscopie optique®*8® et diffusion
dynamique de la lumiére®’:88) et I’autre partie sur le suivi des changements de I’environnement
de certains solutés par spectroscopie (auto-extinction de fluorophores®® % et diffusion Raman

anti-stokes®). Dans la plupart des cas, la force motrice de la perméation est un choc osmotique.
1.3.4.1 Parameétres gouvernant la perméabilité

1.3.4.1.1 Epaisseur de la membrane

L’épaisseur de membrane est un parametre important pour controler la perméabilité aux
petites molécules hydrophiles, au moins en ce qui concerne le mécanisme de diffusion passive.
Typiquement, la perméabilité a 1’eau des polymersomes est 10 & 20 fois plus faible que celle
des veésicules lipidiques. En fonction du copolymere utilisé, différentes valeurs ont été
mesurées : 2,5 um/s pour des vésicules de PEO4o-b-PEE37, 3900 g.mol™?),2 7 um/s pour des
vésicules de PBA-b-PAA (5500 g.mol™?),> 0,8 um/s pour des vésicules de PMOXAs-b-
PDMS110-b-PMOXAs5 (poly(méthyloxazoline)-b-poly(diméthylsiloxane)-b-
poly(méthyloxazoline), 10700 g.mol™),%° 3,1 um/s pour les vésicules de PButss-b-PEO30 (3800
g.mol™?) et 28 pum/s pour celles de PDMS-g-PEO (poly(diméthylsiloxane)-g-poly(oxyde
d’éthyléne), 3000 g.mol™).%® Excepté pour le dernier copolymére, ces valeurs sont bien en
dessous de celles communément observées pour les vésicules lipidiques (25-150 pum/s).%% 9

Battaglia et al. ont étudié le coefficient de perméabilité d’une petite molécule hydrophile
(la DTNB : acide 5, 5’-dithiobis-2-nitrobenzoique) en fonction de la masse molaire et de
I’architecture du copolymére amphiphile utilisé pour former la membrane des vésicules.® Les
copolymeres utilisés sont des diblocs EB et des triblocs EBE et BEB (B pour PBuUO et E pour

PEO) de différentes masses molaires. 1l apparait que le coefficient de perméabilité de la DTNB
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ne dépend pas de I’architecture du copolymere et est inversement proportionnel a 1’épaisseur
de membrane (d?), en accord avec la premiére loi de Fick (figure 1.19.A).
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Epaisseur de membrane d (nm) pH

Figure 1.19. A) Perméabilité en fonction de 1’épaisseur des membranes d’Egg yolk
phophatidylcholine (EPC) et de poly(oxyde de butyléne)-poly(oxyde d’éthyléne) (EB). Le
coefficient de diffusion de la DTNB a été calculé a 2,5 nm2.s1. B) Perméabilité des membranes
d’EB et de PC en fonction du pH.®®

1.3.4.1.2 Nature de la membrane

En plus de I’épaisseur de la membrane, que I’on contréle via la masse molaire du
copolymeére, la polarité de la membrane est elle aussi un parametre qui influe beaucoup sur la
valeur de sa permeabilité. Un second résultat de Battaglia et al. est que les membranes d’EB
sont une dizaine de fois plus perméables a la DTNB que les membranes formées par de I’EPC.
Bien que cela paraisse surprenant, ceci est d a la nature plus hydrophile des polyéthers (PBuO)
que les chaines aliphatiques des lipides.%® De maniére générale, plus le bloc hydrophobe de
I’amphiphile est polaire plus la perméabilité a 1’eau et aux petites molécules polaires est
grande.®* Le méme résultat peut étre obtenu en ajoutant des petites molécules hydrophiles,
directement dans la solution de vésicules, qui vont changer le profil de polarité de la membrane.
Bauer et al. ont ainsi montré que la perméabilité a 1’eau de vésicules de Pl3z-b-PEO2s
(poly(isopréne)-b-poly(oxyde d’éthyléne), 3344 g.mol?) augmente quand on ajoute de
’¢thanol dans la solution car ces molécules se logent dans la membrane, ce qui a pour effet
d’augmenter la polarité de la couche hydrophobe et donc de diminuer la barriére énergétique
pour la perméation des molécules d’eau.®® Cette variation de perméabilité est parfaitement

réversible.

Les membranes formées par certains copolymeéres a blocs amphiphiles sont par nature
semi-perméables. Les polymersomes de PS-b-PIAT (polystyréne-b-poly3-(isocyano-L-alanyl-

aminoéthyle) thiophéne) sont ainsi d’excellents candidats pour les applications en tant que
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nanoréacteur car leur membrane est perméable aux petites molécules alors que de plus grosses
molécules comme des enzymes restent encapsulées dans le milieu intravésiculaire.®® % La
nature de ce phénomene n’est pas encore entierement comprise, il est possible que la structure
secondaire en hélice du bloc hydrophile PIAT empéche un assemblage optimal des copolymeres

dans la membrane.

Dans les systemes lipidiques, ou la partie hydrophobe est une chaine carbonée, la
perméabilité¢ a I’eau dépend de la composition de la membrane et tout particulierement du
nombre d’insaturations des chaines hydrophobes : plus ce nombre est élevé plus la perméabilité
est grande.® *° Par ailleurs, les perméabilités des liposomes sont généralement déterminées au-

dessus de la Tm des lipides, elle est beaucoup plus faible en dessous.

1.3.4.1.3 Soluté

La perméabilité de la membrane dépend également de la nature du soluté. Battaglia et
al. ont montré que les membranes d’EB sont beaucoup plus perméables aux molécules neutres
que les membranes de PC (env. 20 fois), alors qu’elles ne sont qu’environ trois fois plus
perméable que les membranes d’EPC quand 1’espéce est chargée (figure 1.19.B).%® Les
membranes polymeres sont en général trés peu perméables aux molécules hydrophiles, sauf si
celles-ci sont petites et de faible polarité. La taille du solute a elle aussi une influence sur sa
perméabilité : pour les petits solutés neutres (Rn ~ quelques nanomeétres), la vitesse de
perméation dépend majoritairement de leur rayon hydrodynamique, il y a peu d’influence de
leur nature chimique. En revanche, passé une taille critique, ¢’est la nature chimique du soluté

qui a plus d’importance que sa taille.X%

La perméabilité des liposomes a certaines molécules neutres solubles dans 1’eau, telles
que le glucose et le sucrose, est faible.1% En revanche, ils sont trés perméables a de plus petites
molécules qui sont solubles a la fois dans 1’eau et la membrane comme le glycérol*®? ou
1’urée.1®® Bien que les membranes soient perméables aux protons (P ~ 1 um/s), elles sont trés
peu perméables aux ions multivalents comme Ca?* (P ~ 2,5.107 pum/s).2%* Les membranes des
polymersomes y sont encore moins perméables que celles des liposomes du fait de leur plus

grande épaisseur.

Il existe donc de multiples moyens pour contréler la perméabilité passive des
membranes a différents types de molécules. Si I’'imperméabilité naturelle de ces membranes a
certains composés permet leur encapsulation, elle permet aussi de contréler activement des
perméabilités specifiques en utilisant par exemple des protéines transmembranaires ou des

ionophores.
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1.3.4.2 La pression osmotique

L’utilisation de chocs osmotiques est une approche simple et répandue qui permet de
collecter des informations sur la perméabilité de la membrane. En conditions de déséquilibre
osmotique, une veésicule ajuste son volume pour retourner en condition d’équilibre car 1’énergie
osmotique qui s’applique sur sa surface est prépondérante par rapport a son énergie de courbure
(voir partie 1.3.3.2.2). En se basant sur ce principe, E. Boroske et W. Helfrich ont montré que
la contraction de vésicules unilamellaires geantes induite par la pression osmotique, mesurée
par microscopie optique et résolue dans le temps, est un moyen efficace pour déterminer le

coefficient de perméabilité a I’eau des membranes.

La pression osmotique qui s’exerce sur la membrane d’une vésicule dépend de la
différence d’osmolarité entre le milieu intravésiculaire et le milieu extérieur : AIT = RT(Cint -
Cext) = RTAC.

Hypertonique Isotonique Hypotonique

0 AT

5
>

Figure 1.20. Représentation schématique du comportement d’une vésicule dans les différentes
conditions d’osmolarité.

Quand la concentration en soluté extérieure a une vésicule est plus élevée que la
concentration en soluté encapsulée (Cint < Cext), la pression qui s’applique sur la membrane est
négative et on parle de choc hypertonique (ou hyperosmotique). La vésicule retourne a
I’équilibre en expulsant une partie ou totalit¢ de I’eau qu’elle contient pour augmenter la
concentration en soluté encapsulé (figure 1.20). La contraction qui en résulte implique
nécessairement un exces de surface par rapport au volume encapsulé, ce qui conduit a de

nombreux changements de forme (voir partie 1.3.5).

Dans le cas contraire, la concentration en soluté dans la vésicule est plus élevée que
celle du milieu extérieur (Cint > Cext) €t on parle de choc hypotonique (ou hypo-osmotique). La
vésicule gonfle au fur et a mesure qu’elle absorbe de 1’eau pour diminuer la concentration

intravésiculaire en soluté (figure 1.20). Au cours du gonflement la tension dans la membrane
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de la vésicule augmente, ce qui modifie 1’équilibre des forces en jeu, et il est possible que le
gonflement de la vésicule s’arréte avant que 1’équilibre des pressions osmotiques soit atteint a
cause de ces forces élastiques. Cela se produit quand la pression osmotique Am = RTAc est
compensée par la pression de Laplace Ap(t) = 2K,a(t)/R(t). Dans le cas ou les forces
élastiques ne compensent pas la pression osmotique, la tension de surface augmente jusqu’a la
tension de lyse. La vésicule va alors soit exploser, soit former des pores transitoires de maniére

a expulser rapidement une partie de son contenu afin de relaxer la tension membranaire.

La présence des forces élastiques lors des chocs hypotoniques peut perturber la mesure du
coefficient de perméabilit¢é a I’eau. De manicre générale, on travaille avec les petits

changements de taille (a < ~10%) pour pouvoir les négliger.

1.3.4.3 Mesure du coefficient de perméabilité a I’eau — sans forces élastiques
L’ensemble des équations décrites dans cette partie ne prend pas en compte les forces
élastiques. Le flux osmotique de I’cau a travers une membrane en réponse a un choc osmotique

est décrit par la relation :
J(@) = —Pr Ac(t) (1.13)
avec Pt le coefficient de perméabilité de la membrane a I’eau (dimension d’une vitesse) et Ac(t)

la différence de concentration en soluté a un instant t. En considérant que la surface

osmotiquement active, a travers laquelle le flux d’eau passe, a une aire A il est possible d’écrire :

d
O 1.14
7t A Py Ac(t) ( )

En utilisant le volume molaire de 1’eau v ~ 0,018 L.mol™, on peut donc décrire 1’évolution du
volume d’une vésicule soumise a un choc osmotique en fonction du temps :

dv(t)
T —A vy, Pr Ac(t) (1.15)

La membrane étant tres peu perméable au soluté responsable du déséquilibre osmotique,
la différence de concentration en fonction du temps est :

Vvésicule
0

|/ vésicule (t) (1'16)

AC(t) = cext _ Cint(t) = cext _ C(i)nt

avec Vo' |e volume initial de la vésicule et V*S“!(t) son volume & un instant t.
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1.3.4.3.1 Cas d’une vésicule sphérique

Si la vésicule observée est sphérique, la valeur de son volume est directement reliée a la
valeur de son rayon. La variation du volume en fonction du temps peut alors étre exprimée
comme suivant :

dv (t)
dt

. R}
=—Aw, P <ce’“ —ct T&) (1.17)

L’hypothese la plus simple est de considérer que la surface active A de la vésicule change peu
au cours du choc osmotique. On peut donc écrire dV(t) = A dR(t) et :

dR(t)

. R
= W P <ce’“ —ch Fto)3> (1.18)

De plus, pour des changements de volume faibles (déformation de la surface o < ~10 %), on

peut écrire I’approximation suivante :

RS R(t) — R, R(t) - Ry\’
R(t)3_1—3 o +6< o ) (1.19)

Il 'y a alors différentes approches possibles pour déterminer le coefficient de perméabilité
Ps dans le domaine des faibles déformations :

- Approximation a [’ordre 0 : ¢’est ’approximation la plus souvent utilisée, dans laquelle
on considére que R3/R(t)3 = 1. L’évolution du rayon en fonction du temps est alors
linéaire et s’exprime de la maniére suivante :

dR(t)
dt

=—v, Pf(cext _ C(i)nt) (120)

La valeur du coefficient de perméabilité, qui est proportionnelle a la pente de 1’évolution du

rayon au cours du temps, est extraite de 1’équation 1.20 (figure 1.21).

30
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28 Ro = 28.2 pm
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% 2¢3 ums
2}t T
1 \\
18 1 1 1 1 L J
0 200 400 600 800 1000 1200
t/s

Figure 1.21. Evolution temporelle du rayon d’une vésicule géante soumise a un choc
hypertonique.®
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- Approximation & [’ordre 1 : on I’utilise quand le second terme de 1’approximation n’est
pas négligeable. On utilise cette fois R3/R(t)3 = 1 — 3(R(t) — Ry)/R,. Cela conduit
a une expression du rayon qui varie de maniére exponentielle avec le temps :
R(t) = Ry[A — (A— Dexp(—kt)] (1.21)
avec le paramétre A = (4c{™ — c®*)/3ci" sans dimensions et le paramétre k =
(3 Uy Pf cént) /Ry ens?, apartir duquel le coefficient de perméabilité a 1’eau Ps est extrait.

On observe cependant une forte contraction du rayon de la vésicule lors d’un choc
hypertonique (figure 1.21). Cela entraine I’apparition d’un exces de surface qui peut produire
des bourgeonnements a I’intérieur de la vésicule observée. 8 19 Une équation introduite par
Boroske et Helfrich permet de tenir compte de « vésicules filles » de rayon r qui se détachent
de la vésicule mére8* :

dR(t)(1 2 r )

_Z = — 1.22
it 0 vy PrAc ( )

1.3.4.3.2 Cas d’une vésicule non-sphérigue

Certaines méthodes pour mesurer le coefficient de perméabilité a 1’eau des vésicules,
comme les manipulations a I’aide de micropipettes, ne permettent pas de conserver une forme
sphérique. Olbrich et al.*® ont observé que 1’évolution temporelle du volume d’une vésicule
soumise a un choc hypertonique puis replacée dans son milieu d’origine suit une loi

exponentielle (figure 1.22).
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Figure 1.22. Evolution temporelle du volume d’une vésicule soumise a un choc hypertonique
(premiére phase de la courbe, Ac = 200 mOsm — 220 mOsm= -20 mOsm) puis replacée dans son

milieu d’origine. On observe une récupération totale du volume d’origine. %

En repartant de I’équation 1.15 obtenue juste avant de faire I’hypothése de sphéricité de

la vésicule, on obtient :
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dv(t)
dt

. Vue’sicule
= —Aw, P (cext — cint 2 > (1.23)

0 ywvésicule (t)
Si on considére que la membrane est imperméable au soluté et qu’il n’y a pas de perte au cours
de I’expérience, alors la concentration intravésiculaire est définie a tout moment par c(t) =
m/V (t), m étant la masse de soluté encapsulée. A 1’équilibre des pressions osmotiques on a

donc c®*t = ¢, et cirtypesicule — ¢ V... Enintroduisant V(t)* = V(t)/V, il estalors possible
o 0

d’écrire :
v Ay Prca (V(t)* - 1)
ac Vo V(t)* (1.24)
Cela conduit a I’équation exponentielle suivante :
V(@) — Dexp(V(t)*) = (V" — Dexp(kt + V") (1.25)

avec k la constante de décroissance (s). On obtient alors le coefficient de perméabilité en

utilisant la relation :

7
I~ Acovry

(1.26)
avec vy le volume molaire de 1’eau.

1.3.4.4 Mesure du coefficient de perméabilité a I’eau — avec les forces élastiques

Les équations décrites précédemment sont faussées pour les mesures du coefficient de
perméabilité a I’eau en conditions hypotoniques a cause des forces €lastiques qui apparaissent
dans la membrane de la vésicule au cours du gonflement. C’est la raison pour laquelle ce type
de mesure est généralement réalisé pour de petites déformations de la membrane (a0 < 10%),

afin de négliger la tension de surface.

Toutefois, il est possible de décrire 1’évolution temporelle du volume d’une vésicule sphérique

en tenant compte des forces élastiques :1%

dv
— =—L,A (RTAc(t) +

2K, a(t)
7t > (2.27)

R(t)

avec Ln la conductivité hydraulique (L, = P}’;%), Ac(t) le gradient de concentration responsable

du choc, R la constante de gaz parfaits, T la température, a(t) la déformation de membrane, R(t)
le rayon de la vésicule, Ps le coefficient de perméabilité a I’ecau et K, le module élastique. Au
cours d’une expérience de choc hypotonique, il est donc en théorie possible de déterminer a la
fois le coefficient de perméabilité¢ a 1’eau de la membrane (faible déformations) et le module

élastique K, de la membrane.
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1.3.5 Evolution de la morphologie vésiculaire

1.3.5.1 Interaction avec des systemes biologiques

Le développement de nouvelles méthodes de préparation de micro et nano-particules
anisotropes, de maniere contrélée et reproductible, a permis d’étudier 1’influence de la forme
sur les procédés d’internalisation cellulaire.X°” 1% Cela a mis en évidence qu’en plus de certains
paramétres physico-chimiques, tels que la taille et la fonctionnalisation de surface,® 110 |3
forme des particules est un parametre important qui modifie leur biodistribution et leurs

interactions avec les cellules, et par conséquent leurs propriétés thérapeutiques et d’imagerie.

Le premier niveau auquel la morphologie des particules intervient est leur transport dans
le systeme sanguin. Une forme non-sphérique favorise I’accumulation des particules le long des
parois des vaisseaux sanguins sous flux laminaire, ce qui est avantageux dans le cas d’une
stratégie de ciblage vasculaire. Les particules peuvent ainsi sonder la diversité biologique et
biophysique des parois sanguines, accéder plus facilement aux petits vaisseaux sanguins et donc

couvrir de plus nombreuses surfaces.*'!

Une fois les particules arrivées a proximité des cellules cibles, il est nécessaire qu’elles
s’y fixent pour étre internalisées ou non par la suite. Sharma et al. ont montré que 1’adhésion
de particules de polystyréne a la surface de macrophages dépend de leur forme.**? Ils observent
le classement suivant (figure 1.25.B) : ellipsoides prolates > ellipsoides oblates > spheres. Ces
résultats ont été confirmés par des simulations dans lesquelles 1’influence de la forme et de la
taille des particules sur I’interaction adhésive particules / cellules (sous un flux laminaire
linéaire qui représente le flux sanguin) a été étudiée.'*® 1l en ressort que pour chaque rapport
d’aspect y des particules il existe un volume optimal Vopt qui maximise les forces d’adhésion,
et qu’a un volume fixé V les particules oblates (rapport d’aspect y > 1) sont plus efficaces pour
adhérer a un support sous flux laminaire que les particules sphériques (figure 1.23). Ce dernier
résultat est trés intéressant car il signifie que pour une méme probabilité d’adhésion les
particules oblates peuvent avoir un volume plus élevé et donc une plus grande capacité de

transport.
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Figure 1.23. Probabilité d’adhésion P en fonction du volume V d’une particule oblate pour
différentes valeurs du rapport d’aspect y (y = demi-grand axe / demi-petit axe).*3

La troisieme et derniére étape sur laquelle la forme de la particule a une influence est
I’endocytose, c’est-a-dire le mécanisme par lequel la cellule cible importe les particules
extracellulaires. Deux procédés, qui dépendent de la taille des particules, ont principalement été
étudiés. Pour les particules micrométriques (dimensions caractéristiques des vésicules géantes),
le procédé d’internalisation est la phagocytose. Champion et Mitragotri ont étudié in vitro
I’influence de la morphologie en incubant des macrophages (cellules phagocytiques
professionnelles) avec des microparticules de polystyréne de différentes formes.'* Pour une
particule unique, il apparait que c’est sa forme locale au point de contact avec un macrophage
qui détermine si la cellule va phagocyter ou simplement s’étaler sur la particule. C’est important
car la forme locale varie au sein d’une méme morphologie (sauf dans le cas d’une sphére). Pour

généraliser et quantifier le role de la forme sur la phagocytose, ils ont introduit un angle Q
(figure 1.24.A).
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Figure 1.24. A) Représentation schématique de I’avancée de la membrane lors de la phagocytose
et définition de I’angle Q. T représente la tangente moyenne & la surface de la particule pour des
angles allant de 6 = 0° 2 6 = 90°, et Q est ’angle entre T et la normale a la membrane au site de
contact. B) Vitesse d’internalisation (distance parcourue par la membrane divisée par le temps
de I’internalisation) en fonction de 1’angle Q pour différentes morphologies. Les points pleins
représentent des particules non opsonisées et les carrés blancs des particules opsonisées. 4

Les résultats montrent que la vitesse de phagocytose diminue quand Q augmente (figure
1.24.B). De plus, une chute de la vitesse d’internalisation est observée pour Q ~ 45°, ce qui
signifie qu’au-dela de cet angle de contact initial il n’y a plus de phagocytose. Le macrophage
s’étale simplement sur la particule mais il n’y a plus d’internalisation, c’est une phagocytose
« frustrée ». A une échelle globale, et non locale, Sharma et al. ont observé une meilleure
phagocytose pour les particules oblates que les particules sphériques. Ces deux types de
particules sont mieux phagocytées que les particules prolates (figure 1.25).112 1l est intéressant
de constater que bien que les particules prolates soient celles qui aient la meilleure adhésion,
leur faible taux d’internalisation en fait celles qui ont le taux de phagocytose le plus bas (figure

1.25.B). C’est une bonne illustration du fait que I’adhésion n’est qu’une étape de la

phagocytose.
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Figure 1.25. A) Evolution du pourcentage de cellules ayant phagocyté au moins une particule en
fonction du temps. Chaque symbole correspond a une forme : spheres (o), ellipsoides prolates (
M) et ellipsoides oblates (A). Le nombre dans le coin a gauche correspond a la taille de la
particule sphérique a partir de laquelle les particules ont été faites. B) Comparaison de
I’efficacité de 1’étape d’adhésion, I’étape d’internalisation et de la phagocytose globale pour les
particules préparées a partir des sphéres de 1 um de diamétre.!*?

Pour les particules nanométriques, le procédé d’endocytose souvent rencontré est la
RME (Receptor Mediated Endocytosis) dans laquelle des molécules (ligands) réparties sur la
surface de la particule se lient aux récepteurs correspondants exprimes a la surface de la cellule
cible, qui va éventuellement se courber pour invaginer le corps étranger. Différentes études
prouvent qu’il est possible d’extrapoler les résultats obtenus a 1I’échelle micrométrique, i.e. pour
la phagocytose, a I’échelle nanométrique. A 1’aide de simulations, Decuzzi et al. ont étudié
I’influence de la taille et de I’orientation d’une particule anisotrope par rapport a la membrane
de la cellule sur son internalisation.!*® Leurs résultats sont décrits en fonction du rapport
d’aspect de la particule, qui est défini comme étant le rapport de 1’axe parall¢le a la surface sur
I’axe orthogonal a la surface. Pour les rapports d’aspect inférieurs a 1, c’est-a-dire les particules
perpendiculaires a la surface de la cellule (équivalent aux angles Q < 45°), on observe une
internalisation au-dessus d’un rapport d’aspect critique I'’¢r. En dessous de cette limite les
particules ne sont pas du tout enveloppées par la membrane. Pour les rapports d’aspect
supérieurs a 1, les particules allongées sont paralléles a la membrane (équivalent a un angle Q

> 45°) et ne sont internalisées que jusqu’a un deuxiéme rapport d’aspect critique I"’¢. Au-

dessus de cette limite, les particules sont seulement partiellement enfoncées dans la membrane,
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ce qu’ils appellent une « endocytose frustrée ». L’équipe de Chan a obtenu des résultats
expérimentaux qui confirment cet effet.® Ils ont observé que des nanoparticules cylindriques
d’or avec un rapport longueur sur rayon elevé sont moins bien internalisées par les cellules
Hela que des nanoparticules sphériques avec une taille caractéristique similaire. Ils n’ont

cependant pas fait I’étude sur des nanoparticules de forme oblate.

Une autre possibilité qui implique le design de la forme d’une particule est de tirer profit
du fait que les vaisseaux sanguins proches de certaines tumeurs sont plus poreux que les
vaisseaux sains a cause d’un défaut de jonction entre les cellules épithéliales. Chauhan et al.
ont compareé in vitro la diffusion de nanoparticules cylindriques et sphériques de méme rayon
hydrodynamique a travers des membranes de porosité contrdlée.'’ Pour des pores de 5000 nm
ils obtiennent la méme vitesse de diffusion pour les deux formes, mais pour des pores de 100-
400 nm la diffusion des particules cylindriques est une dizaine de fois plus rapide. Les tests in
vivo faits sur des tumeurs montrent que les nano-cylindres pénetrent 4 fois plus rapidement et
qu’il y en a 1,7 fois plus en volume. C’est a priori la dimension plus courte des nanoparticules

cylindriques qui facilite leur transport a travers les pores.

Le contrdle de la forme des nanoparticules est donc une nouvelle voie prometteuse pour
améliorer les performances des systemes utilisés en tant que vecteurs thérapeutiques. Les
bénéfices potentiels concernent autant le transport que 1’adhésion et I’internalisation des
nanoparticules. A plus large échelle, cela peut également permettre d’augmenter la capacité de
transport des particules tout en maintenant une efficacité équivalente ou de prolonger le temps
de circulation des particules en limitant leur réponse au systeme immunitaire (utilisation de
particules tres anisotropes pour éviter la phagocytose). Aussi, une faible amélioration des
performances des systémes de vectorisation aurait d’importantes répercussions sur I’efficacité

des traitements d’aujourd’hui.

1.3.5.2 Evolution des morphologies lors d’un choc osmotique

Une condition nécessaire pour qu’une vésicule sphérique change de forme est que I’on
modifie son rapport aire / volume. L’utilisation de gradients de pression osmotique, qui forcent
les vésicules a adapter leur volume interne pour retourner a I’équilibre, est un moyen simple a
mettre en ceuvre pour changer ce rapport. Il en résulte de nombreux changements de forme, qui

dépendent a la fois du type de choc appliqué et du systeme étudié.
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1.3.5.2.1 Choc hypotonique

Les liposomes et les polymersomes géants gonflent de facon similaire en conditions
hypotoniques afin de diminuer la surpression intravésiculaire. Si la tension de lyse est atteinte
avant que I’équilibre des pressions osmotiques soit rétabli les vésicules explosent®” ou
relarguent périodiquement une partie de leur contenu pour diminuer la tension de membrane en
paralléle du gonflement.3® % Dans tous les cas les vésicules géantes gonflées restent sphériques

tant qu’elles ne sont pas détruites.

Un comportement similaire a été observé pour des liposomes a 1’échelle nanométrique.
Méme si la méthode de préparation en conditions isotoniques peut leur conférer une forme
initiale anisotrope, le gonflement en conditions hypotoniques leur redonne une forme
sphérique.® 11° Passé un certain gonflement, ces nano-vésicules relachent une partie de leur

contenu pour diminuer la tension de surface tout en maintenant une forme sphérique. 2% 12

1.3.5.2.2 Choc hypertonique - Vésicules géantes

Le comportement des vésicules en conditions hypertoniques est plus compliqué car la
diminution du volume interne implique un exces d’aire de la membrane. La majorité des formes
obtenues expérimentalement??? 12 en soumettant des liposomes unilamellaires géants & un choc
hypertonique ont été prédites théoriquement (voir partie 1.3.5.3). Dans ces conditions, les
vésicules évoluent dune forme sphérique a toute une variété de formes anisotropes comme des
ellipsoides oblates et prolates, des stomatocytes - i.e. des vésicules ayant une forme d’estomac

- et méme des formes non-axisymétriques ressemblant a des étoiles de mer (figure 1.26).

Figure 1.26. Morphologies obtenues expérimentalement et décrites par les modeles théoriques :
A) vésicule prolate, B) stomatocyte et C) forme en étoile de mer.122: 123

Un mode de contraction qui n’est pas décrit par les mode¢les théoriques a été observé
pour des liposomes géants d’EPC,'% de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)®
et de DOPG (dioleoylphosphatidylglycerol).® 11 y a deux étapes lors de la diminution du rayon :
une premiére phase linéaire jusqu’a AR/Ro ~0,3, et une deuxieme phase non-linéaire pendant
laquelle des « vésicules filles » apparaissent a ’intérieur de la « vésicule mére » (la vésicule

soumise au choc hypertonique) jusqu’a ce que sa surface interne soit entiérement recouverte.
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La vésicule résultante présente une forme semblable a une framboise (figure 1.27.A et 1.27.B).
Deux raisons ont été avancées pour expliquer la déviation de la transition de forme par rapport
aux prédictions. Premierement, la méthode utilisée pour appliquer le choc osmotique est plus
douce.'% La deuxiéme raison est liée a la nature du systéme car une vitesse de transfert du lipide
entre les deux feuillets de la bicouche lente peut résulter en une forte tendance au
bourgeonnement alors qu’une redistribution rapide du lipide entre les deux monocouches

favorise les transitions de forme classiques.®

Figure 1.27. A) Vésicule géante unilamellaire en conditions isotoniques, puis aprés 15 min de
choc hypertonique contrélé avec un gradient de concentration en glucose Ac = 250 mM.1% B)

Schéma de la forme « framboise » et détails sur le bourgeonnement de la membrane orienté vers
86

I’intérieur de la vésicule meére.

De nombreuses zones d’ombre subsistent quant au phénoméne de formation de ces
« vésicules framboises ». Il n’est pas possible que les vésicules conservent une forme sphérique
lors de la premiere phase (contraction linéaire) car une contraction du rayon de 10 a 30 %
équivaut a diminution de 20 a 60 % en surface, et une déformation aussi grande ne peut pas étre
absorbée par la compression latérale d’une bicouche lipidique. Cela signifie qu’il y a déja des
invaginations mais qu’elles sont trop petites pour étre résolues au microscope optique. C’est en
accord avec les suppositions sur la perte de surface active faites par Boroske et Helfrich lors de
leurs mesures du coefficient de perméabilité a I’eau (voir partie 1.3.4.3.1).%% Une des
propositions pour expliquer 1’apparition de ces bourgeonnements intravésiculaires est liée a
I’excés de surface de la membrane. Le flux d’eau a travers la membrane induit un flux de lipide
parallele, ce qui déséquilibre la quantité de lipides entre les deux feuillets et induit une forte

courbure spontanée locale.

Des expériences de regonflement faites sur ces « vésicules framboises » semblent montrer
qu’une partie au moins des vésicules filles est toujours attachée a la membrane de la vésicule
meére (figure 1.27.B). Les observations suggerent que plus la rigidité de courbure k¢ de la
membrane est élevée plus la taille des invaginations est grande. En revanche les observations

different sur ’homogénéité de leur taille.
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Des changements de forme similaires sont attendus pour les polymersomes géants
unilamellaires soumis a des chocs hypertoniques si la membrane polymere posséde assez de
mobilité dans les conditions expérimentales.?* 12° Toutefois, méme avec une membrane formée
par des blocs hydrophobes de faible température de transition vitreuse (Tg), de nombreux
comportements ont été observés en fonction de la nature du polymeére et de son architecture. La
formation de « veésicules framboises » a été observée pour des polymersomes géants
unilamellaires de PDMS-g-PEO1, et de PButss-b-PEO30.%® Cependant des formes non
axisymétriques ont également été observées pour le PButss-b-PEQOzo, ainsi que 1’apparition de

facettes le long de la membrane ou encore I’explosion des vésicules (figure 1.28).

Figure 1.28. A) Veésicule framboise de PDMS-g-PEO obtenue apres un choc hypertonique. B)
Vésicule de PButss-b-PEQO30 qui montre des facettes pendant un choc hypertonique. C) Vésicule
framboise de PButss-b-PEQ30 obtenue aprés un choc hypertonique (ce n’est pas la méme vésicule
qu’en B). Les barres d’échelle représentent 20 pm.3®

Contrairement aux resultats obtenus pour les membranes lipidiques, qui semblent indiquer une
augmentation de la taille des vésicules internes avec la rigidité de courbure de la membrane, les
vésicules filles qui apparaissent ont une taille similaire pour les deux copolymeres bien que
leurs membranes soient supposees avoir des propriétés différentes (en se basant sur la différence
de fluidité et d’épaisseur).

Lorenceau et al. ont rapporté une structure effondrée sur elle-méme pour des vésicules
géantes de PBA-b-PAA dans des conditions hypertoniques (figure 1.29).5 Un comportement
similaire a été rapporté pour des veésicules de PEO-b-PLA (poly(oxyde d’éthyléne)-b-
poly(acide lactique), 10 000 g.mol™), la rupture de la membrane du polymersome ayant été
attribuée au caractére semi-cristallin du PLA.%®
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Figure 1.29. Photographies montrant 1’évolution d’une vésicule de PBA-b-PAA de 70 pum de
diameétre soumise a un choc hypertonique. L’intervalle entre deux images successives est de 1
minute, excepté pour les deux derniéres images qui sont séparées de 5 minutes. 53

Il apparait que la nature et la nano-structuration de la membrane a une forte influence

sur la transformation des vésicules géantes en conditions hypertoniques.

1.3.5.2.3 Choc hypertonique - Vésicules nanométriques

La taille des vésicules, et donc le rayon de courbure de la membrane, est un autre
parametre qui impacte les changements de forme induits par un choc hypertonique. Les études
menées sur des vésicules nanométriques de DOPC et d’EPC, qui forment des « vésicules
framboises » non décrites par les modéeles théoriques a 1’échelle microscopique, ont montré une
évolution d’une forme sphérique vers des formes d’ellipsoides oblates ou prolates (figure
1.30).1%6 127 A cette échelle, les changements de formes observés pour ces systémes sont en
accord avec les modéles théoriques (voir partie 1.3.5.3).
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Figure 1.30. A) Evolution de la taille des vésicules d’EPC en fonction de la diminution du
volume interne. Les trois lignes sont les modéles correspondant a des vésicules qui seraient
restées sphériques, qui auraient formé des ellipsoides oblates ou des ellipsoides prolates.'?% B)
Evolution de la taille des vésicules de DOPC mesurée par DLS en conditions hypertoniques (deux
solutés : cercles = NaCl et carrés = sucrose). Les points pleins correspondent aux mesures faites
directement aprés le mélange et les points blancs a celles faites aprés 12 heures. Les courbes
pleines correspondent aux changements théoriques du rayon hydrodynamique en fonction du
volume réduit v pour différentes formes axisymétriques.*?’
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Ces résultats ont été obtenus par DLS en comparant les rayons hydrodynamiques mesurés pour
différents volumes réduits v aux rayons hydrodynamiques théoriques que 1’on obtiendrait pour
les différentes formes de méme surface et méme volume interne. Le volume réduit v correspond,
pour un objet dont la membrane a une surface A, au ratio entre le volume encapsulé par la
membrane (V) et le volume d’une sphére de méme surface : v=3(4m)2V/A¥2. Pour ces mesures,
la surface moyenne A a été calculée a partir du rayon hydrodynamique mesuré en conditions
isotoniques (vésicules sphériques). Le volume réduit v est ajusté avec le gradient de
concentration Ac utilisé pour appliquer le choc hypertonique (en vidant plus ou moins le milieu

intravésiculaire pour atteindre I’équilibre des pressions osmotiques).

Les études sur des SUV de DODAB (dioctadecyldimethylammonium bromide) et de
DODAC (dioctadecyldimethylammonium chloride) ont aussi montré que la nature du soluté
utilisé pour faire le choc hypertonique peut avoir une influence sur la morphologie finale.128: 129
D’un co6té, quand ces vésicules ont été soumises a une pression osmotique induite par une
solution de CaCly, les vésicules unilamellaires se sont dégonflées en forme de stomatocytes.
Les interactions électrostatiques des tétes polaires (charges cationiques) qui couvrent I’extérieur
de la bicouche ont été fortement écrantées par le sel divalent, et les bords de chaque stomatocyte
se sont progressivement approchés jusqu’a ce qu’ils fusionnent pour former des vésicules
bilamellaires (transformation non réversible, figure 1.31). D’un autre c6té, quand une solution
de sucrose a éte utilisée pour faire le choc hypertonique, seules des formes de lentilles ont été
obtenues car les prérequis permettant 1’approche et la fusion des bords n’étaient pas remplis

(écrantage des charges).

A)

100 nm

Figure 1.31. Image de cryo-TEM de vésicules de DODAC aprés un choc hypertonique avec A)
une solution de CaCl;, et B) une solution de sucrose. L’insertion en A correspond & une preuve
de I’approche des bords du stomatocyte.??®

Des structures similaires ont été observées par B. Pitard et al., qui ont étudié I’encapsulation

d’ADN dans les liposomes (lipoplexes). Lors d’une expérience de controle, des liposomes
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unilamellaires ont été soumis a une concentration hypertonique de NaCl (Cext-Cini=150 mM),

ce qui a conduit a la formation de vésicules bilamellaires.

Il'y a peu de documents disponibles dans la littérature pour décrire le comportement de
nano-polymersomes en conditions de choc hypertonique. Kim et al. ont étudié la transformation
de forme de nano-vésicules de PS-b-PEO.! Ces polymersomes sont préparés par
nanoprécipitation, en ajoutant 50% d’eau a une solution de polymére dans un mélange
Dioxane/THF. Un ajout d’eau trés rapide dans le milieu extérieur permet de figer la structure
sous sa forme sphérique, mais un ajout d’eau lent (par dialyse) entraine un changement de
forme. En effet, la couche hydrophobe de la membrane est composee de PS. Elle est perméable
au solvant organique tant qu’il y en a assez pour la plastifier, mais est imperméable a 1’eau. En
dialysant la solution de vésicules, un choc hypertonique est appliqué car la concentration en eau
est plus élevée dans la phase extérieure (I’eau est le composé auquel la membrane est
imperméable). Le milieu intravésiculaire se vide donc de son solvant organique jusqu’a ce qu’il
n’y en ait plus assez pour gonfler le bloc de PS et qu’il se rigidifie, figeant ainsi la forme de
stomatocyte. Ce changement de forme est en accord avec ce qui a été observé pour les
membranes fluides de DODAB et de DODAC.

0h 1h 6h
Figure 1.32. Evolution de forme de stomatocytes de PEO-b-PS dans le temps illustrée par des
images de TEM (images de gauche a 1h et 6h), de cryo-TEM (0h, image de droite a 1h et image
de gauche a 18h) et de cryo-SEM (images de droite a 6h et 18h). Le mélange de solvant organique

utilisé pour rendre sa flexibilité au bloc PS est 75 : 25 de THF : Dioxane. Les barres d’échelle
représentent 200 nm.13!

18 h

En remettant un excés de solvant organique il est possible de rendre son caractere flexible a la
membrane de PS, et méme de la rendre perméable a I’eau quand il y a une majorité de THF. 23
Ce qui est surprenant est qu’en vidant entierement le volume intravésiculaire de ces
stomatocytes, ce ne sont pas des vésicules bilamellaires mais des structures effondrées sur elles-
mémes (appelées « kippa »)!32 qui ont été obtenues (figure 1.32). Cette évolution de forme est
133, 134

plutot associée au comportement d’une coquille élastique

fluide.

qu’a celui d’une membrane

Il existe donc de nombreux changements de formes des systemes vésiculaires en réponse

a des conditions hypertoniques.
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1.3.5.3 Modeles théoriques

1.3.5.3.1 Diagramme de phase d’un modéle minimaliste

Dans ce modéle, qui est le plus simple, on considére que I’énergie d’une vésicule est :

k
EVésicule = ECourbure = ?Cf dA(ZH)2 (128)

Pour arriver a cette expression simplifiée, de nombreuses hypothéses sont nécessaires :

La membrane est symétrique et son épaisseur est considérée comme négligeable devant
le rayon de la vésicule : cela permet de considérer 1’énergie de courbure introduite par
Helfrich (équation 1.5).

Il n’y a pas de changement de topologie : I’énergie de courbure Gaussienne est donc
nulle.

La membrane est dans un état fluide, est insoluble et incompressible : I’aire totale de la
membrane A est fixée.

Le volume est contrblé par la pression osmotique : la pression osmotique est tres grande
devant I’énergie de courbure (voir partie 1.3.3.2.2), le volume interne de la vésicule

s’ajuste donc de maniére a ce que 1’équilibre des pressions soit vérifié.

Les formes d’équilibre des structures vésiculaires sont obtenues en minimisant 1’énergie de

courbure de la vésicule. Ces formes dépendent d’un seul paramétre, le volume réduit v, qui

dépend de la surface A de la membrane et du volume V qu’elle encapsule :

v ="V/[(4r/3)(A/4m)3/?] (1.29)

En particulier, elles ne dépendent ni de la taille de la vésicule ni de la rigidité de courbure k¢ de

la membrane. Les minimas locaux obtenus, correspondant aux formes stationnaires

axisymétriques, sont de trois sortes : les vésicules prolates ou en forme d’haltéres, les vésicules

oblates ou discocytes et les stomatocytes (figure 1.33).

D sto D

OOV|eoc= B@Q

0.05 03 0591 0.592 0.651 0.652 0.8 0.95

Figure 1.33. Formes d’énergie de courbure minimale pour différents volumes réduits v. Les
formes de plus basse énergie sont des vésicules prolates pour v > 0,65, des vésicules oblates pour
0,65 > v > 0,59 et des stomatocytes pour v > 0,59.%3%
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Ce modele simple permet de décrire en grande partie les formes des vésicules, les
morphologies prédites ayant été observées expérimentalement.’?? Il n’est en revanche pas
complet car certaines formes observées experimentalement, comme les poires ou les étoiles de

mer, n’ont pas été décrites.

1.3.5.3.2 Le modele ADE (Area Difference Elasticity)

La principale lacune du mode¢le simplifi¢ est qu’il ne tient pas compte de la structure en
bicouche de la membrane (qui était considérée comme symétrique). Le modele de « courbure
spontanée », qui englobe la simplification décrite dans la partie 1.3.5.3.1, permet de prendre en
compte une asymeétrie locale entre les deux feuillets de méme aire, ce qui entraine une courbure
spontanée locale co.3% 1*° Par ailleurs, le modéle de « couplage de la bicouche » considére une
asymétrie globale entre les deux feuillets de la bicouche via une différence d’aire constante.3>
137 Finalement, le modéle ADE réuni les deux principes, a savoir que I’aire de chaque

monocouche peut varier globalement et localement. 82 138 139

Expérimentalement, les deux feuillets de la bicouche d’une vésicule ne possedent pas la
méme quantité d’amphiphiles, et cette différence varie d’une vésicule a ’autre. A I’état relaxé,
la différence d’aire est définie par le nombre d’amphiphiles que chague monocouche
contient (figure 1.34):

AAg = Agxty — Aine, = (N* = N7)a, (1.30)

avec N* le nombre de molécules qui composent la monocouche extérieure, N- le nombre de
molécules qui composent la monocouche interne de la bicouche et ao I’aire par molécule a

I’équilibre.

N+ molécules

N- molécules

Figure 1.34. Schéma d’une bicouche membranaire d’épaisseur de membrane D = 2d.

11 est possible que cette différence d’aire change par transfert de lipides d’un feuillet a ’autre

(flip-flop). On décrit donc la différence d’aire réelle entre les deux feuillets par :
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AA = Ay — Ajpr = 2D jg dAH (1.31)

Les deux énergies prises en compte par le modele ADE sont donc 1’énergie de courbure de la
membrane (équation 1.5) et un terme d’énergic de courbure non locale qui correspond a
I’énergie qu’il faut fournir pour avoir une différence d’aire AA différente de AAo :

ark,

Eppe = ==~ (AA — AAy)? 17
ADE 2D2A( 0) (1.7)
Le paramétre a n’a pas de dimension et dépend du matériau. Il est défini comme suivant :

2k™d?
a=

(1.32)

k.
avec k™ le module de compression d’une monocouche, relié a la rigidit¢ de courbure d’une
monocouche k™ par la formule suivante :

k™d?

- (1.33)

ket

Quand les deux couches sont homogenes on a ke =2 k™ et alors o = 3.
7w

La minimisation de I’énergie de la membrane se fait en fonction de deux paramétres : le
volume réduit v et la différence d’aire réduite mo qui tient compte de la différence d’aire entre
les feuillets a 1’état relaxé. La forme d’une vésicule change donc quand on modifie son volume
interne ou le nombre d’amphiphiles contenus dans chaque feuillet. Chaque diagramme de phase
est calculé pour une valeur définie du parametre a. Le diagramme de phase obtenu pour « = 1,4

est présente en figure 1.35.
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Figure 1.35. Diagramme de phase du modéle ADE obtenu pour a = 1,4. Ce diagramme donne les
formes de plus faible énergie en fonction de la différence d’aire a 1’équilibre réduite mg =
AAo/2DR et du volume réduit v.82
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1.4 Modification des propriétés de membrane

Les polymersomes ont intrinsequement une membrane dont les propriétés mécaniques
sont plus modulables et souvent supérieures a celles des liposomes. Bien que cela soit un
avantage au regard de leur stabilité, ils présentent en contrepartie une faible perméabilité aux
petites molécules. Face aux nombreuses applications nécessitant une perméabilité spécifique
ou un relargage complet des composés encapsulés (applications de vectorisation in vivo), de
nouvelles stratégies ont été développées pour pouvoir contrdler les propriétés de la membrane.
Dans la majorité des cas, les polymersomes sont formés avec des copolymeéres dont au moins
un des blocs est sensible a un stimulus externe (pH, température, lumiére, conditions redox) et
leur membrane est déstabilisée afin de libérer les espéces encapsulées.> % % Pour d’autres
applications, telles que les nanoréacteurs, conserver la morphologie vésiculaire est préférable.
Dans la partie suivante, des méthodes permettant de modifier les propriétés membranaires des

polymersomes tout en maintenant I’intégrité des morphologies vésiculaires sont présentées.

1.4.1 Modification chimique de la membrane

Certains copolymeéres utilisés pour préparer des structures vésiculaires ont naturellement
des groupements réactifs qui permettent la réticulation des membranes. Différentes équipes ont
montré qu’il est possible de réticuler les doubles liaisons éthyléniques des blocs hydrophobes
de polybutadiéne pour augmenter la stabilité des polymersomes (PBut-b-PGA! et PBut-b-
PEO'). Les nano-capsules ainsi obtenues sont capables de résister a I’exposition a des solvants
organiques (bons solvants du copolymére amphiphile non réticulé) ou encore a des cycles de
déshydratation / réhydratation sans perdre le contenu encapsulé dans la vésicule (figure 1.36).
De plus, en mélangeant du PEE-b-PEO a la membrane de PBut-b-PEO avant de la faire
réticuler, il est possible de controler précisément le module élastique effectif Kaefr ainsi que la

déformation maximale a la rupture ac de la membrane post-réticulation.

y

Time

Figure 1.36. Preuve de la stabilité d’une vésicule réticulée de PBut-b-PEO suite a son transfert
dans du chloroforme puis son retour dans une solution aqueuse (adapté de 41).
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L’introduction de groupements latéraux réticulables sur des copolymeres sensibles aux
conditions extérieures permet d’améliorer les propriétés mécaniques tout en conservant les
avantages d’un bloc stimulable. Gaitzsch et al. ont ainsi synthétisé des copolymeéres pH
sensibles de PEO-b-PDEAEM-stat-PDMIBM (poly(oxyde d’éthyléne)-b-poly(diéthyl amino
éthyle méthacrylate)-stat-poly(3,4-diméthyle maleic imidobutyl méthacrylate)) qui réticulent
sous lumiére UV.12 Au contraire des polymersomes avant irradiation UV, ceux dont la
membrane a été réticulée peuvent garder un soluté encapsulé quand ils sont soumis a un
cisaillement tant que le pH reste élevé (les chaines de PDEAEM hydrophobes sont sous forme
déprotonées a pH = 9). Ces polymersomes conservent également leur capacité a libérer les
especes encapsulées en conditions de pH acide. Dans un autre exemple, Du et Armes ont
prépare des copolymeéres de PEO-b-P(DEA-stat-TMSPMA) (poly(oxyde d’éthyléne)-b-poly[2-
(diéthylamino)éthyl meéthacrylate-stat-3-(trimethoxysilyl)propyl méthacrylate] qui s’auto-
assemblent sous forme de veésicules dans un melange eau / THF. Le TMSPMA, qui forme la
couche hydrophobe avec le PDEA, est ensuite réticulé in situ par réaction sol-gel. En se placant
a un pH < 7 le PDEA passe sous forme protonée, ce qui créé des sites de « fuites » dans la

couche hydrophobe de la membrane et augmente sa perméabilité. 143

Finalement, il est possible de directement ajouter des composes réactifs dans les
membranes des polymersomes, sans que ceux-ci soient liés aux copolymeres amphiphiles, et
de les faire réagir pour modifier les propriétés de la membrane. Du et Armes ont ainsi stabilisé
des membranes de PCL-b-PMPC (polycaprolactone-b-poly((2-methacryloyloxy)ethyl
phosphorylcholine)) en accumulant du TMOS (tetraméthyl orthosilicate), un précurseur de la
silice, dans le cceur hydrophobe de PCL de la membrane avant de former une coquille hybride
organique/inorganique par réaction sol-gel in situ.}#* Cette stratégie peut également étre utilisée
pour rendre des membranes semi-perméables. Spulber et al. ont montré qu’en ajoutant de la 2-
hydroxy-4’-2-(hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone dans les membranes de polymersomes
de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA et de PBut-b-PEO, puis en les exposant a une irradiation UV,
ceux-ci deviennent perméables a de petites molécules organiques.'*® Cet effet a été confirmé en
suivant la transformation de différents substrats ajoutés dans la solution de vésicules par de la

peroxydase de raifort, une enzyme préalablement encapsulée dans les vésicules (figure 1.37).
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Figure 1.37. Représentation schématique de le perméabilisation de la membrane des
polymersomes de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA et de PBut-b-PEO par de la 2-hydroxy-4’-2-
(hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone .45

1.4.2 Canaux membranaires

Un procédé élégant pour modifier les propriétés des polymersomes, particuliérement
leur perméabilité, tout en conservant la morphologie vésiculaire est I’utilisation de composés
qui vont permettre le passage de molécules a travers la membrane. Ce sont en géneéral des
protéines transmembranaires, qui sont présentes dans les membranes biologiques pour réguler
les échanges avec le milieu extérieur ou assurer la communication cellulaire, ou de petites

molécules lipophiles qui complexent les ions et leur font franchir les membranes.

1.4.2.1 Protéines transmembranaires

Les protéines transmembranaires s’inserent dans les membranes et autorisent la
diffusion de molécules via leurs pores. Certains canaux protéiques sont toujours ouverts (ces
protéines sont appelées des porines) et la diffusion de molécules n’est pas spécifique. D’autres
protéines ne s’ouvrent que sous l’application d’un stimulus extérieur (ions, température,
tension) ou ne permettent le passage que de certaines molécules. Diverses protéines ont été
reconstituées avec succes dans la membrane de polymersomes, les rendant ainsi semi-

perméables (tableau 1.2).

Copolymere Protéine Intérét
PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA OmpF Preuve de concept,'*6 transports de
(M, = 9000 g/mol) substrats enzymatiques,*’ de protons“® et
d’ampicilline!*®
Maltoporine Preuve de concept#®
Tsx Transport de nucléosides et nucléotides'#’
LamB Récepteur de bactériophages>®
FhuA et FhuA Transport de fluorophores, d’ADN ou de
modifiée substrats enzymatiques'®*
OmpF modifiée Canaux pH sensibles!®
PMOXA\5-b-PDMS110-b-PMOX A5 AquaporineZ Augmente la perméabilité a I’eau®
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PEtOz-b-PDMS-b-PEtOz Bacteriorhodopsin Pompe & protons sous illumination®®®

(M, = 7800 g/mol)

PMOXAm-b-PDMSy-b-PMOXAn, Complexe Transport d’électrons, oxydoréduction.
(couples [m=21, n=69], [13, 62], [15, NADH :Ubiquinone Influence de la taille des blocs sur ’activité
60] et [13, 23]) du complexe®*
PEO25-b-PDMS40-b-PMOXA110 Aquaporine 0 Orientation des protéines reconstituées
PMOX Aso-b-PDMS75-b-PMOX Az dans des membranes asymétriques®®®

PMOXAs5-b-PDMS40-b-PEOs;

PButio-b-PEO, Aquaporine 0 Augmente la perméabilité a I’eau’®®
PButi4-b-PEO,,

PMOXAz0-b-PDMS42-b-PMOXA20

PMOXA12-b-PDMSss-b-PMOXA; 2

Tableau 1.2. Systemes de polymersomes dans lesquels des protéines ont été reconstituées sans
dénaturer leur activité biologique.

Il est surprenant que ces protéines, optimisées par la nature pour s’insérer dans des
membranes lipidiques, conservent leur fonctionnalité en dépit du fait que les membranes
polymeres soient généralement plus épaisses (~10 nm). Certaines conditions sont en réalité
nécessaires, car il faut que la membrane adopte localement les dimensions de la protéine.®
Principalement deux phénomenes entrent en jeu : la ségrégation locale des chaines autour de la
protéine (due a la polydispersité) et un profil de compression qui apparait autour de la protéine
(figure 1.38). C’est la raison pour laquelle la quasi-totalité des inclusions de protéines naturelles
est faite sur des vésicules dont le coeur hydrophobe de la membrane est composé de PDMS : ce
bloc hydrophobe extrémement flexible permet a la membrane d’accepter les contraintes
géométriques et dynamiques requises pour ne pas dénaturer la protéine transmembranaire sans
que ce soit thermodynamiquement trop défavorable. Dans le seul exemple utilisant des
membranes de PBut-b-PEO, plus élastiques, il n’est pas surprenant de voir que les dimensions

des copolyméres sont similaires a celles de lipides classiques.

Figure 1.38. Conformation des chaines polyméres autour de 1’inclusion d’une protéine
transmembranaire dans une bicouche polymére. L’épaisseur de la bicouche plate est 2L m et celle
de I’inclusion est 2Lp.1%7
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De plus, de nombreux pores transmembranaires ont une orientation directe, ce qui signifie que
lors de leur reconstitution dans les membranes des polymersomes ils adoptent une orientation
aléatoire qui bloque ainsi statistiquement environ 50% des canaux. En utilisant un copolymeére
tribloc asymétrique ABC il est possible de former des membranes avec le bloc A ou le bloc C
a I’extérieur de la vésicule, formant ainsi une membrane asymétrique qui oriente les protéines

lors de leur incorporation dans la membrane.*®®

Une alternative a la reconstitution de protéines transmembranaires naturelles dans les
membranes, qui apparait comme étant trés contraignante, est I’incorporation dans la membrane
de canaux artificiels. Des dipeptides dendritiques et des esters dendritiques ont été introduits
avec succes dans des membranes de PBut-b-PEO.*®® Ils s’auto-assemblent sous formes de pores
hélicoidaux dans les membranes de ces polymersomes et permettent ainsi d’augmenter la
perméabilité des membranes aux protons. Cela a été montré en encapsulant un fluorophore
sensible au pH dans les polymersomes et en modifiant le pH du milieu extravésiculaire : les
polymersomes seuls sont imperméables aux protons, alors que cette perméabilité augmente
proportionnellement a la quantité de pores dendritiques formés dans leurs membranes. Cet effet
est plus prononcé avec les esters dendritiques car ils sont plus stables et plus solubles dans les
membranes que les dipeptides. Il est intéressant de noter que les résultats sont mauvais avec des
membranes de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA a cause de la mauvaise solubilité de ces

composés dans ces membranes. %

En plus de modifier la perméabilit¢é des membranes aux protons, l’incorporation de ces
composés dendritiques change les propriétés mécaniques de la membrane.® L’évolution du
module élastique K, dépend a la fois de la quantité et de la nature du composé ajouté. Pour
I’ester dendritique, un ramollissement de la membrane est observé pour des quantités allant
jusqu’a 11%mol et un léger redurcissement pour des quantités plus élevées. En revanche,
I’incorporation du dipeptide dendritique conduit a une baisse du module élastique Ka pour des
quantités tres faibles (1%) puis a une nette augmentation, méme pour des quantités faibles (5%).
Les auteurs suggerent que le dipeptide s’agrége une fois sa limite de solubilité dans la
membrane franchie, ce qui conduit a ce durcissement. Dans tous les cas la déformation
maximale a la rupture ac est tres peu changeée, ce qui confirme la stabilité de 1’incorporation de

ces composes dans les membranes de PBut-b-PEO.
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1.4.2.2 lonophores

Les ionophores sont des composés qui vont augmenter de maniere sélective la
perméabilité des membranes aux ions. Pour cette raison, ils peuvent étre utilisés comme
antibiotiques afin d’augmenter la perméabilité des membranes cellulaires aux cations alcalins
d’importance physiologique. Certains ionophores, telle que 1’ Alamethicine, sont des peptides
qui forment des canaux perméables aux ions quand ils sont agrégés dans les membranes.*>® Une
deuxiéme classe d’ionophores, communément appelée transporteurs d’ions, regroupe les
molécules lipophiles qui permettent le passage des ions a travers les membranes hydrophobes
en formant des complexes neutres. Plusieurs transporteurs d’ions présentent une trés grande
sélectivite, par exemple la valinomycine complexe majoritairement les cations monovalents

alors que 1’A23187 est beaucoup plus spécifique des cations divalents.'®

L’A23187 (figure 1.39), aussi appelée calcimycine, est un ionophore qui a un intérét
particulier dans le cadre de cette étude bibliographique car il a été utilisé dans divers systéemes
impliquant des structures vésiculaires.* 1! Le classement des affinités de cet ionophore avec
les cations divalents a été établi par Pfeiffer et al. 1% Mn?* >> Ca?* ~ Mg?* >> Sr?* > Ba®*. Le
seul cation monovalent qui a un peu d’interactions avec la calcimycine est Li* mais dans tous
les cas les liaisons formées sont beaucoup plus faibles qu’avec les ions divalents. En revanche,
il a été montré que le transport de certains cations trivalents, particuliérement Nd3et La**, peut

étre aussi efficace que celui des ions calcium Ca?*.16?

Figure 1.39. Structure chimique de la calcimycine.®?

Sous sa forme ionisée, cet ionophore ne peut pas passer a travers les membranes. C’est
la formation d’un complexe neutre entre deux molécules de calcimycine et un ion métallique
divalent qui permet de franchir la barriere hydrophobe. Chaque cation divalent est échangé
contre deux protons pour maintenir 1’électroneutralité a travers la membrane, il faut donc veiller
a ce que le milieu qui s’enrichi en ions divalents contienne assez d’ions H*.2%® C’est d’autant
plus important que 1’efficacité du transfert de calcium est sensible au pH environnant mais
¢galement a un gradient de pH qui pourrait s’établir entre les milieux séparés par la membrane

a cause du transfert de protons.
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Les polymersomes sont intrinséquement trés peu perméables aux ions Ca?', et I’ajout
de calcimycine dans leur membrane a un instant précis permet de brusquement accroitre cette
perméabilité. Picker et al. ont utilisé cet effet pour faire précipiter de maniére contrélée du
carbonate de calcium CaCOs; dans des vésicules de PDMS2,-g-PEO12.* Les vésicules ont été
préparées avec une solution intravésiculaire contenant 4 mM de Na,COs et des ions Ca?* ont
¢été ajoutés dans la phase extérieure. L’ajout de calcimycine dans le milieu extravésiculaire
permet de déclencher la perméabilité aux ions calcium, et en quelques minutes de nombreux

précipités de carbonate de calcium amorphe apparaissent dans les polymersomes (figure 1.40).

Figure 1.40. Veésicules de PDMS-g-PEO avec des précipités de carbonate de calcium
intravésiculaires.*

Dans une autre optique, 1’incorporation de calcimycine dans la membrane de liposomes
encapsulant un agent chélatant ayant une forte affinité avec les cations divalents permet de faire
des systémes qui absorbent les cations métalliques (MSVs : Metal-Sorbing Vesicles).'®! Ces
structures peuvent servir dans des applications de dépollution, comme 1’extraction d’ions

métalliques toxiques ou radioactifs d un milieu aqueux.

1.4.3 Formulation de la membrane : mélange d’amphiphiles

Une voie prometteuse est |’ utilisation de plusieurs composés pour former les membranes
des vésicules. Ce moyen, simple a mettre en ceuvre, autorise de trés nombreuses combinaisons
entre les copolymeres a blocs, les lipides et des particules qui s’insérent dans la membrane. Les
possibilités ainsi ouvertes sont nombreuses, allant de 1’association de la grande robustesse des
polymersomes a une perméabilité contr6lée - en mélangeant des copolymeres neutres de fort
poids moléculaire a des copolymeres sensibles a un stimulus externe - jusqu’a la formation de
structures membranaires sophistiquées, avec la création de « domaines » pouvant présenter des
propriétés particulieres dans les membranes. L’incorporation de particules n’est pas détaillée
dans cette partie, le lecteur peut se référer a des revues spécialisées pour plus d’informations

sur ce sujet.’®*
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1.4.3.1 Meélanges polymere / polymere

La premiere expérience utilisant ce principe a permis de modifier le profil de délivrance
d’un composé encapsulé dans une vésicule en hydrolysant sélectivement un des composants de
la membrane. Les vésicules ont été préparées en mélangeant a différentes compositions un
copolymeére avec un bloc hydrolysable, le PEO-b-PLA ou le PEO-b-PCL, et un copolymere non
dégradable, le PBut-b-PEO.'® Les résultats montrent que plus la fraction de copolymére
hydrolysable est ¢élevée, plus le relargage est rapide. Au cours de 1’hydrolyse, des pores
hydrophiles se forment au sein d’une matrice PBut-b-PEOQ car la dégradation des blocs PLA ou
PCL tend a les ségréger.

Il est possible de former des domaines a la surface des polymersomes grace a la tendance
naturelle de copolyméres dissemblables a se séparer. LoPresti et al. ont montré que des
polymersomes « tachetés » sont obtenus quand deux copolymeres dont la nature chimique ou
la taille du bloc hydrophobe n’est pas la méme sont mélangés (le PEO1s-b-PBuO2, Mw =
1910Da, et le poly((2-methacryloyloxy)ethyl phosphorylcholine)-b-poly(2-
(diisopropylamino)ethyl methacrylate) (PMPC2s-b-PDP A7, My = 21600 Da)). % IIs observent
que la phase continue est formée par le composé majoritaire et que la morphologie des
domaines, qui dépend de la proportion de chaque copolymere utilisé, est la méme aux échelles
micro et nanométriques (figure 1.41). Au contraire des « rafts » lipidiques dans la membrane
de liposomes ou la séparation de phase se fait en quelques minutes, elle est trés longue pour les

mélanges de copolymeres et la morphologie peut évoluer pendant environ un mois.

Microscale (CLSM imaging —scale bar:10um)

PMPC-PDPA mol%

Figure 1.41. Polymersomes hybrides de PMPCys-b-PDPA7o / PEO1s-b-PBuQ,, préparés a
différentes compositions. Haut : reconstruction 3D a partir d’images de microscopie confocale
montrant la morphologie a 1’échelle microscopique. Bas : images TEM filtrées par FFT obtenues
par coloration sélective des polymersomes montrant la morphologie a I’échelle nanométrique.*6°
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La création de domaines sur la surface des polymersomes peut aussi étre contrdlée par
I’ajout de composants extérieurs. Christian et al. ont formé des domaines a la surface de
polymersomes de PBut-b-PEO / PBut-b-PAA en ajoutant des cations divalents (calcium, cuivre
et baryum) dans la solution de vésicules.'®’ Cela créé des pontages électrostatiques entre les
charges anioniques des chaines de PAA, provoquant la ségrégation latérale des copolymeéres
(figure 1.42). Un aspect particulierement important de ces résultats est que les différentes
phases présentent des propriétés distinctes et qu’il est possible de faire évoluer les propriétés
d’une seule phase. Cela a été montré par des mesures d’¢lasticité apparente Eapp par aspiration
dans une micropipette, ou il faut une pression de 70 Pa pour obtenir une aspiration de la phase
de PBut-b-PEO et une pression de plus de 500 Pa pour la phase de PBut-b-PAA. Cette valeur
varie pour les domaines de PBut-b-PAA en fonction du pH et de la concentration en calcium :
plus le pH est élevé (pH > pKa paa ~ 5), plus la surface est chargée négativement et plus il y a
de pontages par les ions calcium, donc plus la surface se rigidifie. Le méme phénomene est

observé quand la concentration en ions calcium augmente.'®” La taille des domaines peut étre

168

modifiée en rajoutant de la soude ou de ’EDTA dans la solution extérieure.

PAA- :PEO
TR ST

SR ¢

Figure 1.42. Ségrégation latérale induite par des cations dans la membrane de polymersomes
hybrides de PBut-b-PAA / PBut-b-PEO* (avec marqueur fluorescent) préparés a pH = 4 avec 0,1
mM de calcium. Les compositions des membranes sont a) 25%, b) 50% et ¢) 75% en PBut-b-
PAA. 167

Finalement, Nikova et al. ont montré qu’il est possible de modifier 1’épaisseur de
membrane de polymersomes formés par du PBA-b-PAA, et donc leurs propriétés mécaniques,

en ajoutant des homopolyméres hydrophobes de PBA dans les membranes de vésicules.®°
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1.4.3.2 Meélanges polymere / lipide

Le bénéfice que pourrait apporter des structures hybrides polymere / lipide serait de
présenter a la fois les avantages des liposomes et des polymersomes. La modulation des
propriétés de membrane serait probablement liée a la structuration de la membrane hybride :
une répartition statistique (homogene) des constituants pourrait permettre de directement
contréler les propriétés de membrane, et des structures hétérogenes combiner la robustesse
d’une matrice polymeére a la perméabilit¢ de domaines lipidiques (nanométriques ou
micrométriques). Dans une approche biomimétique, la formation de domaines lipidiques
similaires aux ‘rafts’ dans les membranes améliorerait la biofonctionnalité de la surface, ceux-

ci étant reliés a de nombreuses activités biologiques telle que la reconnaissance virale.

1.4.3.2.1 Formation de vésicules hybrides

Le premier systéme bas¢ sur 1’incorporation de lipides dans une membrane polymeére a
été publié en 2005. Ruysschaert et al. ont formé des vésicules hybrides mélangeant du PMOXA -
b-PDMS-b-PMOXA (Mw = 9000 g/mol) et plusieurs lipides (EPC, Egg-
phosphatidylethanolamine (EPE) et Dipalmitoylphophatidylcholine (DPPC)) a différentes
compositions.}™ Leurs résultats indiquent une répartition homogéne dans les membranes a
toutes les compositions, et ce pour des vésicules géantes et nanométriques. Depuis cette preuve

de concept, divers systemes ont été utilisés pour former des vésicules hybrides (tableau 1.3).

Copolymere Lipide Membrane
PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA EPE/EPC EPE/EPC : homogéne!™
(Myw = 9000 g/mol) DPPC DPPC : homogéne!™®
PButss-b-PEOsg 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero  DPPC : homogene (T>Tn) et
phosphocholine (POPC) hétérogéne (T<Tm)'"
DPPC POPC, DLPC et DC13PC :
1,2-di-lauryoyl-sn-glycero homogeénes sans cholestérol et
phosphacholine (DLPC) hétérogenes avec cholestérol*™*-

173
2-ditridecanoyl-sn-glycero

phosphocholine (DC13PC)

PBut-b-PEOQ3 Hydrogenated soy HSPC : homogéne!™
phosphatidylcholine (HSPC) POPC : homogeénel™
POPC
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A : PIBgr-b-PEO;7 DPPC A : hétérogéne pour 20-28% en
B : PIBs7-b-PEOus copolymeére sinon homogeéne ;
membrane trouée jusqu’a 14%
en copolymerel76-178
B : homogenes avec une
membrane trouée (<40%)

PDMS2,-g-PEO12 DPPC DPPC : hétérogéne jusqu’a 80%
POPC copolymére puis homogéne®”
POPC : homogeéne pour >50%
polymeére sinon séparation de
phase (> 60%)7°

PDMSeo-b-PMOXA; 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3- Homogéne!e°
phosphocholine (DMPC)

Tableau 1.3. Différents copolyméres et lipides utilisés pour formuler des vésicules hybrides,
ainsi que la structuration de membrane obtenue.

Le paramétre de solubilité () de la partie hydrophobe des lipides et des copolyméres a
blocs utilisés sont relativement proches : § = 9,1 cal*?/cm®? pour les chaines aliphatiques des
lipides, & = 7,3 cal¥?/cm®2 pour le PDMS, & = 7,7 cal*?/cm®? pour les chaines de PIB
(poly(isobutyléne)) et & = 8,32 cal2/cm®? pour le PBut.18:18% De plus, les blocs hydrophobes
des copolymeres présentent tous une température de transition vitreuse basse : Tqppoms = -127°C,
Tgrie = -78 °C et Tgpeut = -31°C. Ces valeurs suggérent que la compatibilité chimique entre les
composants ainsi que la fluidité de la matrice polymeére sont des points clés pour la formation

de telles vésicules hybrides.

La concordance de la taille des parties hydrophobes semble également étre un parameétre
important. La formation de vésicules hybrides géantes de PButss-b-PEO3z / POPC a été
observée pour une gamme de composition seulement.}’>1® Au-dela de 70% en polymére, des
vésicules hybrides avec une répartition qui semble homogeéne dans la membrane ont été formées
(il est toutefois possible d’avoir une séparation de phase plus petite que la résolution des
microscopes optiques). En dessous de 35% en polymere, ils observent un melange de liposomes
et de vésicules hybrides, qui semblent toujours homogenes. En revanche, aucune vésicule
géante n’est formée pour des compositions intermédiaires. L utilisation d’un copolymeére de
plus faible masse molaire, le PBut-b-PEQO14, léve cette restriction car des vésicules géantes
hybrides sont obtenues pour toutes les compositions.” Ces observations semblent aussi vraies

pour la formation de vésicules hybrides a 1’échelle nanométrique.
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1.4.3.2.2 Structuration de la membrane
Bien que I’ensemble des phénomeénes mis en jeu lors de la formation de ces structures ne
soient pas encore complétement compris, certaines tendances peuvent étre dégagées sur les

conditions qui favorisent la formation de domaines dans la membrane des vésicules hybrides.

La fraction de chaque composant introduite dans le mélange est importante pour un couple
polymere / lipide donné. Pour des compositions en PIBg7-b-PEO;7 allant de 10 a 18 % et de
plus de 30%, Schulz et al. ont observé la formation de vésicules hybrides géantes de PIBg7-b-
PEO:7 / DPPC avec une membrane homogene.!’® Seules les fractions en copolymére entre 20
et 28% permettent la formation de domaines. Chemin et al. ont montré que la gamme de
composition qui permet de former des membranes hétérogenes stables est bien plus large pour
les mélanges PDMS2,-g-PEO1,> / DPPC (figure 1.43), probablement gréace a la similarité des
épaisseurs de membrane formées par les composés purs.t’ lls ont également observé que pour
des mélanges utilisant le POPC (un lipide fluide a température ambiante) comme composé
majoritaire, des vésicules hybrides présentant des domaines sont obtenues et une séparation de
phase compléte s’opére en quelques heures. Cela met en avant I’importance de la fluidité de la

phase lipidique sur au moins la stabilité de ces structures.

Lipid in gel state Lipid in fluid state
Copolymer

lipid

Figure 1.43. Schéma des différentes structures hybrides obtenues avec le copolymére PDMS-g-
PEO en fonction de la composition du mélange et de la fluidité du lipide utilisé a température
ambiante.17®
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Il y a plusieurs moyens de déclencher la séparation de phase des composants d’une
membrane homogene pour induire la formation de domaines. Le mélange 60% PButss-b-PEO30
/ 40% DPPC forme des membranes homogénes quand la température du systéme est supérieure
a la température de transition coopérative Tm du DPPC et des membranes hétérogenes quand la
température est inférieure.'* Lors de cette transition, parfaitement réversible, la vitesse de
refroidissement autorise le contrdle de la taille des domaines : plus celle-ci est rapide plus les
domaines formés sont petits. La morphologie des domaines lipidiques, en étoile pour le DPPC
seul, peut aussi étre modifiée en ajoutant du cholestérol dans le mélange copolymeére / lipide.
En effet, cela perturbe I’empilement des lipides et leur confere une plus grande mobilité, ce qui
permet aux zones lipidiques d’adopter une forme circulaire pour minimiser la tension de ligne
entre les différentes phases. L’ajout d’une fraction importante de cholestérol (>15%) dans des
membranes de PButss-b-PEO3g / POPC permet également de former des domaines, ces
mélanges conduisant normalement & des membranes homogenes, car cela augmente 1’ordre des

phase lipidiques L, désordonnées.*’

La segrégation des deux composés peut étre forcée par la réticulation d’un des constituants de
la membrane. Nam et al. ont utilisé ce principe pour forcer I’apparition de domaines dans des
membranes de PButss-b-PEO30 / POPC en greffant de la biotine sur le copolymére ou le lipide

et en ajoutant de la NeutrAvidin dans le milieu extérieur.}’

1.4.3.2.3 Propriétés et fonctionnalité de ces systemes

Chague type de structure formée, i.e. homogene ou hétérogene, présente des avantages.
Les mesures du module élastique Ka ou de la déformation maximale a la rupture o faites sur
des vésicules hybrides géantes homogénes par micropipette indiquent des propriétés
mécaniques intermédiaires a celles des vésicules formées par les composés purs.1’? 174 es
mesures de coefficient de diffusion latérale confirment ces observations : I’ajout de POPC
(fluide) dans les membranes de PButs-b-PEOsp ou I’ajout de PIBg7-b-PEQi17 dans les
membranes de DPPC (gel) permet d’augmenter la mobilité des différents composants dans les
membranes.! > 178 Des résultats similaires ont été obtenus pour des vésicules a 1’échelle
nanomeétrique : plus il y de lipide dans des vésicules hybrides de PButz2-b-PEO14 / POPC plus
la délivrance d’un composé encapsulé (carboxyfluorescéine) est rapide (figure 1.44).1 De
plus, les propriétés mécaniques mesurées sur des veésicules hybrides nanométrique avec une
membrane homogene sont elles aussi situées entre les valeurs obtenues pour les composés

purs.t80
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e = POPC
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Figure 1.44. Profil de délivrance de carboxyfluorescéine encapsulée dans des vésicules hybrides
de PButy;-b-PEQ14 / POPC a différentes compositions.t7®

La présence de domaines lipidiques présentant des propriétés autres que celles de la
matrice polymere peut avantageusement étre utilisée. Olubummo et al. ont incorporé des
particules de CdSe recouvertes d’une couche de chaines hydrophobes de PIB dans les
membranes de vésicules hybrides DPPC / PIBg7-b-PEO17."" Pour une composition de 84% en
polymere, les membranes formées sont homogeénes et les particules se répartissent dans
I’intégralit¢ de la membrane. En revanche, pour une composition de 80% en lipide, une
séparation de phase est observée et les particules s’inserent préférentiellement dans la phase
riche en polymeéres. Dans un autre exemple, Nam et al. ont utilisé une enzyme qui digére les
lipides (phospholipase A2 — PLA?) afin de dégrader les domaines de DPPC d’une membrane de
PButss-b-PEO3o / DPPC et ainsi permettre la libération d’un fluorophore encapsulé avant que

la matrice de polyméres ne se referme. 1’
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1.5 Conclusion

L’auto-assemblage d’amphiphiles en solution permet de former de nombreuses structures
organisées aux échelles nanométriques et micrométriques. Parmi elles, la morphologie
vesiculaire rencontre un grand succes grace a sa capacite a encapsuler un milieu différent de la
solution extérieure, ce qui est nécessaire pour des applications allant de la vectorisation aux
nanoréacteurs. Le contrdle des propriétés intrinséques de la membrane s’effectue a de multiples
niveaux. Les lipides forment des membranes perméables mais relativement fragiles, au
contraire des copolyméres amphiphiles qui conduisent a des vésicules beaucoup plus robustes
mais peu perméables. Parmi les voies actuellement explorées pour moduler les propriétés des
vésicules, la formulation de la membrane offre de remarquables opportunités. 1l est par exemple
possible d’augmenter la perméabilité spécifique de certaines espéces en utilisant des canaux
membranaires spécifiques. Il serait également possible de combiner les forces des différentes
natures de membranes, polymeéres et lipidiques, en formant des vésicules hybrides. Cependant,
ces systemes restent encore peu connus et les modifications de propriétés observées ne sont pas
généralisables.

Dans ce contexte, nous avons préparés des systemes de membranes modéles a partir de
copolymeres triblocs pour étudier 1’influence de la masse molaire et de ’architecture du
copolymere amphiphile sur I’utilisation de transporteurs ioniques et sur la formation de
membranes hybrides polymére / lipide. La perméabilité a 1’eau de certaines vésicules hybrides
a également été caractérisée. Les propriétés de perméabilité des vésicules sont particulierement
importantes car elles conditionnent leur utilisation en tant que nano-/microréacteur ou en tant

que vecteur médicamenteux.

Dans un second temps, les paramétres moléculaires qui gouvernent 1’évolution de la
forme des polymersomes nanométriques ont été étudiés. En effet, les vésicules ajustent leur
volume interne par transfert d’eau pour retourner a 1’équilibre quand elles sont soumises a des
contraintes osmotiques, ce qui entraine une évolution de la morphologie. Si les changements de
forme sont connus pour les vésicules géantes, ils restent encore a explorer pour les nano-
polymersomes. De plus, cela impacte directement les interactions avec les systemes biologiques

et donc ’efficacité des vésicules en tant que vecteur thérapeutique.
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2.1 Produits chimiques

Le tableau suivant récapitule I’ensemble des produits chimiques qui ont été utilisés au cours de

cette thése. Les caractéristiques des réactifs, amphiphiles commerciaux et fluorophores sont

détaillées par la suite.

Produit Formule Masse molaire Fournisseur
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn- Ca2Hs2NOgP 760,08 g/mol Sigma-Aldrich
glycero phosphocholine
A-23187 free acid C29H37N306 523,63 g/mol Life technologies
(Calcimycine) (Invitrogen)
Alexa Fluor 488 Dextran - Dextran : Life technologies
10 000 g/mol (Invitrogen)
Chloroforme CHCIs 119,38 g/mol Sigma-Aldrich
Chlorure de calcium (1M) CaCl; 110,98 g/mol Sigma-Aldrich
Dichlorométhane CH:CI> 84,93 g/mol Sigma-Aldrich
Diisopropyléthylamine CgH1oN 129,25 g/mol Acros Organics
Dipalmitoylphophatidylcholine  CsoHgoNOgP 734,039 g/mol Sigma-Aldrich
Dow Corning 5329 PDMSz2-g-PEO12. 3000 g/mol Dow Corning
Glucose CeH1206 180,16 g/mol Sigma-Aldrich
HEPES (500 mM) CgH18N204S 238,30 g/mol Sigma-Aldrich
Hydrogenocarbonate de NaHCO3 84 g/mol Sigma-Aldrich
sodium (100 mM)
Hydroxide de potassium KOH 56.10 g/mol Alfa Aesar
Egg Liss-Rhod PE CeeH107N4O14PS,;  1275,678 g/mol  Avanti Polar Lipids
Méthanol CH4O 32,04 g/mol J.T.Baker
N-carboxy anhydride de C13H13NOs 263,25 g/mol Isochem
benzyle-L-Glutamate
N-méthyl-2-pyrrolidone CsHgNO 99,13 g/mol Alfa Aesar
Polybutadiéene-b-poly(oxide PButss-b-PEO3 3800 g/mol Polymer source

d>éthyléne)
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Poly(diméthylsiloxane) H>N-PDMS-NH; 950 g/mol. ABCR
diaminé 3000 g/mol

5000 g/mol
Poly(oxyde d’éthyléne) N- PEO-NHS 750 g/mol Rapp
hydroxysuccinimide
Sucrose C12H22011 342,30 g/mol Sigma-Aldrich
Tetrahydrofurane C4HsO 72,1 g/mol Sigma-Aldrich

Tableau 2.1. Principaux produits chimiques utilisés au cours de ces travaux de these.

2.1.1 Reéactifs

2.1.1.1 Poly(diméthylsiloxane) diaminés

Trois a,w-bis aminopropyl poly(diméthylsiloxane) (N°CAS : 106214-84-0) de masses
molaires différentes (950, 3000 et 5000 g/mol) ont été achetés chez ABCR.
Le taux de fonctionnalisation en groupements amines terminaux a été vérifié par RMN *H avant
leur utilisation, en se servant de I’intégration du signal relatif aux protons portés par les carbones
en o des groupements amines (CH2CH2NHz, (troncx4)H, 6=2,6 ppm) et de I’intégration du signal
correspondant aux protons de la chaine de PDMS (Si(CHj3)20, (6xDPppms)H, =0 ppm). Les
degrés de polymérisation moyens des trois PDMS ont été estimeés a partir des masses molaires
indiquées par le fournisseur (tableau 2.2), il n’a pas été possible de les vérifier par GPC (I’indice

de réfraction du PDMS est du méme ordre de grandeur que celui du THF).

Polymeére DP ppmsestine  tronc amine (%)
H2N-PDMS-NH:2 (950 g/mol) 11 52 %
H2N-PDMS-NH; (3000 g/mol) 39 92 %
H2N-PDMS-NH; (5000 g/mol) 66 95 %

Tableau 2.2. Taux de fonctionnalisation des bouts de chaine en groupements amines vérifié par
RMN?H.

Le PDMS diaminé de masse molaire la plus faible n’a pas été¢ gardé compte tenu du
faible taux de fonctionnalisation en groupements amines mesuré par analyse RMN H. Un
dosage acido-basique des fonctions amines (par HBr dans I’acide acétique) a donné des résultats
similaires pour les deux copolymeéres de plus forte masse molaire. lls ont été utilisés au cours
de cette these pour amorcer les polymérisations par ouverture de cycle des BLG-NCA ainsi que

les réactions de couplage avec les PEO-NHS (voir chapitre 3).
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2.1.1.2 N-Carboxy Anhydride de Benzyle-L-Glutamate

Ce sont les unités monomeres permettant la polymérisation du PBLG par ouverture de
cycle. Ces réactifs ont été achetés chez Isochem et ont été utilises tels que recu. Il est trés
important de les manipuler sous atmosphére inerte car la présence d’eau entraine I’ouverture du

cycle (retour sous forme d’acide aminé, non réactif).

2.1.1.3 PEO-NHS

Le groupement NHS porté par le PEO-NHS (a-methoxy-m-N hydroxysuccinimide ester
poly(oxyde d’éthyléne)) permet un couplage sélectif avec les amines primaires. C’est la raison
pour laquelle de la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA), qui permet de s’assurer que les amines
primaires des HoN-PDMS-NH; sont déprotonées, peut étre introduite dans le milieu réactionnel
pendant la réaction de couplage (voir partie 3.2.2).

Le degre de polymérisation moyen de la chaine a été estimé a 17, en accord avec les
informations données par le fournisseur et le rapport d’intégration entre les protons portés sur
le groupement méthoxy en bout de chaine (CHsO, 3H, 3,3 ppm) et les protons portés par la
chaine de PEO (CH,CH0O, (4xDPpgo)H, & = 3,6 ppm), mesuré par RMN H. Le taux de
fonctionnalisation a également été vérifié par RMN H en faisant le rapport d’intégration des
protons portés par la chaine de PEO et des protons portés par le groupements NHS
(C(O)CH2CH2C(0), (4xtfonc)H, & = 2,6ppm). Le taux de fonctionnalisation estimé est tfonc =
95%.

2.1.2 Amphiphiles commerciaux
En addition des copolymeres synthétises au cours de ces travaux de thése, des lipides et
des copolymeres commerciaux connus pour former des vésicules en solution aqueuse ont été

utiliseés.

2.1.2.1 Lipides

Les deux lipides commerciaux utilisés au cours de ces travaux de thése, le 1-palmitoyl-
2-oleoyl-sn-glycero phosphocholine (POPC) et le Dipalmitoylphophatidylcholine (DPPC), ont
été achetés chez Sigma-Aldrich. Ils ont permis de préparer des vésicules présentant des
membranes hybrides polymeére / lipide. Une différence importante entre ces deux composés est
leur température de transition coopérative Tm, qui correspond a la température de transition

d’une phase gel Lg- vers une phase cristal-liquide désordonnée L, (Tableau 2.3).
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Lipide Tm (°C) Phase lipidique a Tamb Pt a Tamb (UM/S)
POPC -4 Cristal-liquide désordonnée (L,) 0,0042 (a 26,5°C) (189
DPPC 41,5 Gel (Lp) 130 (189

Tableau 2.3. Température de transition coopérative T des lipides et coefficient de perméabilité
a I’eau Ps a température ambiante des liposomes qu’ils permettent de former.

La différence d’état des phases lipidiques a température ambiante explique I’€cart trés important

observé sur la valeur du coefficient de perméabilité a I’eau P+.

2.1.2.2 Dow Corning 5329

Ce copolymere greffé (figure 2.1), le PDMS;2-g-PEO12, nous a été donné par la société
Dow Corning. Les caractérisations menées au laboratoire sont en accord avec les données
disponibles dans la littérature.'’® 18 187 Ce copolymére est composé d’une chaine hydrophobe
de 22 unités monomeéres (PDMS2.) sur laquelle on trouve statistiquement deux greffons de
PEOz>. La fraction massique hydrophile est f = 47%, la masse molaire moyenne viscosimétrique
est 3000 g/mol et I’indice de dispersité mesurée par chromatographie d’exclusion stérique est
1,32. En solution aqueuse, ce copolymere forme des vésicules dont I’épaisseur de membrane

est d’environ 5 nm.188

0 o stat ‘{,Si }Si CHj
H3C/ \Sr{' \SA/m 0 \O p\o/

HO
Figure 2.1.Structure chimique du copolymére PDMS3,-g-PEQ312, avec m =22, p=2etn =12,

Les deux groupements hydroxyles rendent ce copolymére fonctionnalisable.’”® L’ajout de
groupements fluorescéines a permis son utilisation comme marqueur de membrane pour une

phase polymeére (a une concentration de 6375 nM).

2.1.2.3 PButss-b-PEO30
Le polybutadiéness-b-poly(oxyde d’éthyléne)so est un copolymere dibloc acheté chez
Polymer Source. Les masses moyennes en nombre des deux blocs sont Mp pgyt = 2500 g/mol

pour le bloc hydrophobe et M peo = 1300 g/mol pour le bloc hydrophile, ce qui correspond a
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une fraction massique hydrophile f = 34%. La microstructure du bloc polybutadieéne est

principalement formée par des additions 1,2 (89%).

W S,

Figure 2.2.Structure chimique du PButss-b-PEQO30 riche en microstructure 1,2, avec m = 46 et n
= 30.
En solution, ce copolymére permet de former des vésicules ayant une épaisseur de membrane

d’une dizaine de nanométres.%°
2.1.3 Fluorophores

2.1.3.1 Alexa Fluor 488 Dextran

L’ Alexa Fluor 488 Dextran est un fluorophore issu de la gamme des Alexa Fluor, des
colorants de forte intensité de fluorescence et trés photostables. Au cours de cette these, ce
fluorophore a été encapsulé dans des vésicules géantes pour permettre leur observation en
microscopie confocale et faire des reconstructions volumiques. Une chaine de Dextran de
10 000 g/mol est liée au fluorophore afin que ce dernier ne puisse pas franchir les membranes
hydrophobes des vésicules et reste encapsulé dans leurs milieux intravésiculaires. La longueur
d’onde d’excitation de 1’ Alexa Fluor 488 Dextran est Aex = 495 nm (adapté pour les lasers a 488

nm) et la longueur d’onde d’émission est Aem = 519 nm (figure 2.3).
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Figure 2.3. Spectres d’excitation (bleu) et d’émission de fluorescence (rouge) de I’Alexa Fluor
488 dans une solution tamponnée a pH 8.18°
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Ces longueurs d’onde sont trés proches de celles de la fluorescéine, c’est pour cette raison que
dans les expériences de choc hypotonique sur les vésicules géantes hybrides polymere / lipide
(voir partie 4.2.3) on n’utilise pas de PDMS22-g-PEO1-Fluorescéine pour faire un double

marquage de membrane.

2.1.3.2 Egg Liss Rhod PE

Ce composé, la L-a-Phosphatidylethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (Sel
d’ammonium), est un lipide avec un fluorophore attaché a sa téte polaire. Il s’insére
préférentiellement dans les phases lipidiques fluides, et a donc été utilisé comme marqueur des
domaines lipidiques (a une concentration de 200 nM) lors de la formation de membranes
hybrides polymére / lipide. Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont Aex = 560 nm
et Zem = 583 nm, ce qui permet de 1’utiliser en méme temps que 1’ Alexa Fluor 488 Dextran ou

le PDMS2,-g-PEO1,-Fluorescéine. '
2.2 Techniques d’analyses chimiques

2.2.1 Résonance magnétique nucléaire

Les analyses par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton (RMN H)
ont été réalisées sur un spectrométre Bruker Avance AC 400 a température ambiante. Les
échantillons ont été préparés a une concentration de 15 mg/mL dans des solvants deutérés

achetés chez Eurisotop.
Pour solubiliser les copolymeéres triblocs PBLG-b-PDMS-b-PBLG dans le DMSO-d6, il faut

passer les échantillons 30 minutes au bain a ultrason a 50°C juste avant de faire les analyses
(voir partie 3.5.1.2).

2.2.2 Chromatographie d’exclusion stérique

Les analyses par chromatographie d’exclusion stérique ont été réalisées avec des
appareils de mesures PL-GPC 50 Plus de Varian équipés de deux détecteurs intégrés : un
détecteur UV et un détecteur par indice de réfraction.
Les mesures dans le THF ont été réalisées a 40°C, avec un débit d’élution de 1 mL/min et en
utilisant le trichlorobenzene comme marqueur. Les colonnes montées sur 1’appareil de mesure
sont des colonnes TSKgel HXL TOSOH et la calibration est faite avec des standards de

polystyréne de faible dispersité.
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Les mesures dans le DMSO (+1 g/L de LiBr) ont été réalisées a 80°C, avec un débit d’élution
de 0,6 mL/min et en utilisant le toluéne comme marqueur. Les colonnes montées sur 1’appareil
de mesure sont des colonnes PLgel et la calibration est faite avec des standards de pullulane de

faible dispersité.

2.2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres infrarouges ont été obtenus avec un spectrometre Thermoscientific Nicolet
1S10 en utilisant la méthode de réflexion totale atténuée (ATR-IR). Les échantillons, sous forme
de poudre, ont été analysés a température ambiante et les spectres ont été enregistrés entre 500
et 4000 cm™,

2.2.4 Calorimetrie différentielle a balayage
Les thermogrammes de calorimétrie différentielle a balayage ont été obtenus avec un

appareil de mesure DSC Q100 de TA, fonctionnant sous flux continu d’hélium ou d’azote.

Les mesures sur les échantillons sous forme de poudre (PBLG-b-PDMS-b-PBLG) ont été faites
dans des capsules en aluminium scellées remplies avec une dizaine de milligrammes de produit.
Les thermogrammes ont été enregistrés en imposant les cycles suivants : -150°C a +150°C a
une vitesse de 10°C/min, +150 °C a -150°C a une vitesse de 10°C/min et -150°C a 150°C a une

vitesse de 10°C/min.

Les échantillons liquides, qui sont des suspensions de vésicules hybrides, ont été préparés en
déposant une solution de polymere / lipide dans le chloroforme a I’intérieur d’un creuset en
aluminium (~ 120 uL) afin d’avoir 0,5 mg de lipide (quantité fixe). La concentration en
polymere de la solution a été adaptée pour avoir le ratio molaire polymere / lipide désiré.
Chaque échantillon a ensuite été séché pendant au moins 5 heures sous vide dynamique a 45°C
puis réhydraté dans de 1’eau MilliQ pendant toute une nuit (taux d’hydratation > 95%). Quand
le lipide utilisé est le DPPC, au moins la premiére demi-heure de réhydratation a été faite a
50°C (T > Tmoprc) pour que les lipides soient en phase fluide et ainsi faciliter la formation d’une
suspension vésiculaire. La solution de réhydratation utilisée pour les échantillons contenant du
POPC contient du sucrose pour ne pas avoir de recristallisation de I’eau a -10°C. Les analyses
ont été réalisées en imposant des variations de température continues de 5°C/min lors des cycles
de chauffe et de refroidissement. La température a été variée de 10°C a 50°C pour les
échantillons contenant du DPPC et de -10°C a 12°C pour ceux qui contiennent du POPC, avec

une isotherme de 2 minutes 30 secondes entre chaque cycle.

79



Chapitre 2

2.3 Caractérisation des vésicules

2.3.1 Préparation des échantillons pour les observations

2.3.1.1 Sonificateur

Un sonificateur haute intensité vibra cell™ (modéle 130W) a été utilisé pour préparer
les échantillons de vésicules nanométriques par émulsion double — évaporation (voir partie
3.3.2.2). La sonde monteée sur le sonificateur & une extremité de section circulaire de 3 mm de

diamétre.

Les caractéristiques des signaux appliqués lors des différentes étapes de la formation des

vésicules nanométriques par émulsion double — évaporation sont les suivantes :

- Formation de I’émulsion W/O : 20 secondes de sonication a 60% de la puissance
maximale, en appliquant des pulsations de 2 secondes entrecoupées de périodes de 1
seconde.

- Formation de la double-émulsion (W/O)/W: 2 minutes de sonication a 60% de la
puissance maximale, en appliquant des pulsations de 2 secondes entrecoupées de

périodes de 1 seconde.

2.3.1.2 Mini-extrudeur

Pour homogénéiser le diametre des vésicules nanométriques formées par émulsion
double — évaporation, celles-ci sont extrudées a travers des filtres en polycarbonates, dont la
taille des pores est contrdlée, avec un mini-extrudeur a double seringue de chez Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, Canada (figure 2.4).

e e —
Avanti Polar Lipids, Inc.

O-ring >
B) Channel et Teflon

O-nngsupm O-ring

1 [Ty ,.(l J/\\ l‘/ no I

O B8 |.O~@
R\ VAR YRR VAR AR,

Extruder Internal Internal
Outer Membrane Polycarbonate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Figure 2.4. A) Mini-extrudeur a double seringue et B) montage de la partie centrale de
I’extrudeur qui contient les membranes en polycarbonate.!%!
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Les membranes en polycarbonate (pores de 100 nm) sont placées dans la partie centrale de
I’extrudeur, qui est maintenue en place sur le bati. Les deux seringues, une remplie avec la
solution de vésicules a extruder et la deuxieme vide, sont alors connectées a 1’extrudeur.
L’extrusion est ensuite réalisée en transférant la solution de vésicules d’une seringue a 1’autre.
Le nombre total d’extrusions (de passages a travers les membranes) est fixé a 19, de maniere a
ce que la solution de vésicule extrudée ne soit pas récupérée dans la méme seringue qu’avant

son extrusion (il peut y avoir un volume mort de solution non extrudée).

2.3.1.3 Puces microfluidiques

Des puces microfluidiques en PDMS, préparées par lithographie, sont utilisées pour
piéger les vésicules sous un flux hydrodynamique. Cela permet de les maintenir dans un espace
trés localisé et ainsi de pouvoir suivre 1’évolution de leur taille par microscopie confocale suite

a un choc osmotique.

2.3.1.3.1 Principe des piéges

Les puces microfluidiques en PDMS consistent en une série de pieges hydrodynamiques
qui sont des jonctions identiques.!®? A chaque jonction, I’écoulement est séparé en deux : une
premiére partie passe a travers la zone du piege, et la seconde est déviée par un contournement
(figure 2.5). Ces pieges ont été concus pour que la résistance hydrodynamique soit plus élevée
dans la zone du piége que dans le contournement afin de limiter le cisaillement ressenti par les

objets pieges et ainsi pouvoir étudier des objets déformables.

a) {(b)

d
cere

Figure 2.5. a) Image de microscopie en contraste de phase d’une série de trois pieges et b)
représentation schématique d’un pié¢ge microfluidique.

Le flux de solution passant a travers la zone du piége créé une force d’aspiration, dont I’intensité
dépend du débit d’injection de la solution dans la puce. Il en résulte une sélection de la taille
des objets en fonction du débit : la taille minimale correspond a la taille des objets qui ne sont

pas assez déformés par le cisaillement pour passer au travers du piége (elle augmente avec le
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débit) et la taille maximale aux plus gros objets suffisamment aspirés pour ne pas étre entrainés

dans le contournement.

2.3.1.3.2 Préparation
Le procéde de fabrication des puces microfluidiques a partir de différents moules

(négatifs des canaux qui composeront les pieges) est le suivant (figure 2.6).

A) Préparer une solution de PDMS qui va servir a remplir le moule. Pour 10 grammes de
PDMS non réticulé¢ (voir partie 2.3.1.3.3) ajouter 1 gramme d’agent réticulant et
mélanger généreusement le tout. Dégazer sous vide dynamique pour retirer toutes les
bulles d’air car elles risquent de perturber 1’étape de collage.

B) Remplir le moule avec le PDMS non réticulé et le remettre a dégazer. Le placer ensuite
dans une étuve a 70°C pendant au moins une nuit pour faire réticuler le PDMS.

C) Peler gentiment les puces en PDMS réticulé pour les retirer du moule.

D) Coller les lignes de piéges hydrodynamiques sur des lamelles recouvertes de PDMS
réticulé pour former les canaux de morphologie souhaitée. Il faut pour cela exposer les
surfaces qui vont étre collées ensembles a un plasma d’oxygene sous vide. Des
groupements silanols Si-OH sont ainsi crées, ce qui permet de lier chimiquement les
différentes surfaces via une réaction de condensation (2 Si-OH - Si-O-Si + H20).

A) B) C)

PDMS non réticulé
+

Agent réticulant

[ ] [ ]
Moule (négatif) Moule (négatif)

D)

HO-
HO-

HO-
HO-
HO

HO-
HO-
HO-
HO-
HO-

-OH
-OH
-0OH
-OH
-OH
-OH
-OH
-OH
-OH
-0OH

 —— —
Figure 2.6. Préparation des lignes de pieges hydrodynamiques. Les différentes étapes sont A) la

préparation du PDMS qui va faire le corps des puces microfluidiques, B) la préparation des puces
grace au moule, C) le démoulage et D) le collage sur une lamelle recouverte de PDMS.
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2.3.1.3.3 Poly(diméthylsiloxane) réticulable : Sylguard 184

La préparation pour faire du PDMS est vendue par Dow Corning sous la forme de deux
produits a mélanger : une base et un agent réticulant. Ces deux produits contiennent des chaines
de PDMS avec des groupements vinyles terminaux, la base contient également un catalyseur
(Pt) et I’agent réticulant des chaines de PDMS portant des groupements hydrogénosilanes (Si-
H).
En mélangeant les deux produits, des réactions d’hydrosilylation consistant en ’ajout des
fonctions hydrogénosilanes (agent réticulant) sur les groupements vinyles permet de former un

réseau réticulé (figure 2.7).

T

H,C—Si—CH. H;C—Si—CH
3 \ 3 3 \ 3

~o

0]
Catalyseur | /
57X + H—Si—CH, —— 21— Si— CH.
‘z,{\ . ‘(’{\Si/\/ ! 3
(0] | /O
H, C— Si— CHs, H, C— Si— CHs,

~

Figure 2.7. Réaction d’hydrosilylation entre les fonctions hydrogénosilanes et les groupements
vinyles.

La quantité d’agent réticulant introduite détermine la rigidité du composé final. Un des
avantages qui fait que le PDMS est utilisé pour la fabrication des puces microfluidiques est sa

transparence, qui autorise les observations en microscopie optique.

2.3.1.3.4 Utilisation : chocs osmotiques suivis par microscopie confocale

Un pousse-seringues piloté informatiquement est utilisé pour contréler précisément le
volume injecté ainsi que le débit d’injection (neMESYS-Cetoni). Pour appliquer des chocs
osmotiques sur les vésicules piégées sans pour autant les perdre il faut pouvoir injecter les deux
solutions, i.e. la solution de vésicules et la solution d’osmolarité différente, d’affilée afin de
toujours les maintenir sous flux aqueux. Un montage microfluidique a été préparé pour
connecter les deux seringues d’injection a I’entrée de la puce microfluidique. Cependant,
certaines précautions sont nécessaires pour éviter la présence de bulles dans les capillaires car
une bulle qui passe dans une ligne de pieges hydrodynamiques détruit I’ensemble des vésicules
piégées (arrét de I’expérience en cours). Une procédure de purge du systéme a été développée
au LIONS pour retirer toutes les bulles avant de commencer les manipulations de choc
osmotique en puce microfluidique sous microscope confocal (figure 2.8).

83



Chapitre 2

A) B)

0 D1V OIJ DAV
s1

D1V2 T 1:&' D1V2 T <=
s2

_+ T3 _+ T3
o .
D2v2

s2

]

o

o o D2v1 o D2v1

C) D)
o IJ DAVA o IJ DAVA
O s1 O s1
T T TR I
T3 T3
. .
D2v2 - D2v2 -
0 o D2V1 o O D2V1
E) O olJ DAVA F) O GF DAV
s1 s1
=T o ek

{TS *TS
- T2 <g== -E - T2 ‘
D2V2 - D2V2 ~
O O lJ D2V1 O o IJ D2v1

Figure 2.8. Représentation schématique des différentes étapes pour purger le montage
microfluidique qui permet de connecter deux seringues d’injection a une ligne de picges
hydrodynamiques.

La premicre précaution a prendre est de s’assurer qu’il n’y a pas de bulles dans les seringues

d’injection avant de les connecter. Les différentes étapes de la purge sont les suivantes :

A) Installer correctement les seringues d’injection sur le pousse-seringues. Le systeme est
actuellement rempli d’eau (et éventuellement de bulles) et toutes les dérivations sont
fermées.

B) Ouvrir la dérivation D1V1, injecter successivement 10 puL a 400 puL/minet 10 pL a5
pML/min depuis la seringue S1.

C) Fermer la dérivation D1V1 et ouvrir la dérivation D1V2. Injecter 50 pL a 10 pL/min
depuis la seringue S1.
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D) Ouvrir la dérivation D2V1, injecter successivement 10 pL & 400 pL/min et 10 uL a 5
pL/min depuis la seringue S2.

E) Ouvrir la dérivation D2V2 et boucher manuellement la sortie du systéme
microfluidique. Injecter 10 pL & 5 pL/min depuis les deux seringues d’injection.

F) Fermer la dérivation D2V1. Le systeme est maintenant prét a étre connecté a la ligne de
pieges hydrodynamiques, il n’y a plus de bulles dedans. La solution 1 se trouve dans

I’ensemble du systéme, excepté dans le capillaire reliant T2 a la seringue S2.

Le cas de figure généralement utilisé est de connecter la seringue contenant les vésicules en
position S1 et la seringue contenant la solution d’osmolarité différente en position S2. Pour
changer la phase extérieure une fois des vésicules piégées, il suffit d’arréter ’injection de la
seringue 1 et démarrer simultanément ’injection de la seringue 2 au méme débit (le faire

progressivement si les débits d’injection étaient de 5 uL/min ou plus).

En utilisant une résistance hydrodynamique connectée en sortie de la ligne de pieges, il
est possible de changer une des seringues d’injection en cours d’expérience pour utiliser une
troisieme solution. Si la solution en cours d’injection provient de S2 (S1 & 0 pL/min), fermer la
dérivation D1V2 et ouvrir la dérivation D1V1, déconnecter S1 et connecter S3 a la place. Pour
enlever les bulles qui arrivent lors de cette connexion, injecter successivement 10 pL a 400
puL/min et 10 pL a 5 pL/min depuis la seringue S3. Pour purger la solution S1 qu’il reste entre
les connecteurs T1 et T3 avec la solution S2, fixer S3 a un débit d’injection inférieur a celui de
S2 et ouvrir la dérivation D1V2 (D1V1 est toujours ouverte). C’est lors de cette étape que la
résistance est nécessaire, car il faut que la majorité de la solution 2 passe par T1/T3 mais qu’une
partie maintienne les vésicules sous flux hydrodynamique. Une fois cette étape réalisée, fermer
D1V1 et remettre a zéro le débit de S3. La seringue est maintenant préte.

2.3.2 Techniques de diffusion

Les techniques expérimentales basées sur les phénomenes de diffusion permettent
d’accéder aux parameétres structuraux de la matiere aux trés petites échelles. Elles sont par
conséquent tres utilisées en science des polymeéres pour caractériser les macromolécules ou les
structures auto-assemblées en solutions. Il y a plusieurs techniques de diffusion, dont la source

de rayonnement differe :

- Diffusion de la lumiére : 4000 A < 1i < 7000 A
- Diffusion des neutrons : 1 A < 1i< 20 A
- Diffusion des rayons X : 0,2 A< <2 A
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Au cours d’une expérience de diffusion, un faisceau incident monochromatique de
longueur d’onde 4 et de vecteur d’onde l?l est envoyé sur I’échantillon étudié. Celui diffuse

dans toutes les directions de 1’espace, et les ondes diffusées (A, kT;) sont analysées a différents

angles d’observation @ (figure 2.9).

o o ki
Objet diffusant Sy - _—
o _©O N
_— o _—
Onde incidente o o /9 Onde transmise
(ki,A;) \
Onde diffusée
(ka,Aq)

Figure 2.9.Principe d’une expérience de diffusion.

Les modules des vecteurs d’onde incident E et diffusé E sont définis par les relations :

2mn
Ag

— 2nn —
[l = L [kal =

avec /i la longueur d’onde du rayon incident dans le vide, A4 la longueur d’onde du rayon diffusé
dans le vide et n I’indice de réfraction du milieu.

Pour chaque direction de ’espace, définie par un angle 6, on peut définir un vecteur
d’onde de transfert g = E; - E . Dans le cas d’une diffusion ¢€lastique, quand il n’y a pas de
transfert d’énergie du rayonnement au matériau, les modules des vecteurs d’onde |E| et |k_d)|

sont égaux. Pour chaque direction d’observation, la norme du vecteur d’onde ¢ est alors :

1] = 4nn | (0)
ql = P} sin {7

La dimension caractéristique de la matiere sondée lors de la diffusion d’un rayonnement est
inversement proportionnelle au module du vecteur d’onde de transfert (q1). La longueur d’onde
incidente variant d’une technique de diffusion a I’autre, une large gamme de vecteurs d’onde

peut étre couverte, ce qui permet d’obtenir de nombreuses informations sur 1’échantillon étudié

- Diffusion de la lumiére : 5.10° A1 < q<3.10° A
- Diffusion des neutrons et rayons X : 2.10* Al < q<5.101 A
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L’intensité diffusée, mesurée au cours de I’expérience de diffusion, peut étre simplifié¢e

a I’expression suivante :
I;1,(q) = Contraste xP(q)xS(q)

avec le contraste une grandeur qui représente la différence de pouvoir diffusant entre 1’objet
étudié et son environnement, P(q) le facteur de forme des particules (taille, ggométrie) et S(q)
le facteur de structure (interactions particule — particule). Quand on travaille sur des objets
dilués, le facteur de structure S(q) est égal a 1 car on néglige les interactions entre les particules.
C’est donc la forme de la courbe 1(q) qui permet de remonter aux différents parametres

géométriques des particules étudiées, via le facteur de forme P(q).

2.3.2.1 Diffusion dynamique de la lumiére

Cette technique permet de mesurer le rayon hydrodynamique moyen Ry des particules
en solution ainsi que leur indice de dispersité (PDI). Le principe de la diffusion dynamique de
la lumiere (DLS) ne se base pas sur 1’évolution de I’intensité diffusée en fonction du vecteur
d’onde, 1(q), mais sur la variation temporelle de I’intensité diffusée a un vecteur d’onde fixé,
I(q, t). Ces fluctuations sont dues au mouvement brownien des particules en solution, et donnent

des informations sur la dynamique des particules diffusantes.

L’évolution temporelle de I’intensité est représentée par une fonction d’autocorrélation,
décroissante, qui correspond a la corrélation entre 1’intensité diffusée au début de la mesure et
uninstant t:

) _(1(q,0) I(q, 1))
9@ =10 0y

Plusieurs méthodes de traitement des fonctions d’autocorrélation, par exemple les cumulants

(une population polydisperse) ou CONTIN (plusieurs populations), permettent de déterminer
la ou les fréquences de relaxation I' associées au mouvement des particules. Il est alors possible
de calculer, pour un mouvement purement diffusif, le coefficient de diffusion des particules D
grace a la loi de Fick :
_r
g
Le rayon hydrodynamique apparent Ry des objets en solution (assimilés & des sphéres) est alors
obtenu en utilisant la relation de Stokes-Einstein :
kgT
R, =
H 6mnD

avec kgT le facteur d’énergie de Boltzman et # la viscosité du solvant.
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Les mesures de DLS ont été faites en utilisant un Malvern Zetasizer Nano ZS-90 (source
laser hélium-néon (632,8 nm), mesure de I’intensité diffusée a 90°). Les échantillons ont été
préparés a une concentration d’environ 0,1 mg/mL, et pour chaque échantillon au moins trois

mesures ont été réalisées pour s’assurer de la reproductibilité des résultats.

2.3.2.2 Diffusion de la lumiere statique

Au cours de ce type de mesure, ’intensité de diffusion I(q) est mesurée pour différents
angles (différents vecteurs d’onde q). La pente de la représentation Ln(1(q)) vs. g permet, dans
le domaine de Guinier, de calculer le rayon de giration Rq des particules en solution :

R 2
Pente = — %

Ces analyses ont été effectuées avec un goniométre ALV5000 Laser de ALV équipé
d’un corrélateur ALV-5000/EPP Multiple Tau Digital possédant un temps d’échantillonnage
initial de 125 ns. La source du rayonnement est un laser hélium-néon (22 mW) de longueur
d’onde 632,8 nm. Les mesures ont été effectuées a des angles & variant de 40° a 150° et sur une
période de 30 secondes par angle. Le programme utilisé pour le traitement des données est le

logiciel d’acquisition et de controle de I’ ALV : ALV-5000E.

2.3.2.3 Diffusion de neutrons aux petits angles
Cette technique permet d’observer les dimensions caractéristiques des échantillons, y
compris la structure interne des particules, variant entre 5 et 500 A. L’expression de 1’intensité

diffusée par une solution de particules diluées (pas d’interactions entre les particules) est :
1(q) = @ (8p)*V,P(q)

avec @ la fraction volumique en particules dans 1’échantillon, Ap le facteur de contraste qui

correspond a la différence de densité de longueur de diffusion entre 1’objet diffusant et le

solvant (provient de la différence de longueur de diffusion cohérente entre les atomes), V; le

volume d’une particule et P(q) le facteur de forme. Pour déterminer les parametres du facteur

de forme, et ainsi mesurer les parameétres geomeétriques des objets en solution, il faut ajuster le

facteur de forme correspondant a la morphologie des particules a la courbe expérimentale.

Les expériences de diffusion de neutrons ont été réalisées au Laboratoire Léon Brillouin
(CEA-Saclay), en collaboration avec Annie Brlet, sur les spectrometres PACE (petits angles)
et TPA (trés petits angles). Différentes configurations des spectromeétres ont été utilisées (1 =
longueur d’onde du faisceau de neutrons et D = distance échantillon — détecteur) afin de couvrir

une gamme de vecteurs d’onde q la plus large possible :
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- Tréspetitsq (TPA): A=6A, D=6m (1.10° Al<q<1110% A"
- Petitsq(PACE): 1=17A D=47m (2,4.10°A1<q<2,6.102 A?)
- Moyensq (PACE):A=6A,D=3m (1,1.102At<q< 1,110t AY
- Grandsq (PACE):2=6A,D=1m(3,6.102A1<q<3,7.10t AY)

La concentration théorique en polymere des échantillons est initialement de 10 mg/mL (avant
les dilutions pour appliquer les chocs hypertoniques), et les solutions de glucose utilisées pour
les chocs ont été préparées avec 75 % de glucose deutéré et 25 % de glucose hydrogéné afin
d’obtenir la méme densité de longueur de diffusion que le D2O. Les mesures ont été réalisées a

température ambiante en utilisant des cellules en quartz Hellma de 1 mm d’épaisseur.

Remarque : I’intensité brute mesurée par les détecteurs n’est pas uniquement due a I’intensité
diffusée par les particules contenues dans 1’échantillon. A cela s’ajoute plusieurs termes
provenant du solvant, de la cellule, le bruit de fond... Il est donc nécessaire de faire des mesures
de référence (cellule vide, transmission, eau légere et eau lourde pour les échantillons en
solution aqueuse) et de traiter les données (programme PAsinet — LLB) pour obtenir le signal

de diffusion cohérente en intensité absolue.

2.3.3 Techniques d’imagerie
Les vésicules sont des objets transparents difficiles a observer en microscopie en fond
clair. Différentes méthodes permettant d’augmenter le contraste, et ainsi les visualiser aisément,

ont été utilisées au cours de cette thése.

2.3.3.1 Microscopie en contraste de phase

C’est la technique de microscopie qui a été la plus utilisée au cours de cette these. Elle
permet de convertir une différence de phase en contraste observable (différence d’intensité).
Cette technique exploite le fait que certains échantillons n’absorbent pas la lumiére mais
retardent la phase de la lumiére diffractée d’un quart de longueur d’onde. En utilisant un anneau
circulaire dans le condenseur, un céne de lumiere non diffractée (de référence) est produit. Ce
cone est superposé a un anneau de phase de taille similaire dans 1’objectif, ce qui accélere la
phase d’un quart de longueur d’onde. La différence de phase entre la lumiére diffractée et la
lumiere non diffractée est alors d’une demi-longueur d’onde, résultant en des interférences

destructives qui augmentent le contraste entre un échantillon foncé et un fond clair.

Le microscope optique utilisé pour ces observations est un microscope droit BX61WI de chez
Olympus, avec un objectif a contraste de phase (grossissement x20). Les photographies ont été

prises avec un appareil photo numérique Canon EOS 60D.
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2.3.3.2 Microscopie en contraste interférentiel différentiel

Une partie des observations a été faite en utilisant la microscopie en contraste
interférentiel différentiel (DIC), dans laquelle un systéme optique (prisme de Wollaston)
dédouble le faisceau lumineux avant la traversée de 1’échantillon et un systéme symétrique
recompose les deux faisceaux en les faisant interférer. Cela donne des images ou les structures
apparaissent bordées de blanc d’un c6té et de noir de 1’autre, induisant une fausse impression

de relief.

Le microscope utilisé pour ces observations est un microscope inversé Axiovert 40 de la marque
Zeiss équipé d’une caméra Gigabit Ethernet (VG-2M Vieworks). Les observations ont été

menees avec des objectifs x40 /0,7 ou x100 / 1,3 (grossissement / ouverture numeérique).

2.3.3.3 Microscopie de fluorescence
Les observations en microscopie de fluorescence (ou épifluorescence) ont été possibles
en ajoutant des especes fluorescentes dans la membrane des vésicules ou dans leur milieu

intravésiculaire.

Le microscope utilisé pour ces observations est un microscope inversé Axiovert 40 de la marque
Zeiss équipé d’une caméra Gigabit Ethernet (VG-2M Vieworks). Les observations ont été
réalisées avec des objectifs x40/ 0,7 ou x100 / 1,3 (grossissement / ouverture numerique). La
source lumineuse est une lampe a mercure, et différents filtres ont été utilisés pour détecter le
signal de la fluorescéine (FITC-3540B de chez Semrock, Em 513-560), de la Rhodamine (Em
573-637) ou des deux signaux a la fois (filtre triple bande : Em 448-478 ; Em 512-552 ; Em
600-663).

2.3.3.4 Microscopie confocale
Un des inconvénients de la microscopie a champ large est qu’il faut que 1’objet observé
soit dans le plan focal pour avoir une image nette. Les objets épais sont par conséquent souvent

flous, car la lumiére émise par le plan focal est superposée a celle émise par les plans adjacents.

Le principe sur lequel est basée la microscopie confocale permet de résoudre ce
probléme. L’échantillon n’est plus éclairé dans sa totalité par une lumiére blanche, mais par un
faisceau laser focalisé sur un volume de taille réduite. Aussi, un sténopé positionné devant le
détecteur, dans un plan focal conjugué au plan focal de 1’objectif (plans confocaux), permet de
ne laisser passer que les photons provenant du plan focal. La combinaison de ces deux principes
permet d’obtenir une coupe optique nette, correspondant uniquement au plan focal, d’une zone

tres localisée de 1’échantillon (un voxel).
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La section optique de I’échantillon, qui est une image de 1’échantillon de faible profondeur de
champ et a une hauteur donnée, est obtenue en déplacant le point de focalisation de la lumiere
d’excitation dans le plan (systéme de balayage). Le déplacement vertical de 1’objectif permet
quant a lui d’obtenir les sections optiques a différents niveaux dans I’épaisseur de 1’échantillon,
et ainsi de faire une observation tridimensionnelle. L’objet n’est donc pas directement observé

par I’utilisateur ; celui-ci voit une image recomposée par ordinateur.

2.3.3.4.1 Matériel utilisé

Ces observations ont été réalisées avec un microscope inversé 1X81 de la marque
Olympus équipé d’une téte confocale Olympus Fluoview 1000. Les lasers utilisés comme
sources lumineuses sont, en fonction du fluorophore, un laser He-Ne (1 mW) avec une longueur
d’onde de 543 nm ou un laser Argon multiligne (40 mW) qui permet des rayonnements de

longueur d’onde 458, 488 ou 515 nm. Tous les lasers sont de la marque Melles Griot.

2.3.3.4.2 Empilement d’images

La microscopie confocale permet de réaliser un empilement d’images correspondant a
des sections optiques de faible profondeur de champ a différentes hauteurs selon 1’axe z. Au
cours de ces travaux, un objectif a immersion d’huile ayant un grossissement x60 (résolution
en z ~ 0,844 um, résolution en x-y 0,176 um et NA = 1,42) a été utilisé pour enregistrer
I’évolution de taille des vésicules au cours du temps. De nombreux empilements sont
enregistrés lors du suivi temporel de 1’évolution de la taille d’une vésicule suite a un choc
osmotique. Chacun d’entre eux est exporté au format Tiff puis traité avec le logiciel ImageJ

afin de déterminer le volume de la vésicule observée.

L’utilisation d’un outil de représentation 3D des vésicules (3D-Viewer) permet de
mettre en évidence un défaut de reconstruction des vésicules : elles apparaissent étirées selon
I’axe vertical (figure 2.10.A). De plus, une partie de ces vesicules sont déformées a cause de

I’aspiration dans les pieges microfluidiques.
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A)

Figure 2.10. Reconstructions volumiques (ImageJ - 3D Viewer) de vésicules de PButss-b-PEQOs30
encapsulant de 1’Alexa Fluor 488 Dextran bloquées dans un piége hydrodynamique. La distance
entre chaque section optique est fixée A) sans facteur correctif et B) avec correction par un
facteur 0,8524 (facteur ASF).

L’étirement des vésicules selon I’axe vertical sur la figure 2.10.A est di a la différence d’indice
de réfraction n entre le milieu d’immersion de 1’objectif (huile d’indice de réfraction Nhuile =
1,518) et la solution qui contient les vésicules (milieu aqueux, nNeas = 1,33). Cela créé une
réfraction au niveau de la lamelle de verre qui résulte en un étirement apparent des objets
scannés.?® 11 est possible de corriger ce défaut en multipliant la distance entre chaque section
optique par un facteur correctif « Axial scaling factor » (ASF) calculé a partir des
caracteristiques de 1’objectif (figure 2.10.B). Dans notre cas, la valeur du facteur ASF calculée,
sans tenir compte de la couche de PDMS qui couvre la lamelle de verre, est 0,8524. 1l faut
également multiplier la distance imposée entre les différentes sections optiques (0,37 pum afin
d’avoir un bon échantillonnage) par ce facteur pour avoir une estimation correcte du volume

d’une vésicule quand on le calcule a partir d’un empilement.

2.3.3.4.3 Traitement des empilements d’images : calcul du volume 3D vs. 2D

Pour extraire la valeur du volume d’un empilement de sections optiques il faut
déterminer les contours de la vésicule sur chaque image. Cela a été fait en utilisant 1’ outil
d’analyse de particules du logiciel ImageJ (Analyse > Analyse Particles). Toutes les images
de I’empilement ont préalablement été binarisées en utilisant un seuil d’intensité déterminé

comme suivant :

- L’intensité de fluorescence extravésiculaire (lext, o lext) €St mesurée sur la section
optique la plus haute de chaque empilement.

- L’intensité de fluorescence intravésiculaire (lint, o iint) est mesurée a I’intérieur de la
vésicule sur une des tranches située au milieu de 1’empilement.

- La valeur du seuil utilisée pour chaque empilement est calculée en utilisant la

formule :
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(Iint - ZO'Iint) + (Iext + Zoyext)
2

Seuil =

La procédure suivante a ete établie pour standardiser la reconnaissance de contours car
I’intensité de fluorescence varie au cours de I’expérience (photoblanchiment) et par conséquent
n’est pas la méme sur tous les empilements (on ne tient pas compte du photoblanchiment au

cours d’un méme empilement d’images).

Il'y a deux méthodes pour déterminer le volume d’une vésicule aprés avoir fait la
reconnaissance de contours, qui permet en fait de mesurer ’aire de la tranche d’une vésicule

sur I’ensemble des sections optiques (figure 2.11).
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Figure 2.11. Résultats obtenus suite & la reconnaissance de contours faite avec ImageJ sur une
vésicule de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 / POPC (75% / 25%).

Pour les reconstructions dites « 3D », il faut multiplier la somme des aires mesurées pour tout
I’empilement par la distance séparant les sections optiques (avec la correction du facteur ASF).
Pour les reconstructions dites « 2D », le volume de la vésicule est extrapolé a partir de 1’aire
maximale mesurée pour 1’empilement. En effet, 1’aire est supposée étre maximale au centre de
la vésicule, ce qui permet de mesurer son rayon et donc son volume. Pour pouvoir faire cette

approximation, il faut s’assurer que la vésicule est bien sphérique.

Les mesures « 2D » sont intéressantes car il n’est pas nécessaire de faire le suivi sur toute la
vesicule mais seulement sur la zone centrale, ce qui permet d’améliorer la résolution temporelle
de la courbe volume / temps (I’empilement est fait plus rapidement). Il faut malgré tout faire
attention, il y a une légere dérive en z du microscope confocal en fonction du temps. De plus il

arrive que la lamelle sur laquelle la puce microfluidique est collée bouge trés Iégérement entre
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la fin d’un empilement et le début du suivant (au moment ou I’objectif se repositionne, 1’huile
entre I’objectif et la lamelle entraine cette derniére qui n’est pas parfaitement tenue par le

support « home-made» qui s’adapte a la platine).

2.3.3.5 Cryo microscopie électronique a transmission

Cette technique permet I’observation directe de vésicules en solution a 1’échelle
nanométrique. Les échantillons ont été préparés comme suivant : 5 pL de solution a 10 mg/mL
ont été déposés sur une grille (400 Cu) fraichement déchargée et couverte d’un film de carbone
troué. Cette grille a ensuite rapidement ¢été plongée dans 1’¢thane liquide refroidi par un
réfrigérant a I’azote liquide congu a I’ICS (Strasbourg). L’échantillon a ensuite été placé dans
un support réfrigéré Gatan 626 et transféré dans un cryo microscope électronique a transmission
FEI-Tecnai G2. Les observations ont été réalisées sous faible irradiation et les photographies

prises avec une caméra CDD a balayage lent Eagle 2k2k.
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3.1 Introduction — Etat de ’art

L’auto-assemblage de copolyméres amphiphiles en solution aqueuse conduit a de
nombreuses structures (voir partie 1.1). Parmi elles, les morphologies de type micellaire et
vesiculaire présentent un fort potentiel pour les applications de vectorisation, et de membranes
modéles qui imitent les systémes biologiques dans le cas des vésicules.!® L’utilisation de
copolyméres amphiphiles dont au moins un des blocs est un polypeptide apporte des degrés de
fonctionnalité supplémentaires. En effet, au contraire des polymeres synthétiques plus
conventionnels qui présentent souvent une conformation de chaine flexible, les polypeptides

peuvent adopter des conformations secondaires telles que les hélices-o ou les feuillets-p (figure

3.1).1% Certains polypeptides ont également des propriétés biofonctionnelles, comme la
96

polyarginine qui facilite I’internalisation cellulaire.

Figure 3.1. Représentation schématique des structures secondaires communément adoptées par
les polypeptides : a) chaine Gaussienne, b) hélice-a, et c) feuillet-p antiparalléle.1®®

Ces conformations secondaires conférent un caractere rigide au bloc peptidique, induisant une
forte anisotropie conformationelle qui accentue 1’incompatibilité entre les deux blocs de
I’amphiphile. Cela modifie la séparation de phase de ces copolymeres. Effectivement, a 1’effet
hydrophobe s’ajoute la tendance des blocs rigides a s’aligner en un empilement compact!®’
proche d’une phase cristal-liquide, stabilisée par des interactions intermoléculaires telles que
des liaisons hydrogénes ou du z-stacking. Ces interactions ont été modélisées par Renders et

al. a I’aide d’une interaction attractive de Maier-Saupe.'%

La structure secondaire des polypeptides dépend de leur environnement, ce qui donne
un caractere stimulable aux structures auto-assemblées et donc la capacité d’interagir avec des
milieux biologiques. Les polypeptides possédant un groupement ionisable, tels que le
poly(acide-L-glutamique) (PGA)!® ou la poly(L-Lysine) (PLys),?® sont sensibles au pH et
changent de conformation secondaire autour de leur pKa. En plus d’étre sensible au pH, la PLys

change de conformation secondaire en réponse a un changement de température : sous sa forme
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neutre, une transition d’une hélice-o. & un feuillet-B est observée quand on augmente la
température.?°: 292 |_a modification de polypeptides pour les rendre photosensibles ou réactifs

aux conditions d’oxydo-réduction a également été réalisée.?%

Le poly(acide-L-glutamique) est un polypeptide qui, en plus d’étre biocompatible,
change de conformation secondaire en réponse a une variation de pH. Sous sa forme chargée
(pH > pKa pga ~ 4,1) le polyélectrolyte est hydrophile et sa conformation varie d’une chaine
étirée dans un milieu de faible salinité a une conformation de chaine gaussienne quand les
charges des groupements carboxyliques sont écrantées. En revanche, sous sa forme neutre (pH

< pKa pca) le PGA adopte une conformation en hélice-a rigide.'*

Cette transition de la conformation secondaire autour du pKa a permis de créer de nombreuses
structures pH stimulables. Couplé avec des polyméres hydrophobes, il permet de former des
copolymeéres amphiphiles qui s’assemblent en vésicules ou micelles a pH > pKa pca (forme
chargée du PGA) en fonction du ratio entre les blocs hydrophiles / hydrophobes. Kukula et
al.?% ont ainsi montré qu’a pH = 6 le PBut27-b-PGAs4 forme des micelles, et que le PButss-b-
PGAss et le PButi19-b-PGA24 forment des vésicules. Ces morphologies sont conservées méme
aprés la diminution du pH et la transitions des chaines de PGA vers des hélices-a.1*° Une autre
étude publiée sur ces copolymeres a montré une diminution importante du rayon des vésicules
formées avec le PButs-b-PGA100 lors du changement de conformation secondaire du
polypeptide vers une hélice-a.2®® Cette manipulation de la taille des vésicules est possible
indépendamment de la force ionique du milieu, méme quand les charges du polyélectrolyte sont
complétement écrantées, et ce de maniére parfaitement réversible. Des études supplémentaires
ont montré que la stabilité de ces assemblages peut étre augmentée en réticulant partiellement
le bloc hydrophobe de PBut (via les doubles liaisons éthyléniques)**® ou la couronne hydrophile
de PGA (utilisation des groupements acide carboxyliques)?® et qu’il est possible de réaliser ces
assemblages avec d’autres blocs hydrophobes comme le poly(triméthyléne carbonate)
(PTMC)?, qui est biodégradable, ou le polystyréne (PS).2%

Ce type de systéme peut donc étre adapté pour servir de vecteur et délivrer des principes actifs
in vivo. Dans cette optique, Lin et al.?%® ont décrit la préparation par co-micellisation de micelles
avec un cceur hydrophobe de poly(oxyde de propyléne) (PPO) et une couronne de PEO et de
PGA melangés. En conditions extérieures acides, les chaines de PGA passent sous forme
d’hélice-a, entrainant une micro-séparation de phase dans la couronne des micelles et la

formation de canaux de PEO (figure 3.2). Ces derniers, qui relient le coeur hydrophobe de PPO
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au milieu extérieur, accélerent la libération des agents thérapeutiques encapsulés dans la

micelle.

" Drogue

pH basique ou neutre pH acide

Figure 3.2. Représentation schématique des structures supposées pour les micelles hybrides de
PGA-b-PPO-b-PGA/PEO-b-PPO en fonction du pH (adapté de 2°9),

Une stratégie pour améliorer le caractére stimulable des structures formées par auto-
assemblage est de coupler au PGA un second bloc lui aussi sensible a un stimulus externe. Le
copolypeptide PGA-b-PLys,'* dont chaque bloc peut changer de conformation secondaire en
fonction du pH, permet de former des vésicules a pH acides et basiques mais est soluble a pH
neutre (figure 3.3). En effet, a pH < pKa pca le bloc PLys est un polyélectrolyte cationique
soluble et le bloc PGA est en hélice-a ; a pH > (pKa pLys ~ 10,4) la conformation des blocs est
inversée ; et a pH neutre le copolypeptide est zwitterionique, les deux blocs sont des chaines
libres solubles. Dans ce systeme, qui est dit « schizophrénique », le changement de
conformation secondaire des blocs peptidiques est la force motrice de 1’auto-assemblage.

acid pH (<4) basic pH (>10)
Neutral pH (5<pH<9)

Figure 3.3. Représentation schématique de 1’auto-assemblage en vésicules du PGA1s-b-PLys15
en fonction du pH.

Un comportement similaire, mais dans les gammes de pH inverses, a été obtenu en couplant le
PGA a un bloc PDMAEMA 2! Des structures vésiculaires sont obtenues a pKa pca < pH < pKa
PDMAEMA Qrace aux interactions électrostatiques entre les deux blocs, et le retour sous une forme

non chargée d’un des deux blocs entraine la destruction des vésicules.
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Le couplage avec un bloc sensible a la température, tel que la jeffamine (poly[(oxyde
d’éthyléne)-stat-(oxyde de propyléne)], P(EOe-stat-PO2g)) ou le PPO, permet de former des
agrégats sensibles a la fois au pH et a la température.%: 211 Des micelles schizophréniques de
PNIPAMegs-b-PGA110 et PNIPAMss-b-PGA3s ont également été étudiées par différentes
équipes.*? 212 Ces copolyméres, qui sont solubles dans 1’eau a température ambiante et pH
éleve, forment des micelles ayant un coeur de PNIPAM et une couronne de PGA quand la
température du milieu dépasse la température limite de solubilité (LCST : Lower Critical
Solubility Temperature) du bloc PNIPAM (~ 32 — 38°C). Cela est dl a la transition de la chaine
PNIPAM de I’état hydraté vers I’état déshydraté. Au contraire, en conditions acides (pH < pKa
rca) et de température faible (T < LCST pnipam), le systéme s’auto-assemble sous forme de

micelles ayant un ceeur de PGA et une couronne de PNIPAM.

En plus de I’intérét évident que pourrait avoir de nouvelles vésicules utilisant le PGA
comme bloc hydrophile pour des applications de libération contrdlée de principe actifs,? ce type
de systéeme serait particulierement adapté pour améliorer la compréhension des phénomeénes
impliqués dans les processus de biominéralisation. Les biominéraux sont des matériaux
produits par une précipitation minérale au contact de matiéres organiques. Il est suspecté que
dans beaucoup de cas la phase inorganique, sous forme amorphe ou non précipitée, est
transportée jusqu’au site de minéralisation par des vésicules lipidiques.?! 2 En particulier,
lors de la minéralisation de la nacre, le carbonate de calcium pourrait précipiter en premier
comme phase amorphe dans des veésicules intracellulaires avant de cristalliser a proximité ou
en contact d’une matrice organique extracellulaire. Il est également possible que cette
minéralisation se produise via la précipitation du carbonate de calcium directement dans les

compartiments délimités par cet échafaudage organique (figure 3.4).2%°

Figure 3.4. A) Fracture verticale de la nacre montrant les tablettes d’aragonite insérées dans la
matrice organique. B) Matrice organique aprés dissolution des tablettes.?5

Les structures vésiculaires peuvent apporter ce confinement et servir de réacteur de

minéralisation (figure 3.5), comme cela a été prouvé lors d’expériences de précipitation de
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phosphate de calcium dans des vésicules de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA® et de carbonate

de calcium dans des vésicules de PDMS3,-g-PEO1,. ¥

A) & : B)

b3

" (“,y—“‘

—————1 500 nm 1 5000m

Figure 3.5. Images de microscopie électronique a transmission d’une vésicule de PMOXA-b-
PDMS-b-PMOXA encapsulant du phosphate apres A) une heure et B) 24 heures d’incubation
dans une solution de CaCl; en présence de I’ionophore U22324.15°

L’utilisation de vésicules polyméres pourrait également permettre d’étudier le role de la matrice
organique comme partenaire de nucléation, les surfaces des matrices organiques dans les
biominéraux étant souvent recouvertes de macromolécules acides.?'® 27 Les groupements acide
carboxylique du PGA présents en surface des vésicules pourraient ainsi intervenir dans les

processus de nucléation.®

Le poly(acide-L-glutamique) a donc été choisi en tant que bloc hydrophile pour la
synthese de nouveaux copolymeres amphiphiles car il permettrait, sous réserve de former des
morphologies vésiculaires par auto-assemblage, des utilisations en tant que micro- ou nano-
réacteur de minéralisation ou en tant que vecteur pH-sensible pour des application de

vectorisation de principes actifs.

Le PEO a également été selectionné pour former des structures équivalentes dont la charge de
surface est neutre et ainsi permettre d’étudier I’influence des charges de surface apportées par
les groupements carboxyliques sur les diverses applications. De plus, bien que ce polymere
hydrophile ne soit pas présent dans la nature, il est tres peu toxique et est largement utilisé dans
les applications de vectorisation. La PEGylation des liposomes, i.e. le recouvrement de leur
surface par des chaines de poly(éthylene glycol) (de méme nature chimique que le PEO mais
obtenues par une voie de synthése différente), améliore leur temps de circulation dans le sang.?!8
En effet, cela forme une couche hydratée autour de ces vecteurs qui diminue les interactions
non spécifiques avec les composants du sang (opsonisation) et leur permet ainsi d’échapper au
systéme immunitaire.” Ces propriétés « furtives », qui augmentent le temps de demi-vie des
particules, améliorent la probabilité que le principe actif atteigne son site d’action avant d’étre

reconnu comme étant un corps étranger et évacué du systeme sanguin. Par exemple, la
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PEGylation de liposomes encapsulant la drogue anti-tumorale Doxorubicine entraine un temps
de demi-vie huit fois plus élevée que pour des liposomes classiques.?*® Une conséquence directe
est la diminution de la fréquence d’administration du traitement, ce qui améliore la qualité de
vie des patients et diminue les colits du traitement. Il existe aussi des systémes basés sur 1’auto-
assemblage de copolyméres amphiphiles utilisant un bloc hydrophile de PEG.??° Ce sont
principalement des structures micellaires avec un cceur qui joue le rdle de réservoir pour
I’encapsulation, et une couronne dont la fonctionnalité chimique permet de controler le profil

pharmacocinétique et / ou conférer des propriétés de ciblage.?*

Le bloc hydrophobe retenu pour former les membranes est le PDMS car il est trés fluide a
tempeérature ambiante (sa température de transition vitreuse est Tg ~ -129°C). En effet, les
polymersomes sont en général tres peu perméables et il est nécessaire de contrdler la
perméabilité aux molécules d’intérét pour les applications de minéralisation et de vectorisation.
L’incorporation de protéines transmembranaires dans la membrane des polymersomes'*® ou
I’utilisation de transporteurs ioniques sont des moyens d’y parvenir.* Cela nécessite un bloc
hydrophobe extrémement flexible capable d’accepter les contraintes géomeétriques et
dynamiques qui vont de pair avec leur inclusion pour ne pas inhiber leur activité biologique
(voir partie 1.4.2.1). De plus, pour favoriser I’auto-assemblage sous forme lamellaire et étre en
mesure de comparer les résultats a ceux obtenus avec un copolymere commercial (PDMS22-g-
PEO12), I’architecture choisie pour la synthese des copolymeres est celle de copolymeéres

triblocs.
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3.2 Synthese des copolymeres triblocs

3.2.1 PGA-b-PDMS-b-PGA

Les PGA-b-PDMS-b-PGA ont éeté obtenus suite a la déprotection des groupements
benzyles de copolymeéres triblocs PBLG-b-PDMS-b-PBLG préparés via la polymérisation de
BLG-NCA par ouverture de cycle a partir d’un macro-amorceur HoN-PDMS-NH2 commercial.
L’utilisation d’amines primaires pour amorcer cette réaction est connue depuis longtemps et
permet de former des polypeptides de fort poids moléculaire.???> De plus, conduire cette
polymérisation dans un milieu réactionnel qui contient peu d’impuretés permet de palier au
faible contrble généralement observé et ainsi obtenir des copolyméres ayant une bonne

définition.??® La stratégie de synthése est représentée sur le schéma 3.1.
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(b) THF, 1,5 éq. KOH, 1 Jour

Schéma 3.1. Schéma réactionnel de la synthése des PGA-b-PDMS-b-PGA. L’étape (a) est la
polymérisation par ouverture de cycle des BLG-NCA et I’étape (b) la déprotection des
groupements benzyles par hydrolyse basique.

Le protocole expérimental suivi, décrit dans 1’annexe 3.5.1.1, a été¢ adapté a partir de celui décrit

dans la publication de Sanson et al.®* pour la préparation des PBLG-b-PDMS-b-PBLG et du
protocole de Rodriguez-Hernandez et al.** pour I’étape de clivage des groupements benzyles.

Les copolymeres obtenus suite a la polymérisation des BLG-NCA ont été caractérisés
en utilisant diverses méthodes d’analyses (des résultats sont présentés en annexe 3.5.1.2).
Malgré des difficultés pour solubiliser les copolyméres, différentes RMN tH ont mis en
évidence des signaux caractéristiques de chaque bloc. Le spectre obtenu en menant cette analyse

dans le DMSO-d6, qui est un bon solvant des blocs PBLG mais pas du PDMS, révéle un signal
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caractéristique du bloc hydrophobe (Si(CHz3)20, (6xDPppms)H, 8=0 ppm) et des signaux
caractéristiques des groupements benzyles portés par les polypeptides ((Ce¢Hs, (5xDPpeLc)H,
0=7,3 ppm) et (Bz-CH>-O, (2xDPpsLc)H, =5 ppm)). Une seconde analyse réalisée dans le
chloroforme-d, qui est un bon solvant du PDMS mais pas du PBLG, révele les mémes signaux
caractéristiques. Le degré de polymérisation DP total du PBLG, qui correspond au nombre de
monomeéres ayant réagi par macro-amorceur (deux fonctions amines), est calculé en utilisant
I’intégration des signaux caractéristiques du PBLG et du signal des protons de la chaine de
PDMS. L’intégration du signal (Si(CH3)20, 6=0 ppm) est fixée a (6xDPppms)H et trois valeurs
de DPpgLg sont calculées a partir de 1’intégration des autres signaux : les groupements benzyles
(CeHs, (5xDPpeLc)H, 6=7,3 ppm)pmso-ds €t les protons portés par les carbones en o des
groupements benzyles (Bz-CH»-O, (2xDPpgLc)H, 6=5 ppm)pmso-ds et cHciz-d- Le DP total retenu
est la moyenne de ces trois valeurs. Les résultats obtenus sont en bon accord avec les rapports
H2N-PDMS-NH2 / BLG-NCA introduits dans les milieux réactionnels (tableau 3.1).

Polymére synthétisé DP macro-amorcesr  DPpeiGtotaith  DP peLG tomalexp @ Rendement massique ®
PBLG12-b-PDMSs39-b-PBLG12 39 24 23,5 88,8 %
PBLGg-b-PDMS39-b-PBL Gy 39 18 17,9 81,1 %
PBLG19-b-PDMS39-b-PBLG1g 39 40 38,4 92,8 %
PBLG3s5-b-PDMSes-b-PBLG15 66 30 29,1 88,5 %
PBLG11-b-PDMSgs-b-PBLG11 66 20 22,9 80,7 %
PBLGg-b-PDMSgs-b-PBLGy 66 14 18,6 69,3 %
PBLG20-b-PDMSgs-b-PBL G20 66 40 40,3 56,2 %

Tableau 3.1. Caractéristiques des synthéses des copolymeres triblocs PBLG-b-PDMS-b-PBLG.
(@ Le degré de polymérisation DP total est calculé & partir des spectres obtenus par RMN *H.
(b) Le rendement massique correspond au rapport masse expérimentale / masse théorique suite a
I’étape de polymérisation.

Les copolymeres triblocs ont ensuite été caractérisés par chromatographie d’exclusion stérique
dans le DMSO. Les résultats montrent des distributions monomodales dont le temps de
rétention est plus court que celui mesuré pour des chaines d’homo-PBLG, ce qui semble
indiquer que la polymérisation des BLG-NCA par ouverture de cycle a bien été initiée par les
fonctions amines terminales des chaines de PDMS. 1l faut cependant étre prudent car il n’y a
pas eu de séparation des différents copolymeéres en fonction de leur masse car la gamme de
séparation de la colonne n’est pas adaptée (il n’a pas été possible de faire les analyses dans le

DMF ou le THF suite a des problemes de solubilité).
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Des analyses complémentaires par calorimétrie différentielle a balayage ont permis de
confirmer la structure de copolymére a blocs car les températures de transition vitreuses Tq
correspondant aux blocs PBLG (Tg reLc ~ 25°C) et PDMS (Tq poms ~ -129°C) ont pu étre

identifiées sur les thermogrammes.

Des difficultés expérimentales ont été rencontrées pour 1’étape de déprotection des
groupements benzyles. Au cours de I’hydrolyse basique le copolymeére perd sa solubilité, ce qui
peut compliquer la déprotection des groupements benzyles encore présents le long des chaines
de PGA-co-PBLG. De plus, les rendements massiques obtenus ont toujours été faibles (tableau
3.2) car le copolymere obtenu suite a 1’étape déprotection est tres collant. Beaucoup de produit

est perdu dans le ballon qui a servi pour I’hydrolyse et dans le boudin de dialyse.

Polymeére hydrolysé Rendement massique f hydrophile (Wt.%0) BLG résiduels @
PGA1,-b-PDMS35-b-PGAL 29.3% 51,8 % Non
PGAg-b-PDMS39-b-PGAg 24,1 % 44,6 % Non
PGAe-b-PDMS3e-b-PG A0 36,3 % 62,9 % Non
PGA15-b-PDMSes-b-PGAss 29,5 % 44,2 % Oui
PGA11-b-PDMSgs-b-PGA 21,0 % 36,8 % Oui
PGAg-b-PDMSes-b-PGA 8,5 % 32,2 % Oui
PG Azo-b-PDMSss-b-PG A 30,5 % 51,4 % Oui

Tableau 3.2. Rendements massiques des étapes de déprotection des groupements benzyles par
hydrolyse basique. ®La présence de groupements benzyles résiduels est mise en avant par un
épaulement correspondant aux bandes de transitions vibrationnelles des esters (v C=0, 1731 cm"~
1) sur les courbes de FTIR.

L’autre solution envisagée pour cette ¢tape a été 1’hydrogénation catalytique, comme décrit
dans le protocole de Sanson et al.%! Les meilleurs rendements massiques obtenus étaient du

méme ordre de grandeur qu’avec I’hydrolyse basique mais il n’a pas été possible de

complétement retirer le catalyseur de la fraction de copolymere récupérée (coloration foncée).

La grande différence de solubilité entre les deux types de blocs constitutifs de ce copolymere
n’a pas permis de mesurer directement le degré de polymérisation des blocs de PGA. On se
base donc sur les résultats obtenus pour les PBLG-b-PDMS-b-PBLG avant déprotection. Les
spectres d’absorption infra-rouge (annexe 3.5.1.3) montrent la disparition des bandes de
transitions vibrationnelles des esters a 1731 cm™ (v C=0) et a 1163 cm™ (v C-O) ainsi que
’apparition d’une bande carboxylate a 1405 cm™ (v COO"). Ces résultats suggérent que la
majorité des groupements benzyles ont été clivés lors de 1’hydrolyse basique (il reste parfois un

épaulement a 1731 cm™).
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3.2.2 PEO-b-PDMS-b-PEO

Ces copolymeres ont été préparés par couplage entre les PDMS diaminés et des chaines
de PEO fonctionnalisées NHS (le protocole expérimental est décrit en annexe 3.5.2.1). La

stratégie de synthese est présentée sur le schéma 3.2.
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Schéma 3.2. Schéma réactionnel du couplage entre un PDMS diaminé et les blocs de PEO-NHS
pour former les copolymeres triblocs PEO-b-PDMS-b-PEO.

Les spectres obtenus par RMN H dans le chloroforme-d sur les copolyméres aprés
couplage montrent des signaux caractéristiques des deux blocs, associés aux protons de la
chaine de PEO (CH2CH20, (4xDPpeo)H, & = 3,6 ppm) et a ceux de la chaine de PDMS
(Si(CH3)20, (6xDPppms)H, 6=0 ppm), et des signaux qui sont apparus pendant le couplage,
comme celui correspondant aux protons portés par les carbones en o des atomes d’azote qui
participent aux liaisons amides entre les blocs (CH.CHNHCO, 4H, 6=3,12 ppm, annexe
3.5.2.2). L’apparition de ce signal est due a la transformation des groupements amines du
PDMS diaminé en groupements amides lors du couplage ; ces protons sont ceux qui étaient
portés par le carbone en a des groupements amines (CH.CH2NHa, 4H, 6=2,6 ppm) avant le
couplage. La disparition compléte du signal des amines couplé a la présence des signaux relatifs
aux deux blocs indique que toutes les fonctions amines ont réagi avec un PEO-NHS. Les
analyses par GPC dans le THF mettent en évidence une seule population, tous les réactifs non
consommeés ont donc été éliminés lors de la dialyse. Deux copolyméres, avec un bloc

hydrophobe de masse différente, ont été préparés (Tableau 3.3).

Polymeére Rendement massique Mn (g.mol?) PDI @ f hydrophile (Wt.%0)
PEO;7-b-PDMSgs-b-PEQ;7 93,7 % 4740 1,24 34,1 %
PEO17-b-PDMSgs-b-PEQO17 83,8 % 6740 1,26 23,4 %

Tableau 3.3. Caractéristiques des synthéses et des copolyméres triblocs PEO-b-PDMS-b-PEO.
@L’indice de polydispersité des copolyméres a été extrait des résultats de GPC.
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3.3 Etude de I’auto-assemblage

Les copolymeres désirés ayant été préparés avec succes, I’objectif a été de former des
vesicules unilamellaires a différentes échelles, et ce de facon quantitative et reproductible.
Differentes méthodes ont ainsi été employées, les résultats obtenus sont présentés dans la partie

suivante.

3.3.1 PGA-b-PDMS-b-PGA

Les structures formées par ces copolymeéres devant entre autre servir de réacteur de
minéralisation, nous avons cherché a former des polymersomes géants pour permettre les

observations directes en microscopie optique.

3.3.1.1 Solubilisation directe

Les premiers essais de formation ont été faits par solubilisation directe de ces
copolymeéres dans une solution aqueuse a pH = 11 afin que les groupements acides
carboxyliques des chaines de PGA soient déprotonés. Les analyses par diffusion dynamique de
la lumiére n’ont pas montré de particules en solution pour les copolymeres triblocs formés avec
le PDMS de poids moléculaire le plus ¢levé, bien qu’ils présentent les fractions hydrophiles f
les plus adaptées selon les prédictions de morphologie obtenues par auto-assemblage.® 1l est
possible que ces copolymeéres, trés collants, ne se soient pas bien dispersés dans la solution et
aient adhéré aux parois des flacons utilisés pour les essais. Le PGA12-b-PDMS39-b-PGA12, dont
le bloc hydrophobe a une masse molaire plus faible, a permis de former de nombreux agrégats

en solution aqueuse a pH = 11.

La dissolution directe suivie d’une heure d’agitation a Tambiante CONduit a la formation de deux
populations : des objets d’environ 200 nm de diamétre et de grosses particules. Une fraction de
la solution, filtrée a 450 um et sprayée sur une grille de TEM, a révélé de petits objets qui
ressemblent a des structures veésiculaires (figure 3.6.A). Cependant, les tailles observées sont

plus petites que ce qu’indiquent les résultats de DLS.
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Figure 3.6. Objets obtenus par solubilisation directe du PGA12-b-PDMS39-b-PGA;2 dans une
solution aqueuse a pH = 11. A) Images de TEM obtenues sur un échantillon filtré a 450 um. B)
Photographies de microscopie optique en mode DIC (les fleches noires pointent vers des
vésicules vraisemblablement multilamellaires).

La solution non filtrée a été observée en microscopie optique pour déterminer la structure des
agrégats de grande taille. Les images figure 3.6.B) ont été prises en mode DIC qui permet de
visualiser le gradient de contraste de phase, dans le cas présent la membrane des vésicules. La
majeure partie des agrégats observés sont des objets pleins, mais il y a également quelques
vésicules (semblent multilamellaires). Bien que cela prouve que le PGA12-b-PDMS39-b-PGA 12
permet de former des membranes, cette méthode n’est pas adaptée pour former des vésicules

unilamellaires géantes en grande quantité et de maniére reproductible.

3.3.1.2 Electroformation

Avant d’utiliser cette technique, qui favorise la formation de vésicules géantes
unilamellaires (voir partie 1.2.3.1), la principale difficulté rencontrée pour tous les PGA-b-
PDMS-b-PGA a été leur solubilisation. En effet, les deux types de blocs de ces copolymeres
présentent des solubilités trés différentes et il est difficile de trouver un solvant commun. Leur
solubilisation est une étape obligatoire car ce procédé de formation nécessite une solution de
copolymere comme point de départ pour former des films.
De nombreux solvants et mélanges de solvants ont été utilisés pour essayer de solubiliser ces
copolymeéres : DMSO, THF, Butanone, Diméthylacétamide, Dioxane, Toluéne, N-méthyl-2-
pyrrolidone (NMP), THF/MeOH (différentes proportions). Seul un mélange NMP / Ethanol /
Chloroforme (3/1/1), la NMP permettant de solubiliser de nombreux polypeptides et le
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chloroforme le PDMS, a permis de solubiliser les PGA12-b-PDMS39-b-PGA12 et PGAg-b-
PDMS39-b-PGAg. Par conséquent, seuls ces deux copolymeres ont pu étre utilisés pour ces

experiences.

Le montage expérimental utilisé a été développé au LIONS. Les électrodes utilisées, sur
lesquelles les films de polymere sont déposés, sont deux lames de verre recouvertes d’une
couche transparente et conductrice d’ITO (Indium Tin Oxide, In203/Sn0O>). L’étanchéité de la
cellule d’¢électroformation, qui permet d’éviter tous les problémes d’évaporation de solvant
quand la procédure d’¢électroformation est longue, est assurée par un joint en PDMS d’environ
1 mm d’épaisseur placé entre les deux électrodes. Ce méme joint permet de créer la chambre
d’¢lectroformation. L’ensemble est maintenu en place sur un bati qui s’adapte a la platine d’un
microscope droit (figure 3.7.A), permettant ainsi I’observation de la croissance des vésicules
pendant la procédure d’électroformation. Une fois la chambre d’électroformation scellée, la
solution d’¢électroformation est injectée a I’intérieur a 1’aide d’une seringue et d’une aiguille.

Le générateur est connecté aux lames d’ITO a 1’aide de pinces crocodiles (figure 3.7.B).

Film de polymeére Vésicule

N/
- — El O o JOI N

f\ Espaceur en

0/[ PDMS
Lame de verre recouverte d’IT

Figure 3.7. A) Montage expérimental permettant de faire 1’électroformation. B) Schéma de
principe d’une expérience d’électroformation.

Les films de copolymeére sont préparés sur les faces ITO des électrodes avant de sceller
la chambre d’électroformation. La technique la plus couramment utilisée est le Spin-coating
afin d’obtenir un film le plus homogéne possible.*® Cependant, elle nécessite une quantité de
solution relativement importante pour couvrir 1’ensemble de la surface et les essais realisés
n’ont pas donné de bons résultats (uniquement quelques marques sur les lames). La méthode
retenue pour faire les films de PGA-b-PDMS-b-PGA est le dépdt de gouttes : 50 L de solution
sont déposes sur chaque lame et étalés en utilisant I’aiguille de la seringue. Le mélange de
solvants contenant une majorité de NMP, trés peu volatile (température d’ébullition de 202 —

204 °C), il faut ensuite laisser sécher pendant au moins 24 heures sous vide dynamique.
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Figure 3.8. Films de PGAy-b-PDMS39-b-PGAg préparé par dépdt de gouttes et séchage sous vide
dynamique pendant 24 heures.
Les films obtenus (figure 3.8) ne semblent pas avoir une épaisseur homogene mais apres de
nombreuses électroformations, il apparait que cela facilite parfois la formation de vésicules. La
cellule d’¢électroformation a été remplie avec une solution de soude a pH = 11 et le signal
appliqué pour ces systémes est, typiquement, un signal sinusoidal d’amplitude 3 V et de
fréquence 10 Hz (il ne faut pas dépasser 4 V sous peine de dégrader la couche d’ITO).

Pour les deux polymeéres solubilisés, on observe la présence de quelques vésicules apres
24 heures d’¢lectroformation. Elles apparaissent trés souvent le long de rayures sur le film de
polymére, confirmant que la présence de défauts facilite la formation (figure 3.9). Il n’y a pas

de bénéfices a laisser 1’électroformation se poursuivre plus longtemps, il y a toujours peu de

vésicules apres une journée supplémentaire.

Figure 3.9. Photographie (contraste de phase, grossissement x20) de vésicules de PGA12-b-
PDMS39-b-PGA1; aprés 24 heures d’électroformation.

L’obstacle rencontré a été de récupérer ces vésicules. En effet, il y en a trés peu et elles semblent
encore attachées au film de polymeére pendant leur croissance. Bien que les précautions usuelles
aient ete prises pour faciliter leur détachement (appliquer un signal carré de faible fréquence
pendant une demi-heure, faire circuler trés doucement des petites bulles piégées dans la
chambre d’électroformation le long des lames, récupérer la solution avec une aiguille aussi
grosse que possible sur une petite seringue pour minimiser le cisaillement), il n’a pas été
possible de retrouver des vésicules en solution suite a la récupération de la solution

d’électroformation.

Les deux méthodes utilisées ont permis de prouver qu’une partie des PGA-b-PDMS-b-
PGA synthétisés permettent de former des vésicules géantes, mais se sont révélées inadaptées
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pour les former sélectivement et en grande quantité. D’autre solutions existent, telle que la

microfluidique, mais n’ont pas pu étre explorées au cours de ce travail.

3.3.2 PEO-b-PDMS-b-PEO

Des vésicules de deux échelles de taille ont été formées avec ces copolymeéres. Le
premier objectif était de former des vésicules géantes pour étre en mesure de les observer en
microscopie optique. Le second objectif était d’obtenir des vésicules a I’échelle nanométrique

pour étudier I’influence de la taille sur leur comportement en conditions de choc osmotique.

3.3.2.1 Formation de vésicules géantes

La procédure d’¢lectroformation a été retenue pour la formation de vésicules géantes
afin de maximiser les chances d’obtenir des membranes unilamellaires.*® La formation des
films sur les lames d’ITO est une étape importante. Ils sont formés de la méme maniére que les
films de PGA-b-PDMS-b-PGA (dép6t de gouttes), a partir d’une solution 2 Img/mL dans un
mélange 80 % chloroforme / 20 % méthanol. Bien que cette méthode ait un caractére plus
aléatoire concernant la qualité des films préparés, il n’a pas été possible de trouver des
conditions de spin-coating qui, a terme, soient plus favorables a la formation de vésicules
géantes. De plus, les défauts dans le film semblent faciliter leur apparition. La formation de
vésicules est inhibée quand il n’y a pas de méthanol dans le mélange de solvants car les films

obtenus sont de mauvaise qualité (démouillage de la solution sur les lames d’ITO).

Pour les électroformations dans les milieux aqueux sans espéces chargées
(sucrose/glucose), I’apparition de vésicules se fait aux alentours d’une dizaine de minutes apres
le début de la formation (signal sinusoidal, 10 Hz, 2 V pour le PEO17-b-PDMSeg6-b-PEO17/ 4 V
pour le PEO17-b-PDMSg39-b-PEQO17). Il n’y a des vésicules que sur certaines zones des lames
d’ITO (inhomogénéité des films due a la méthode de préparation) et leur taille, qui augmente
généralement pendant deux heures, peut aller jusqu’a 80 um (figure 3.10).

A) B)

Figure 3.10. Electroformation dans une solution de glucose 0,1 M pour A) le PEO17-b-PDMSsgs-
b-PEO;:7 (contraste de phase) et B) le PEO17-b-PDMS39-b-PEO;7 (DIC).
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Il est beaucoup plus difficile de former et récupérer des vésicules geantes avec le copolymére
ayant le bloc hydrophobe le plus court. Il s’est avéré que c’est en réalité 1ié a sa fraction
hydrophile f qui n’est pas bien adaptée a la formation de membranes. En revanche, les vésicules
géantes de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 sont assez facilement récupérées.

L’¢électroformation en présence de sels, réputée plus difficile, a seulement nécessité des
temps de formation plus longs (~17h — 20h) avec une amplitude du signal Iégerement plus
élevée (3V). Cependant, on trouve plus de vesicules multilamellaires dans ce type de milieu de
formation (figure 3.11.B).

A)

Figure 3.11. Electroformation de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 dans une solution de NaHCO3; a 20
mM. Vésicules A) unilamellaires et B) multilamellaires détachées des lames d’ITO aprés 21h30
d’électroformation.

La formation a température élevée (45°C), avec des lipides dont la température de transition
coopérative Tm est supérieure a Tampiante, & €lle aussi bien fonctionné pour ce copolymére.

3.3.2.2 Formation de vésicules nanométriques
Les essais de formation avec les méthodes de solubilisation directe, de réhydratation de
film et de nanopreécipitation ont conduit a des objets d’une vingtaine de nanométres de diamétre,
vraisemblablement des micelles au vu de leur taille. Les vésicules nanométriques de PEO-b-
PDMS-b-PEO ont pu étre préparées via un procédé d’émulsion double - évaporation (figure
3.12).%! De maniére concréte, ce protocole se décompose en trois étapes qui sont les suivantes :
- A) une émulsion W/O (eau dans huile), stabilisee par le copolymeére tribloc, est préparée
a I’aide d’une sonde a ultrason (20 pL de solution aqueuse dans 200 uL de solution de
polymere a 46 mg/mL dans le chloroforme).
- B) cette émulsion, qui n’est pas stable, est immédiatement transférée dans un grand
volume de solution aqueuse (900 pL, dans un Eppendorf).
- C) le mélange est remis sous ultrasons pour former une émulsion double (W/O)/W. Le
volume total étant faible, sa température augmente rapidement. Cela permet au

chloroforme de s’évaporer et entraine 1’apparition de structures vésiculaires (D).
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A B) C) D)
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Figure 3.12. Représentation schématique de la méthode de double émulsion — évaporation : A)
formation de 1’émulsion directe et B) introduction de cette émulsion dans un volume d’eau pour
C) former 1’émulsion double. D) L’évaporation du chloroforme entraine la formation de
vésicules.

Les vésicules obtenues suite a ce procédé sont potentiellement multilamellaires. L’étape
d’extrusion a travers deux membranes en polycarbonate dont la taille des pores est de 100 nm

(19 passages) permet d’homogénéiser la taille des vésicules mais également de s’assurer qu’une

grande majorité d’entre elles deviennent unilamellaires.??*
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Figure 3.13. Analyse par diffusion de la lumiere multi-angles des agrégats obtenus par émulsion
double — évaporation et extrusion en utilisant A) le PEO17-b-PDMS39-b-PEO17 et B) le PEO17-b-
PDMSegs-b-PEQO17. Les graphes de gauche sont les représentations de Guinier qui permettent de
déterminer le rayon de giration Ry. Les graphes de droite représentent 1’évolution du taux de
décroissance en fonction du vecteur d’onde au carré, ce qui permet de calculer la valeur du rayon
hydrodynamique Ry.
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Les structures ainsi formées ont été caractérisées par diffusion statique et dynamique de
la lumiére afin d’avoir une premiére validation de leur morphologie : les mesures des rayons
hydrodynamiques et de giration de ces objets permettent de calculer les rapports Rg/Rn (figure
3.13). Les valeurs obtenues sont proches de 1, ce qui est caractéristique de sphéres creuses et

suggeére des morphologies vésiculaires.??

Une étude complémentaire par diffusion dynamique de la lumiére a été menée sur les
structures formées avec le PEO17-b-PDMS39-b-PEQO17 pour déterminer la stabilité des nano-
vésicules dans le temps (figure 3.14). Il apparait qu’a température ambiante ces objets ne sont
pas stables, leur rayon hydrodynamique augmentant rapidement deux jours apres 1’extrusion. Il
est possible de garder des tailles stables sur plus d’une semaine en les stockant au réfrigérateur,
ce qui est suffisant pour mener diverses séries d’expériences sur ces nano-vésicules.
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Figure 3.14. Stabilité des objets formés avec le PEO17-b-PDMS39-b-PEQ;7 dans le temps.

3.3.3 Autres copolymeéres

Deux copolymeéres commerciaux ont également éte utilisés au cours de ces travaux de
these : le PDMS;2-g-PEO12 (comportant statistiquement deux greffons de PEO) et le PButss-b-
PEOso. Le protocole d’électroformation utilisé pour la formation de vésicules geéantes
unilamellaires est le méme que celui décrit pour le PEO17-b-PDMSee-b-PEO17 et a permis
d’avoir de nombreuses vésicules sur I’ensemble des lames d’ITO. Des vésicules nanométriques
de PButss-b-PEO3p ont été obtenues avec la technique d’émulsion double - évaporation décrite
partie 3.3.2.2 et les vésicules de PDMS2,-g-PEQO12 se forment spontanément en mélangeant le
copolymére avec une solution aqueuse sous agitation (2 heures a 250 tour/minute). Ces

vesicules ont également été extrudees 19 fois a travers des membranes de 0,1 pum.
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3.4 Conclusion

Les différents copolyméres amphiphiles triblocs avec des polypeptides poly(acide-L-
glutamique) comme composants hydrophiles ont été synthétisés avec succes. Les
caracterisations, meneées sur les intermédiaires PBLG-b-PDMS-b-PBLG, confirment que les
degrés de polymérisation visés ont été atteints. Bien que les rendements massiques des
hydrolyses basiques soient faibles, les analyses en FTIR prouvent le succés de la déprotection

des groupements benzyles.

La mise en ceuvre de ces copolymeéres s’est avérée difficile. Seul deux d’entre eux ont pu étre
solubilisés dans un mélange NMP / Chloroforme / Ethanol (3/1/1), ce qui a permis de préparer
des films pour tester le protocole d’électroformation. Des vésicules géantes en formation ont
bien été observées, cependant il n’a pas été possible de les sortir indemnes de la cellule

d’électroformation.

D’autres méthodes, telles que la microfluidique, devraient permettre de former des vésicules
géantes unilamellaires en s’affranchissant des problémes liés a leur récupération. En effet, la
solution de formation est récupérée en continu en sortie de la puce dans laquelle les vésicules
sont assemblées. Il n’a malheureusement pas été possible d’essayer cette méthode au cours de

ces travaux.

Les synthéses des PEO-b-PDMS-b-PEO ont trés bien marché. La méthode privilégiée
pour former des vésicules géantes avec ce systeéme est 1’¢lectroformation, les films ayant été
prépares par dépdt de gouttes sur les électrodes d’ITO. 1l s’est avéré difficile d’obtenir des
vésicules géantes unilamellaires avec le copolymeére dont la fraction hydrophile f est proche de
34 % (bloc hydrophobe de faible masse molaire). En revanche, cette technique donne de bons
résultats avec le PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17, méme en présence de sels dans la solution

d’électroformation.

Des assemblages de taille nanométrique ont également été préparés en utilisant une méthode
d’émulsion double — évaporation / extrusion. Les caractérisations par diffusion de la lumiere

multi-angles semblent indiquer que les objets en solution sont de morphologie vésiculaire.

Finalement, des vésicules géantes et nanométriques de PDMS,-g-PEQO12 et de PButss-
b-PEO30 ont été préparées. Les méthodes utilisées pour les copolymeres triblocs de PEO-b-
PDMS-b-PEO se sont avérées parfaitement efficaces pour former des assemblages

supramoléculaires avec ces copolyméres commerciaux.
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3.5 Annexes

3.5.1 Synthese des PGA-b-PDMS-b-PGA

3.5.1.1 Protocole de synthése

La quantité de BLG-NCA utilisée par rapport a la quantité de macro-amorceur permet
de contréler la longueur finale des chaines de PBLG. La polymérisation est faite dans du
dichlorométhane cryo-distillé pour éviter au maximum les impuretés et toute la verrerie utilisee

lors de la réaction est préalablement flammeée et sous vide.
Préparation des macro-amorceurs par extraction liquide-liquide :

Mélanger une solution de HoN-PDMS-NH: dans le cyclohexane (1mg/20mL) & un volume
équivalent de solution d’hydrogénocarbonate de sodium NaHCOs 0,1 M dans une bouteille
Schott (bouchon PP) toute la nuit a 250 tr/min. Récupérer la phase organique, la sécher sur
MgSOs puis la filtrer. Retirer autant de cyclohexane que possible a I’évaporateur rotatif puis
sous vide. Transférer le macro-amorceur dans un ballon bicol (fermé par un bouchon rotaflo et

un septum) et le lyophiliser pour retirer les derniéres traces de solvant et d’eau.
Polymérisation des BLG-NCA par ouverture de cycle :

Mettre la quantité de monomere nécessaire dans un second ballon bicol, également fermé avec
un bouchon rotaflo et un septum. Ajouter le CH2Cl> dans les ballons contenant le macro-
amorceur (6 mL pour 1g) et le monomeére (20 mL pour 1,2g) aprées avoir mis la connexion sous
vide et I’avoir flammée. Laisser sous agitation jusqu’a ce que tout soit solubilis¢. Transférer la
solution de BLG-NCA dans le ballon contenant I’amorceur a 1’aide d’une canule (pousser
gentiment avec de ’azote) puis remettre le ballon contenant le milieu réactionnel sous vide
statique (retirer 1’azote). Laisser sous agitation pendant 4 jours. Pour récupérer le copolymere
formé, faire évaporer la majeure partie du solvant sous flux d’azote puis faire précipiter goutte
a goutte la solution de copolymeére concentrée dans du diéthyléther froid (sous agitation).
Récupérer et laver plusieurs fois le copolymeére avec du diéthyléther propre. Faire sécher sous

vide dynamique a 40°C toute une nuit.
Déprotection des groupements benzyles par hydrolyse basique :

Solubiliser le copolymere dans du THF a 20 mg/mL (passer au bain a ultrasons). Ajouter de la
potasse a 5M de maniére a avoir 1,5 équivalent par groupement BLG et laisser sous agitation a
température ambiante pour la nuit. Faire évaporer autant de THF que possible a 1’évaporateur

rotatif, ajouter un petit peu d’eau MilliQ puis acidifier le milieu jusqu’a pH = 3 en utilisant une
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solution d’acide chlorhydrique a 0,1M. Laisser s’équilibrer pendant un quart d’heure environ
avant de transférer dans un boudin de dialyse (MWCO 3500 Da). Apres deux jours de dialyse,

récupérer la solution et la lyophiliser pour enlever toute 1’eau.

3.5.1.2 Caractérisation des copolymeres PBLG-b-PDMS-b-PBLG

Le degré de polymeérisation DP des chaines de PBLG a été calculé a partir de
I’intégration des signaux de RMN H en utilisant le bloc hydrophobe comme référence (figure
3.15). Les analyses ont été faites a 15 mg/mL dans deux solvants différents : le DMSO-d6 qui
est un bon solvant des blocs PBLG (mais pas du PDMS, il faut passer 1’échantillon 30 min au
bain a ultrason a 50°C juste avant I’analyse) et le chloroforme-d qui est un bon solvant du
PDMS (mais pas du PBLG, normalement du TFA est ajouté pour désagréger 1’hélice-o mais
cela hydrolyse le PDMS).

(b)

o ° o o
| ‘ Ry (b)
[
)\\ a ‘ A
A w
[\ \ ,‘N \\ ” \‘ Lia fl“w\a J
| s/ MU AU\ ML WU
7 4 3 2 1

..........................................................................................................................

RMN 'H CHCI, N » RMN 'H DMSO
Figure 3.15. Spectres RMN 'H du PBLG;2-b-PDMS39-b-PBLG3, dans le chloroforme-d et le

DMSO-d6. Les signaux surlignés sont ceux dont 1’intégration est utilisée pour calculer le degré
de polymérisation du PBLG.

Le degré de polymérisation total est calculé a partir de I’intégration des signaux caractéristiques

H H H .y
des groupements benzyles : DP;,; = ( bC;C““ + bDZf‘“O + CD;”’SO)/S en ayant fixé H, =

6 DPppus - On ne peut pas utiliser le signal des groupements benzyles quand 1’analyse est faite

dans le chloroforme-d car il est confondu avec le signal du solvant.

Les analyses GPC ont été faites a 10 mg/mL dans le DMSO a chaud en utilisant du
toluéne comme flow marqueur. Les échantillons sont passés une demi-heure au bain a ultrasons
a 50°C juste avant I’injection. Les distributions obtenues sont monomodales, il ne semble y

avoir qu’une seule population (figure 3.16).
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Figure 3.16. Courbes GPC (DMSO) obtenues pour trois copolymeres PBLG-b-PDMS-b-PBLG
(lignes) ainsi que pour deux homopolyméres PBLG (pointillés).

Le temps de rétention est le méme pour les trois copolyméres PBLG-b-PDMS-b-PBLG car la
gamme de séparation de la colonne n’est pas adaptée. Le méme phénomene est observeé pour

des homo-PBLG, il n’y a pas de séparation entre les deux polymeéres.

La structure de copolymere a blocs a été confirmée par les analyses en DSC : on mesure
les deux températures de transition vitreuse Tq caractéristiques de chaque bloc sur les
thermogrammes (figure 3.17). De plus, on peut observer un pic endothermique & 84°C qui

correspond  la transition d’une structure en hélice-a 7/2 a une hélice-o. 18/5.2%

-504

=)
% -1504 Tg PDMS Tg PBLG
; /—129.3 °C 254 °C
o \
o
5 e N
I T

-250 1 Transition de I'hélice-a

H'*&‘ZZ a18/5
83,2°C
-350 T T T - .
-150 -100 -50 0 50 100 150

Temperature (°C)

Figure 3.17. Thermogramme du PBLG12-b-PDMS39-b-PBLG12 mesuré lors de la seconde chauffe.

3.5.1.3 Caractérisation des copolymeres PGA-b-PDMS-b-PGA
L’efficacité de I’hydrolyse basique pour cliver les groupements benzyles a été vérifice

en suivant la disparition des bandes de transitions vibrationnelles des esters a 1731 cm™ (v C=0)
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eta 1163 cm™ (v C-0O). On constate également 1’apparition d’une bande carboxylate a 1405 cm™

1 (v COO") qui confirme le succes de la déprotection (figure 3.18).
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Figure 3.18. FTIR du PGAi12-b-PDMS39-b-PGA1, avant et aprés hydrolyse basique pour le
clivage des groupements benzyles.

Cependant, il y a un épaulement sur les courbes de FTIR des copolymeéres préparés avec le bloc
hydrophobe de 5000 g/mol (non montrées). Il reste probablement quelques groupements

benzyles sur les chaines de PGA.
3.5.2 Synthése des PEO-b-PDMS-b-PEO

3.5.2.1 Protocole de synthése

Préparer le ballon contenant le HoN-PDMS-NH> comme décrit dans le protocole de
synthese des PGA-b-PDMS-b-PGA, excepté pour la concentration massique qui est ici 100
mg/mL. Mettre la quantité de PEO-NHS nécessaire (1,2 équivalent par fonction amine du
PDMS diaminé) dans un second ballon bicol fermé par un bouchon rotaflo et un septum. Pour
solubiliser les PEO-NHS, préparer une solution de DIPEA avec le CH2Cl; cryo-distillé de fagon
a avoir 1 équivalent DIPEA pour chaque fonction amine du PDMS diaminé. Introduire la
solution de DIPEA dans le ballon qui contient les PEO-NHS a I’aide d’une seringue et laisser
sous agitation le temps que les réactifs soient solubilisés. Transférer la solution de PEO-NHS
dans le ballon contenant le HoN-PDMS-NH; a I’aide d’une canule ou d’une seringue (en
fonction du volume). Laisser sous agitation 24 heures. Pour récupérer le copolymeére formé,
faire évaporer autant de solvant que possible sous flux d’azote puis ajouter de I’eau MilliQ dans
le ballon. Une fois le polymeére re-dispersé dans 1’eau, transférer le contenu du ballon dans un
boudin de dialyse (MWCO 50 kDa). Aprés deux jours de dialyse, récupérer la solution et la

lyophiliser pour enlever toute I’eau.
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3.5.2.2 Caractérisation des copolymeres

Le succes du couplage entre les deux blocs a été vérifié par RMN *H (figure 3.19).

A) e
1 (4
) d
I 1
A‘J AV ) \\_ e, —
2)
.__Lj' " N .JhL. .

d ,’A" -

3) K
(l:l It a
r K b o |
;8 { N e
! Il T f
e J \JJ.'-\!‘ _lill. ’, ..)]\ p— //\ _.r“‘\ — ,w‘ S JLM I-uL
T T T T T T T I T T [ T T | T T T 1 T T T
4 3 2 1 -0 [ppm]
B)
1) oL a
o]
[¢] d N - N a
/ \L/\OJ’ D/
d m b
e} o]
2)
e}
HZN/\/\% \:Si NH,

3)

Figure 3.19. A) Spectres RMN *H du (1) PEO17-NHS, (2) du H,N-PDMS39-NH; et (3) du PEO;7-
b-PDMS39-b-PEO17 récupéré apres dialyse. Les pointillés verts montrent la disparition du signal
correspondant aux protons portés par le carbone en o des groupements amines et 1’apparition
d’un signal correspondant aux protons portés par le carbone en position a des groupements
amides. B) Molécules correspondantes avec ’attribution des signaux observés sur les spectres

RMN 1H.
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Le signal correspondant aux protons portés par les carbones en o des groupements amines a été
décalé car les amines sont transformées en amides au cours de la réaction. Tous les groupements
amines ont donc été consommes au cours de la réaction.

Les analyses par chromatographie d’exclusion stérique dans le THF prouvent qu’il ne
reste pas de blocs PEO-NHS n’ayant pas réagi (figure 3.20), I’¢tape de dialyse a permis de les
éliminer. L’indice de polymolécularité des copolymeéres synthétisés a été déterminé par cette

technique.
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Figure 3.20. Courbes GPC (THF) obtenues pour les deux PEO-b-PDMS-b-PEO ainsi que pour le
PEO-NHS.

I1 n’a pas été possible d’obtenir le signal caractéristique des PDMS diaminés avant réaction car
I’indice de réfraction du PDMS est trés proche de celui du THF, on ne le détecte donc pas en

sortie de colonne.
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4 Modification de la perméabilité des vésicules

Sommaire Chapitre 4

4.1  Formation de vésicules hybrides polymere / lipide ..........cccooeiiiiiiiiiienciieiee 126
4.1.1  PEO17-b-PDMSge-D-PEO17 / DPPC.......coiiiiiiiiiiesieee e 126
4.1.2  PEO17-b-PDMSgs-D-PEO17 / POPC.....coiiiiiiiiieciciseeee e 132

4.2  Mesures du coefficient de perméabilité a I’€au ..........ccocvevviiiiiiiiiiiiiicccs 135
4.2.1  PrinCipe de [a MESUIE........ccveiiiiie ettt sraenre s 135
4.2.2  Validation du protocole eXpérimental .............cccooerireiireniieiineneee e 137

4.2.2.1  Suivi temporel de I’évolution d’une vésicule...........cccoovvriiiiiiiniiciininnnn. 137

4.2.2.2 Détermination du coefficient de perméabilité a I’eau lors du gonflement 140

4.2.2.3 Détermination du coefficient de perméabilité a I’eau lors du retour a la taille

initiale 143

4.2.3  Perméabilité a I’eau des vésicules hybrides ..........ccceviiiiiiiiiiiieniiieciic e 144
4231  Vésicules de PEO17-b-PDMSg6-D-PEO17 .....ccveviviiiiiiiiciieic 144
4.2.3.2  Vésicules hybrides 75% PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 / 25% DPPC .......... 146
4.2.3.3  Vésicules hybrides PEO17-b-PDMSge-b-PEQO17 / POPC.......cocvrviiiiee 148

4.3  Expérience de mineraliSation...........cccoovviiriieiieieie e 150

4.3.1  Précipitation intravésiculaire de CaCO3.......cccccvvieriverieiieiiesnee e 150

4.3.2  Perméabilité naturelle de la membrane aux especes ioniqUES...........ccccervevenne.. 151

4.3.3  Ajout d’ionophore via la solution d’ions calcium .........ccccevereieriesiinieniininnns 152

4.3.4  Incorporation d’ionophore dans les membranes lors de la formation .............. 154

A4 CONCIUSION ..ottt b e 158
A5 ANNEXES .ottt 159

45.1 Hybrides PEO17-b-PDMSge-b-PEO17 / DPPC ..o 159

45.2  Hybrides PEO17-b-PDMSg6-b-PEO17 / POPC ..ot 160

45.3  Reconstruction volumique « 2D » VS. € 3D »...ccccvririiiniiiiiienie s 161

123



Chapitre 4

4.5.4  FOICES BlaStiQUES .......coveeiiitieite ettt ettt te e re et saaena s 162
455  Calcul de la perméabilité avec les forces élastiques ..........ccoevvevevieereciesieennns 163
456  Défauts de préparation des VESICUIES .........ccceveiereiiieeieeiieie e 164
45.7  Perméabilité aux espéces ioniques — expérience qualitative.............cccccevvennne 165
45.8  Incorporation de calcimycine dans les membranes............ccccoveveninienininnenn 166

124



Modification de la perméabilité des veésicules

Le contr6le des propriétés des membranes vésiculaires est un domaine de recherche
étendu, de nombreuses applications nécessitant a la fois une membrane mécaniquement
résistante et des perméabilités élevées a des composes specifiques. L’utilisation d’un bloc
sensible & un stimulus externe (pH, température, lumiére, conditions redox) permet de libérer
le contenu encapsulé dans les vésicules en déstabilisant leurs membranes, mais conduit souvent
a une perte de la morphologie.> 2 26 Différentes stratégies ont été développées pour conserver
I’intégrité de la structure vésiculaire. Il est par exemple possible de créer des sites de fuite dans
des membranes réticulées'*® 1 ou de reconstituer des protéines transmembranaires, qui vont
former des canaux, dans la membrane des vésicules.3* 146 Une alternative est la formulation de
la membrane, qui peut étre formée a partir de mélanges de plusieurs copolyméres

amphiphiles'® 1% ou de mélanges de copolymeéres amphiphiles et de lipides.’® 17117

Les vésicules dont la membrane est formée par un mélange polymére / lipide sont
souvent désignées comme étant des vésicules hybrides. De récents travaux ont mis en évidence
deux structurations de la membrane des vésicules ainsi formées : homogéne, i.e. avec une
répartition statistique des constituants au sein de la membrane a 1’échelle micrométrique,*’ 18
et hétérogeéne, i.e. avec des domaines de taille micrométrique riches en un des composé.’® 179
Les deux topographies présentent des avantages distincts (voir partie 1.4.3.2) : les membranes
homogénes ont des propriétés mécaniques intermeédiaires a celles obtenues sur des vésicules
préparées avec les composés purs,’2 174 et les hétérogenes offrent des zones distinctes dans la

membrane pouvant avoir des propriétés différentes de la « matrice » qui compose la vésicule.}’*
177

Les parameétres qui déterminent la structuration de ces membranes ne sont pas clairement
identifiés (voir partie 1.4.3.2). Chemin et al. ont en particulier étudié la formation de vésicules
hybrides PDMS2,-g-PEO1> / POPC ou DPPC et montré que la composition initiale du mélange
autorise un certain contréle sur la structure de la membrane.!”® Pour élucider I’influence de la
masse molaire et / ou de I’architecture du copolymeére, nous avons étudi¢ la formation de
vésicules hybrides a partir de mélanges polymeére / lipide utilisant le PEO17-b-PDMSeg-b-
PEO:7. En effet, ce copolymere tribloc est de méme nature chimique que le PDMS22-g-PEO12
mais a une masse molaire plus élevée, ce qui conduit a des membranes plus épaisses, et une
architecture moléculaire différente. De plus, la perméabilité a I’ecau des assemblages obtenus a
¢été mesurée afin de déterminer I’impact de I’inclusion de lipides dans les membranes polymeéres
et de la structuration des membranes hybrides formées. En effet, il n’est pas établi que pour des

membranes homogeénes les coefficients de perméabilité a 1’eau sont intermédiaires a ceux des
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composés purs, comme cela est le cas pour les propriétés mécaniques, ou qu’ils sont limités par
la perméabilité d’un des deux composants quand des membranes hétérogenes sont formées. Le
coefficient de perméabilité a I’eau Pt est un parameétre important car il reflete la perméabilité
de la membrane aux petites molécules polaires et traduit la capacité d’une vésicule a ajuster son

volume interne en réponse a des changements d’osmolarité du milieu extérieur.

Finalement, I’imperméabilité native des membranes de PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17 aux
especes ioniques ainsi que la possibilité d’induire une perméabilité spécifique aux ions calcium
a eté étudiée a travers des expériences de minéralisation intravésiculaire. En effet, bien que
Picker et al. aient prouvé au cours d’expériences similaires que la calcimycine permette de
rendre les membranes de PDMS;,-g-PEQ1, perméables aux ions calcium,* son utilisation dans
les systémes de vésicules polymere est encore peu courante. Cette étude a donc a la fois permis
de s’assurer que ce transporteur ionique reste efficace quand les membranes des vésicules sont
plus épaisses et d’architecture mieux définie, et de déterminer si cela a une influence sur les

processus de minéralisation intravésiculaire.

4.1 Formation de veésicules hybrides polymere / lipide

L’objectif est ici d’approfondir 1’étude précédente menée par Chemin et al.}’™® afin de
mieux comprendre les parametres moléculaires permettant de former des membranes stables,
i.e. ne présentant pas de séparation de phase sur la durée des expérience, et de controler leur
structure (répartition des composants), ce qui est particulierement attrayant dans une optique
avancée de modulation des propriétés de membrane. Par analogie avec 1’étude de Chemin et
al., nous étudierons la formation de vésicules hybrides en utilisant du DPPC (Tm élevée) ou du

POPC (Tm basse) comme composant lipidique.

4.1.1 PEO17-b-PDMSes-b-PEO:7 / DPPC

Le DPPC est un lipide qui présente une température de transition coopérative, i.e. de
transition d’une phase gel Lg- vers une phase cristal-liquide désordonnée L, (voir partie 1.3.2),
superieure a la température ambiante (Tm pprc ~ 41,5°C). Former des vésicules géantes par
électroformation avec les mélanges PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17 / DPPC nécessite donc de
chauffer le systeme pour que les lipides soient en phase fluide. Pour cela, la cellule
d’¢lectroformation (composée des deux lames d’ITO séparées par un espaceur) est transférée
dans une platine chauffante qui peut s’adapter a un microscope droit. La température de
consigne de la platine chauffante est alors fixée a 48°C et une fois la température souhaitée

atteinte le protocole d’électroformation appliqué est le méme que celui décrit dans la partie
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3.3.2. Avec cette méthode, il est possible d’observer 1’électroformation en temps réel tout en

chauffant le systéme.
Avant de préparer des vésicules hybrides ayant un double marquage de membrane, pour

directement observer la structure des membranes formées, une expérience préliminaire a permis

de s’assurer que le PDMS»2-g-PEO12-Fluorescéine s’insére bien dans les membranes de PEO17-

b-PDMSes-b-PEO17 (figure 4.1).

Filtre Fluorescéine Filtre fluorescéine

Figure 4.1. Marquage de membrane des vésicules de PEO17-b-PDMSg6-b-PEQ17 avec du PDMS ;-
g-PEOQO;12-Fluorescéine. L’observation est faite sur un microscope optique en transmission et en
épifluorescence.

Les vésicules sont visibles en transmission et en épifluorescence avec un filtre « fluorescéine »
(sensible au vert). Le PDMS;,-g-PEO12-Fluorescéine peut donc étre utilisé comme marqueur
de la phase polymére dans la membrane des vésicules hybrides.

Des compositions molaires de 25%, 50% et 75% en copolymeére ont été sélectionnées
pour les observations de vésicules hybrides en microscopie de fluorescence. Les deux
fluorophores ajoutés a I’ensemble des mélanges utilisés pour la préparation des vésicules sont
la Liss-Rhod PE, qui s’insére préférentiellement dans les phases lipidiques fluides et permet de
visualiser les zones riches en DPPC, et le PDMS2,-g-PEO12-Fluorescéine. Les observations au
microscope confocal et au microscope inversé en épifluorescence montrent des vésicules
hybrides pour toutes les compositions, avec des membranes qui ont une répartition homogene
des différents composants (figure 4.2 et annexe 4.5.1). Il semble également que pour la
composition a 75% molaire de DPPC, la solution contienne un mélange de vésicules hybrides

et de liposomes (annexe 4.5.1).
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PDMS-g-PEO-Fluo Liss-Rhod PE Double marquage

B)- -

Filtre Fluorescéine Filtre Rhodamine

Figure 4.2. A) Images de microscopie confocale d’une vésicule hybride 75% PEQ17-b-PDMSgs-
b-PEQO17 / 25% DPPC avec un double marquage de membrane. B) Images de microscopie optique
en épifluorescence d’une vésicule hybride 25% PEO17-b-PDMSg6-b-PEO17 / 75% DPPC avec un
double marquage de membrane. Le filtre « fluorescéine » est sensible au vert (PDMS22-g-PEQ12-
Fluorescéine) et le filtre « rhodamine » est sensible au rouge (Liss-Rhod PE). Les observations
ont été réalisées a température ambiante.

Bien qu’il ne soit pas possible de vérifier la composition chimique exacte des vésicules,
différentes observations suggerent que les membranes sont bien des mélanges de copolymeére
tribloc et de DPPC. En plus du double marquage, une indication de la présence de DPPC est
que la formation conduit a de nombreuses vésicules géantes sur 1’ensemble des lames d’ITO,
ce qui n’est pas le cas quand seul le PEO17-b-PDMSggs-b-PEQO17 est utilisé. Aussi, on observe
des vésicules d’aspect froissé / facetté quand le DPPC est le composé majoritaire (figure 4.2.B),
ce qui est caractéristique des liposomes de DPPC en dessous de la Tmpeec.??” En effet, au-dessus
de leur température de transition coopérative, ces lipides sont en phase cristal-liquide
désordonnée L, et les vésicules obtenues sont lisses et sphériques. En passant sous la Tm peec,
on observe une transition vers une phase gel Lp qui entraine la nucléation d’une microstructure
complexe de la membrane avec des défauts, et donc des zones de courbure non uniforme. Il en
résulte un aspect froissé / facetté, qui a été observé sur des liposomes géants??’ et également

nanométriques.?® 22

La présence de PEO;17-b-PDMSgs-b-PEO17 dans les membranes se traduit par la perte de cette
forme froissée / facettée pour les compositions molaires de 50% et 75% en copolymere (seul

des vésicules sphériques ont été observées). Il n’est pas non plus possible que seul le PDMSz,-
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g-PEO12-Fluorescéine s’insére dans les membranes car les formes sphériques sont obtenues
dans les mémes conditions sans utiliser le marqueur de la phase polymeére (lors des expériences

de choc osmaotique).

Pour caractériser plus précisément la formation des membranes hybrides, des
compositions allant de 0% a 80% molaire en copolymere (par pas de 10%) ont été étudiees en

calorimétrie différentielle & balayage (figure 4.3).
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Figure 4.3. Résultats des analyses par calorimétrie différentielle a balayage des différentes
compositions PEO17-b-PDMSgs-b-PEQ17 / DPPC. A) Température du début de transition (°C) en
fonction de la composition du mélange. B) Enthalpie de transition (J/g) associée au changement
de phase. C) Thermogrammes obtenus pour les suspensions vésiculaires.

La température de transition coopérative indiquée pour le DPPC pur (figure 4.3.A) est
de 40,5°C et non 41,5°C car la température relevée est ici la température du debut de la
transition et non celle du maximum du pic endothermique. Aussi, les thermogrammes présentés

en figure 4.3.C ont été superposés manuellement en ajustant 1’axe vertical (qui représente

normalement le HeatFlow en mW/qg) pour clarifier la représentation.

La courbe présentée en figure 4.3.A montre une augmentation de la température de
transition coopérative Trm des lipides quand la fraction molaire en copolymére augmente. Dans
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le méme temps, la diminution de I’enthalpie associée a cette transition ainsi que 1’¢largissement
du pic de transition indique une diminution de I’interaction coopérative entre les lipides,?*°
probablement due a une séparation progressive des domaines de DPPC en phase gel par les
chaines de PEO17-b-PDMSes-b-PEO:7.

Discussion.

Des modifications complexes des phénoménes de fusion des phases gel pour des
phospholipides a chaine saturée en présence de cholestérol ont été observées et étudiées de
maniére systématique.” Il a notamment été rapporté que le pic de transition observée en DSC
pouvait étre déconvolué en deux parties : un pic étroit dont la température de transition et la
coopérativité diminue avec ’ajout de cholestérol, et ce quelle que soit la longueur de la chaine
carbonée du lipide, et un pic large a des températures légerement supérieures. La température
de transition associée a ce deuxiéme pic augmente avec la quantité de cholestérol ajoutée dans
le mélange quand la chaine aliphatique des lipides contient moins de 17 carbones, et diminue

pour les lipides dont la partie hydrophobe est plus longue.

Les études menées par ces auteurs ainsi que d’autres résultats sur les mélanges DPPC /
Cholestérol obtenus par Vist et al.”® en DSC et RMN montrent que le pic large correspondrait
au passage d’une phase cristal-liquide ordonnée L, & une phase cristal-liquide désordonnée L.
C’est la différence d’épaisseur entre le cholestérol et les lipides qui expliquerait I’apparition de
la phase Lo, car I’introduction de composés orientés perpendiculairement au plan de la bicouche
et ayant une autre longueur hydrophobe affecte la stabilité de la phase gel en fonction de 1’écart
de taille avec les chaines carbonées des lipides. En particulier, 1’introduction de composés dont
la taille hydrophobe est supérieure a 1’épaisseur de la bicouche lipidique devrait stabiliser la
phase gel du lipide hote, qui est plus épaisse que la phase cristal-liquide désordonnée L,, sous
forme de phase cristal-liquide ordonnée L, et ainsi augmenter la température associée a la

transition de la phase L, vers la phase L.

Dans notre cas, dés 1’ajout de copolymere, le pic de transition s’élargit et voit sa
température augmenter ; cependant il n’est pas possible de le déconvoluer en deux parties
distinctes par analogie avec la littérature. Dans la mesure ou aucune augmentation de la

température n’a été observée pour les mélanges utilisant le PDMS2,-g-PEQ1,,'"°

qui forme des
membranes d’épaisseur similaire aux bicouches liposomales, on peut étre tenté de faire une
analogie avec les études citées précédemment. La phase gel du DPPC pourrait étre stabilisée
par la présence de grandes chaines hydrophobes de PDMS (My, = 5000 g/mol) et ainsi former

une phase Lo, dont la proportion augmente avec la quantité de copolymére introduite dans le
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mélange. Les caractéristiques d’une telle phase étant entre autres une mobilité latérale
comparable a celle des lipides en phase cristal-liquide L, " cela est cohérent avec la disparition
de I’aspect froissé pour les fractions molaires en copolymeére élevées, comme cela a deja été

rapporté pour 1’ajout de cholestérol dans des membranes lipidiques en phase gel Ly 231232

Il est possible que ces membranes hybrides présentent des hétérogénéités a 1’échelle
nanomeétrique, car les analyses en DSC révelent une transition de domaines lipidiques mais les
observations en microscopie optiqgue montrent des membranes homogéenes a 1’échelle
micrométrique, avec une densité de DPPC en phase Lg: et Lo qui fluctue le long de la membrane
(formation de « nano-domaines »). Bien que la phase L, présente une fluidité elevée en
comparaison de la phase gel, aucune séparation de phase a I’échelle microscopique n’a été
observée sur la durée des observations. Il est possible que la mobilité latérale dans la membrane
soit réduite par rapport a une phase L, obtenue avec un mélange ternaire de lipides, ou une
séparation de phase se produit,®*® a cause de la phase riche en copolymére qui a une fluidité

bien plus faible,® limitant la diffusion latérale des lipides.

En plus des différences observées en DSC, ces résultats s’écartent de ceux obtenus par
Chemin et al. montrant la formation de membranes hétérogenes qui présentent des domaines
micrométriques riches en polymeére quand le DPPC est le composant majoritaire et des
domaines riches en DPPC quand le composant majoritaire est le PDMS;,-g-PEO12.2° En
revanche, des membranes hybrides d’aspect homogene ont été obtenues par Ruysschaert et al.
en utilisant du PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA (Mw poms = 5400, d ~ 10 nm), dont la masse
molaire hydrophobe est trés proche de celle du PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17.1° 1Is n’ont
cependant pas observé de variation de la T du DPPC par DSC en fonction de la fraction molaire

en copolymeére dans le mélange.

L’épaisseur des membranes formées par les copolyméres semble étre un facteur
important pour la formation de domaines microscopiques. La différence de taille hydrophobe
n’est pas le seul parameétre car la séparation de phase, qui permet la formation de domaines,
semble étre directement liée a la mobilité latérale des composants de la membrane et donc a
leur masse molaire.%® Seul le PDMSz,-g-PEO12, qui forme des membranes fluides, conduit
spontanément a la formation de domaines microscopiques dans les membranes hybrides pour
une large gamme de compositions. Les copolymeres ayant un bloc hydrophobe de masse
molaire plus élevée, donc moins mobiles, conduisent a des membranes qui semblent

homogénes. L’architecture du copolymére joue probablement elle aussi un rdle, cependant la
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différence de mobilité latérale entre les composants d’'une monocouche et les composants d’une

bicouche n’est pas clairement établie.

4.1.2 PEO17-b-PDMSes-b-PEO:7 / POPC

La formation de membranes hybrides en utilisant le POPC, qui est un lipide fluide a
température ambiante (Tm ~ - 4 °C), a la place du DPPC permet de mettre en évidence
I’influence de la fluidité intrinséque de la phase lipidique sur les membranes hybrides polymere
/lipide. En effet, 1’étude menée dans notre équipe sur les membranes hybrides avec le PDMS 2,-
g-PEO12 a démontré que cette fluidité impacte a la fois la structure mais également la stabilité

des vésicules hybrides.”®

La température de transition coopérative Tm porc de ce lipide est inférieure a la
température ambiante, il n’a donc pas été nécessaire d’utiliser la platine chauffante lors de
1’¢lectroformation. Comme pour les formations utilisant le DPPC, de nombreuses vésicules
géantes ont été obtenues comparativement aux formations avec le PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17

seul, ce qui incite a penser que les lipides se sont correctement insérés dans la membrane.

Dans I’optique de faire des mesures du coefficient de perméabilité a 1’eau, il est nécessaire de
former des vésicules stables sur la durée des expériences, i.e. ne montrant pas de séparation de
phase en quelques jours. En se basant sur les résultats rapportés pour les mélanges PDMS2,-g-
PEO12 / POPC, qui montrent des vésicules stables ayant une membrane homogene pour une
fraction molaire en copolymere supérieure ou égale a 60%, les fractions molaires en PEO17-b-
PDMSes-b-PEO17 retenues pour les observations en microscopie optique sont 50%, 60% et
75%. Les fluorophores utilisés pour le marquage des phases lipidiques et polymeéres sont

respectivement la Liss-Rhos PE et le PDMS22-g-PEQ12-Fluoresceéine.

PDMS-g-PEO-Fluo Liss-Rhod PE Double marquage

Figure 4.4. Images de microscopie confocale des vésicules hybrides 50% PEO17-b-PDMSgs-b-
PEOi7 / 50% POPC avec un double marquage de membrane.

Les différentes observations réalisées au microscope confocal sur les compositions

sélectionnées montrent la formation de vésicules hybrides présentant une répartition homogene
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des composés dans la membrane (figure 4.4 et annexe 4.5.2). Ces résultats sont en bon accord
avec ce qui avait été obtenu en utilisant le PDMSz2-g-PEO12. comme copolymére.l’® En
revanche, des membranes hétérogénes avaient eté formées pour une quantité équimolaire de
PDMS;2-g-PEO12 / POPC et une séparation de phase progressive conduisait a un mélange de
liposomes et de polymersomes en quelques heures. La stabilité des vésicules hybrides obtenues
avec le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 pour cette composition semble indiquer que les lipides sont
dispersés dans une matrice de copolymere tribloc de mobilité réduite, limitant ainsi la séparation

de phase.
La caractérisation des membranes hybrides PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 / POPC a été

poursuivie par des mesures en calorimétrie différentielle a balayage (figure 4.5). La
composition a été variée par pas de 10% molaire et les températures relevées correspondent au

début de la transition coopérative du POPC.
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Figure 4.5. Résultats des analyses par calorimétrie différentielle a balayage des différentes
compositions PEO17-b-PDMSgs-b-PEOQ17 / POPC. A) Température du début de transition (°C) en
fonction de la composition du mélange. B) Enthalpie de transition (J/g) associée au changement
de phase. C) Thermogrammes obtenus pour les suspensions vésiculaires.
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Le signal correspondant a la transition de phase des lipides n’est observé que pour les
faibles fractions molaires en PEO17-b-PDMSgg-b-PEQO17. Dés 1’ajout de 10% de copolymére,
on observe simultanément une Iégere diminution de la température de transition coopérative T
porc et de I’enthalpie qui y est associée. Ces diminutions indiquent une saturation progressive
de la phase lipidique par le copolymeére. Une fois une composition de 40% molaire en
copolymeére atteinte, les chaines de copolymeére saturent la phase lipidique et on bascule dans
un régime ou la phase majoritaire est une matrice polymere. Les chaines de POPC sont solubles
et dispersées dans cette matrice, elles ne peuvent alors plus ségréger en une phase riche en lipide
qui transiterait d’une phase cristal-liquide désordonnée L, & une phase gel lors du
refroidissement. Cela semble confirmer que la mobilité réduite de la phase riche en copolymeére
empéche la séparation de phase, au moins sur des échelles de temps similaires a celles des

expériences menées (un a deux jours).
Discussion.

La composition en copolymeére pour laquelle on n’observe plus de transition de la phase
lipidique est plus faible que celle relevée pour le PDMS2-g-PEO12 (70% molaire en
copolymére).t”® Cela peut étre dii & la différence d’épaisseur des membranes formées par les
copolymeres. En effet, il est plus défavorable énergétiquement de former des domaines, méme
a I’échelle nanométrique, avec le copolymere tribloc car la tension de ligne autour de ces
domaines serait plus élevée que pour le PDMS22-g-PEO1. a cause de la plus grande difference

d’épaisseur hydrophobe.

Ces résultats sont en accord avec les expériences de microscopie optique au cours desquelles
des membranes hybrides stables et homogénes ont été observées pour des compositions
molaires a partir de 50% en copolymere. En effet, la disparition de la transition coopérative du

POPC indique que I’on est déja dans un régime ou les lipides sont complétement dispersé dans
une matrice de PEO17-b-PDMSes-b-PEQO17.

Plusieurs références font état de la formation de vésicules hybrides utilisant le POPC comme
composant lipidique. Nam et al. ont formé un mélange de vésicules hybrides homogenes stables
et de liposomes quand le POPC est le principal constituant du mélange et seulement des
vésicules hybrides homogénes stables quand le PButss-b-PEOso est le composé majoritaire.'’?
En revanche, les compositions intermédiaires n’ont pas permis de former des vésicules géantes.
Ce résultat est expliqué selon les auteurs par la différence d’épaisseur de membrane entre les

phases lipidiques et polymeres, ce que semble confirmer les observations de Lim et al. qui ont

formé des vésicules géantes stables pour un mélange équimolaire en utilisant un copolymere de
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masse molaire plus faible (PButz,-b-PEO13).1"® Seul le couple PDMS-g-PEO:2 / POPC
conduit a la formation de systémes qui présentent une séparation de phase s’étalant sur quelques
heures : pour des fractions molaires majoritaires en POPC, une séparation de phase conduit a

des vésicules biphasiques puis un mélange de polymersomes et liposomes distincts.

L’épaisseur des membranes formées par les composants polymeres des mélanges
semble étre un facteur crucial tant pour la formation d’hybrides que pour la formation de
domaines. Les études sur les hybrides PBut-b-PEO / lipide semblent indiquer qu’une trop
grande incompatibilité de taille hydrophobe inhibe la formation de vésicules hybrides. De plus,
la différence de mobilité latérale entre un copolymére amphiphile conduisant a des membranes
épaisses et une bicouche lipidique fluide, mise en évidence par les hybrides utilisant le PDMS
comme bloc hydrophobe du copolymeére, semble empécher la séparation de phase nécessaire a
la formation de domaines. Dans le cas présent, le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 ne semble pas
avoir une mobilité latérale suffisante pour autoriser spontanément la formation de domaines a

I’échelle micrométrique, et ce quelle que soit la fluidité de la phase lipidique (Lg’, Lo et Lq).

4.2 Mesures du coefficient de perméabilité a I’eau

L’ensemble des vésicules hybrides polymeére / lipide préparées présentent des
membranes stables avec une répartition qui semble homogene a 1’échelle microscopique quand
le copolymere est le composant majoritaire. La mesure des coefficients de perméabilité a I’eau
de ces structures va permettre de déterminer quelle est I’influence des inclusions de lipides, de
faible masse molaire, dans une membrane plus épaisse formée par une matrice de PEO17-b-
PDMSes-b-PEO;17. Ces membranes ayant été obtenues pour deux natures de lipides, fluide et en
phase gel a température ambiante, il va également étre possible de déterminer si ce paramétre

jour un réle sur la perméabilité des membranes hybrides pour cette gamme de compositions.

4.2.1 Principe de la mesure

Les mesures du coefficient de perméabilité a 1’eau Ps sont réalisées en suivant
I’évolution temporelle du volume de vésicules soumises a des chocs osmotiques contrélés. En
effet, quand celles-ci sont soumises a un déséquilibre osmotique, elles ajustent leur volume
interne pour retourner en conditions d’équilibre car I’énergie osmotique qui s’applique sur leur
surface est prépondérante par rapport a leur énergie de courbure.® 1l existe alors différentes
méthodes pour calculer la valeur du coefficient de permeéabilité a 1’eau a partir des courbes

représentant 1’évolution temporelle du rayon ou du volume des vésicules (voir partie 1.3.4).
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Pour mener ces expériences, des pieges microfluidiques développés au LIONS ont été
utilisés.?® Ils permettent de piéger des vésicules sous flux hydrodynamique et de changer la
phase externe tout en faisant une observation au microscope confocal (voir partie 2.3.1.3). Une
source d’erreur inhérente a cette technique provient de la résolution optique de 1’objectif qui
sert a faire les observations. La résolution dans le plan x-y de I’objectif a immersion d’huile
utilisé au cours de ces travaux (grossissement x60 et NA = 1,42) est de 0,176 pum, ce qui signifie
que pour une vésicule, un changement de diamétre minimal de 0,176 um peut étre détecté. Par
conséquent, I’erreur sur le volume calculé pour une vésicule est d’autant plus petite que la taille

de celle-ci est grande (figure 4.6).
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Figure 4.6. Représentation de I’erreur calculée sur le volume d’une vésicule en fonction de son
diamétre mesuré. Le volume est calculé en utilisant la relation V = (4/3)aR%, ce qui suppose que
la vésicule est sphérique.

Il est donc a priori préférable de faire les observations sur les plus grandes vésicules bloquées
dans les pieges hydrodynamiques afin de minimiser cette source d’erreur. Il faut cependant
prendre en compte qu’un plus grand rayon signifie un plus gros volume, et donc un temps
d’acquisition 3D au microscope confocal plus long. Un bon compromis semble étre, si c’est
possible, de sélectionner des vésicules dont le diamétre varie entre 11 um et 15 um car ce sont

les plus petits diametres correspondants a une erreur sur le volume inférieure a 5%.
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4.2.2 Validation du protocole expérimental

Les premiéres mesures sont réalisées sur un copolymére commercial dont le coefficient
de perméabilité a I’eau est connu, le PButsg-b-PEO3o, afin de valider la procédure expérimentale

utilisée.?1 36

4.2.2.1 Suivi temporel de I’évolution d’une vésicule

Les vésicules ont été préparées par électroformation en utilisant la procédure décrite
dans la partie 3.3.2. Un fluorophore non perméable a la membrane (Alexa Fluor 488 Dextran)
est ajouté a la solution d’électroformation, et une dilution de la solution de vésicules récupérée
par une solution iso-osmolaire ne contenant pas de fluorophore est faite avant 1’injection dans
les pieges microfluidiques. Cela permet de créer un contraste en fluorophore entre les milieux

intra- et extravésiculaires afin de visualiser les vésicules en fluorescence.

Au cours de cette expérience, nous allons essayer de déterminer le coefficient de perméabilité
a ’eau Pt en appliquant des chocs hypotoniques et hypertoniques successifs sur une méme
vésicule. Une vésicule de PButss-b-PEO3p encapsulant une solution de sucrose a 100 mM est
bloquée dans un piege hydrodynamique puis exposée a une solution hypotonique a 75 mM de
sucrose. Cela entraine 1’absorption d’eau par la vésicule et donc son gonflement jusqu’a une
taille d’équilibre. La solution de formation des vésicules, qui contient 100 mM de sucrose ainsi
que du fluorophore, est ensuite réinjectée afin de faire retourner la vésicule a sa taille initiale.
Finalement, la solution extravésiculaire est remplacée par une solution hypertonique a 125 mM.
L’osmolarit¢ de toutes les solutions utilisées a été mesurée avec un osmomeétre. Les
empilements enregistrés pour suivre 1’évolution temporelle du volume (figure 4.7) ont été

traités selon la procédure décrite partie 2.3.3.4.
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Chocs osmotiques PBut-b-PEO - Comparaison mesures 2D et 3D
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Figure 4.7. Pourcentage d’évolution temporelle du volume d’une vésicule de PButss-b-PEQO3g
soumise a un choc hypotonique (100 mM > 75 mM), replacée dans une solution a 100 mM pour
qu’elle retrouve sa taille initiale puis soumise a un choc hypertonique (100 mM - 125 mM). La
courbe verte représente la reconstruction « 2D » du volume et la courbe orange la reconstruction
« 3D ». La courbe noire représente 1’intensité de fluorescence extravésiculaire qui est maximale
pour la solution de préparation des vésicules a 100 mM de sucrose.

Deux reconstructions du volume ont été faites a partir des empilements (voir partie
2.3.3.4), la reconstruction « 3D » qui correspond a la somme des aires de la vésicule mesurées
sur chaque section optique multipliée par la distance entre elles, et la reconstruction « 2D » qui
correspond au volume calculé a partir du rayon correspondant a 1’aire maximale mesurée sur

une section optique de I’empilement d’images.

Lors du choc hypotonique, le debut de changement de taille des vésicules correspond
bien au moment ou la solution extravésiculaire, initialement isotonique, est remplacée. Cela est
facilement visualisable grace a la chute de I’intensité de fluorescence de la solution extérieure,
seule la solution isotonique contenant du fluorophore (courbe noire figure 4.7). 1l y a une tres
bonne correélation entre les pourcentages de changement de volume des vésicules pour les deux
méthodes de reconstruction utilisées, bien que le rayon déterminé ne soit pas exactement le
méme (annexe 4.5.3). En revanche, la valeur maximale de gonflement atteinte est d’environ
27%, ce qui est légérement en dessous de la valeur théorique (33%) mais toujours dans les

barres d’erreur. Il est peu vraisemblable qu’il y ait eu des fuites, ce qui pourrait expliquer la
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différence de gonflement, car on retrouve une taille aprés le retour dans une solution a 100 mM
trés proche des dimensions initiales.?

Une possibilité est que la tension de membrane, qui apparait suite a son étirement et qui
s’oppose au gonflement, empéche la vésicule d’atteindre sa taille théorique maximale qui ne
prend pas en compte les forces élastiques.®” 1% Pour un gonflement caractérisé par une
déformation de la surface a(t) = AA(t)/Ao, la proportion de la pression osmotique compensée
par les forces élastiques peut étre estimée en faisant le rapport suivant (le détail du calcul est

présenté en annexe 4.5.4) :

2K a(t) Ry®

VR§(a(t) + 1) (w/Rg(a(t) + 1))3

avec R =0,08206 atm.L/mol/K la constante des gaz parfaits, T la température (K), Ka le module

ext _ C(L)nt

Ap(t)/Ar(t) = (4.1)

élastique de la membrane et Ro le rayon initial de la vesicule. Dans notre cas, on peut estimer
que les forces elastiques compensent environ 74% ou 87%, respectivement pour les

reconstructions « 2D » et « 3D », de la pression osmotique au gonflement maximal.

La deuxiéme partie de 1’expérience, i.e. le choc hypertonique aprés avoir replacé la
vésicule dans son milieu d’origine, donne de moins bons résultats car la contraction maximale
observée n’est que de -10% (la légére augmentation du volume observée avant la contraction
correspond a un reste de solution a 75 mM qui était dans le systeme microfluidique). La
principale raison qui explique ce résultat est que, pour ce systéeme de pieges hydrodynamiques
et dans ces conditions d’osmolarité, les vésicules sont progressivement déformées et aspirées

dans les pieges (Figure 4.8), jusqu’a ce qu’elles soient assez petites pour passer a travers.

Figure 4.8. Reconstructions volumiques (ImageJ - 3D Viewer) de vésicules de PButss-b-PEQO30
encapsulant de I’Alexa Fluor 488 Dextran bloquées dans un piége hydrodynamique. A) Vésicules
en conditions isotoniques et B) mémes vésicules en cours de contraction lors d’un choc
hypertonique (100 mM - 125 mM).
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Il n’a donc pas été possible de s’assurer que la taille finale déterminée est bien la taille finale
d’équilibre. De plus, cela empéche de faire les reconstructions « 2D » car les vésicules ne sont
plus sphériques et rend les reconstructions « 3D » plus difficiles. En effet, il est beaucoup moins
aisé de déterminer les contours des vesicules sur chaque section optique, tant au niveau de la
transition entre la partie non aspirée et la partie aspirée qu’au niveau des extrémités supérieures

et inférieures.

Les conditions osmotiques les plus adaptées pour faire les mesures de coefficient de
perméabilité a I’eau avec le systéme de pieges microfluidiques sont donc les chocs
hypotoniques. En plus de permettre 1’observation des vésicules en minimisant la probabilité
qu’elles soient aspirées a travers le piége, cela valide I’hypothése qu’elles restent sphériques au

cours du temps et permet ainsi de faire les reconstructions « 2D ».

4.2.2.2 Détermination du coefficient de perméabilité a I’eau lors du gonflement
Différentes valeurs du coefficient de perméabilité a I’eau ont été extraites des courbes
représentant I’évolution temporelle de la vésicule. Les deux premieres méthodes de traitement
utilisées, détaillées partie 1.3.2.3, sont restreintes aux petites déformations (o < 10%) afin de
pouvoir négliger les forces €lastiques. En effet, c’est la principale limitation des mesures en
conditions hypotoniques car on peut déja estimer les forces élastiques a ce taux de gonflement
(o = 10%) comme comptant pour environ 12% de la pression osmotique (annexe 4.5.4).
Toutefois, il est raisonnable de supposer que les forces de tension dues a 1’étirement de la
membrane et qui s’opposent au gonflement de la vésicule sont initialement trés faibles et
augmentent progressivement. Les équations utilisées pour réaliser ces ajustements sont les

suivantes :

- L’approximation a ’ordre zéro (R3/R(t)3® = 1), dans laquelle le rayon évolue
linéairement dans le temps et le coefficient de perméabilité a 1’eau se calcule grace
a I’équation :
1 dR(t)

KA PO N

(4.2)

avec Vy le volume molaire de 1’eau (~ 0,018 L.mol™?).
- L’approximation a I’ordre 1 (R3/R(t)® = 1 — 3(R(t) — Ry)/R,) quand le second
terme de 1’équation n’est pas négligeable. La valeur du rayon varie de maniere

exponentielle avec le temps :

R(t) = Ry[A — (A — Dexp(—kt)] (1.21)
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avec le paramétre A = (4 c* —

c®t)/3 cf™ sans dimension et le paramétre k =

(3 Uy Pf cé”t) /Ry en s?, a partir duquel le coefficient de perméabilité a I’eau Ps est

calculé.

Les résultats obtenus pour ces deux ajustements de courbe et les deux procédés de

reconstruction du volume de la vésicule sont présentés en figure 4.9.
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Figure 4.9. Courbes représentant 1’évolution temporelle du rayon d’une vésicule de PButys-b-
PEO30 lors de son gonflement suite a un choc hypotonique (100 mM = 75 mM). Les données
expérimentales ont été obtenues en faisant A) une reconstruction «2D» a partir des empilements
et B) une reconstruction «3D». Sur chaque graphe, la courbe bleue représente 1’ajustement avec
I’équation a I’ordre zéro et la courbe rouge 1’ajustement avec 1’équation a I’ordre 1 (I’erreur
indiquée est calculée a partir de I’erreur sur le coefficient k).

Les résultats obtenus lors du gonflement des vésicules sont du méme ordre de grandeur pour
les deux méthodes de reconstruction des vésicules, « 2D » et « 3D », et dans les deux cas le
coefficient de perméabilité a I’eau Pt calculé est plus élevé en ajustant la courbe expérimentale
avec 1I’équation exponentielle (figure 4.9). Bien que les résultats soient similaires, cela indique
qu’il est préférable de prendre en compte le second terme de 1’équation, estimé comme

comptant pour environ 15% dans le cas de vésicules sphériques.

Deux méthodes de traitement qui ne sont pas restreintes aux petites déformations ont

également été utilisées :

- L’ajustement de courbe sans approximation sur R3/R(t)3, mais qui ne tient pas
compte des forces élastiques. L’équation est obtenue en intégrant directement

1’équation 1.15, ce qui conduit a la formule suivante :
. R, +1l (1—u) 1l 1+4+u+u?
=—————u—upgt+3in ——In{———=
Uy P ce¥t 0737 \1—uy/ 6 \1+4ug+ud

(e () e (55)

(4.3)
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1

R(t R extyy3
avecuzg et —°=(C°—).

int
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- L’ajustement de courbe avec une équation qui tient compte des forces élastiques qui
s’établissent dans la membrane au cours du gonflement (calcul détaillé en annexe

4.5.5). L’équation utilisée est:

R(t) = Ro[(1+ A) — Aexp(—kt)] (4.4)

avec A =

et = — 22 (3cf 4 24 )

3cint 4 2Ka RTRq

0

En principe, il est donc possible de déterminer le coefficient de perméabilité a I’eau Prainsi que
le module élastique Ka avec 1’équation 4.4. Les résultats obtenus avec ces deux ajustements de
courbe, qui ne sont pas restreints aux petites déformations, pour les deux procédés de

reconstruction du volume de la vésicule sont présentés en figure 4.10.
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Figure 4.10. Courbes représentant 1’évolution temporelle du rayon d’une vésicule de PButys-b-
PEOQO30 lors de son gonflement suite a un choc hypotonique (100 mM - 75 mM). Les données
expérimentales ont été obtenues en faisant A) une reconstruction «2D» a partir des empilements
et B) une reconstruction «3D». Sur chaque graphe, la courbe orange représente |’ajustement avec
I’équation sans les forces élastiques, les ronds verts représentent 1’ajustement obtenu avec les
forces élastiques et un module élastique K, = 80 mN/m, et les croix violettes I’ajustement obtenu
avec les forces élastiques et un module élastique Kz = 100 mN/m.

La valeur du module élastique Kj utilisée pour faire les ajustements de courbe en tenant compte
des forces ¢€lastiques a peu d’influence sur la valeur du coefficient de perméabilité a I’eau P
déterminée. De plus, les résultats sont tres proches de ce qui est obtenu en faisant 1’ajustement
de courbe avec I’équation a I’ordre 1. L’équation 1.21 est donc suffisante et a été retenue pour
déterminer les coefficients de perméabilité a I’eau Pr. Cela permet de simplifier le traitement
des données et de traiter un maximum de courbes car certaines vésicules n’ont pas pu étre

maintenues dans les pi¢ges hydrodynamiques jusqu’a ce qu’elles atteignent leur taille

d’équilibre apres le gonflement.
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Les différents coefficients de perméabilité a 1’eau détermines lors du gonflement sont
en accord avec la valeur de 3,1 + 1,6 um/s rapportée dans la littérature par Carlsen et al. pour
des vésicules préparées avec le méme copolymére.® Leur mesure avait également été réalisée
en appliquant des chocs hypotoniques, mais sur des vésicules en solution. La principale
difficulté rencontrée était I’estimation de ’amplitude du choc osmotique subi par les vésicules,
car avec cette méthode il n’était pas possible de faire le suivi temporel d’une vésicule tout en
mélangeant le milieu extérieur pour assurer I’homogénéité de la concentration en glucose de la
solution extravésiculaire. L’utilisation de piéges microfluidiques supprime cette limitation car

la solution extérieure est complétement remplacée.

4.2.2.3 Détermination du coefficient de perméabilité a I’eau lors du retour a la taille
initiale

Les données expérimentales correspondant au retour de la vésicule a sa taille initiale,

apres le gonflement, peuvent également étre utilisées pour déterminer une valeur du coefficient

de perméabilité a ’eau (figure 4.11).
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Figure 4.11. Evolution temporelle du rayon d’une vésicule de PButss-b-PEO30 replacée dans son
milieu d’origine suite & un choc hypotonique. Les données expérimentales ont ¢té obtenues en
faisant A) une reconstruction «2D» & partir des empilements et B) une reconstruction «3D».Sur
chaque graphe, la courbe bleue représente I’ajustement avec 1’équation a 1’ordre zéro et la courbe
rouge ’ajustement avec I’équation a I’ordre 1 (I’erreur indiquée est calculée a partir de I’erreur
sur le coefficient k).

Les coefficients de perméabilité a I’eau Pr déterminés pour les deux méthodes de reconstruction
du volume et les ajustements de courbe a I’ordre 0 et I’ordre 1 sont plus ¢levés que pour les
données expérimentales correspondant au gonflement de la vésicule. 1l est possible que cela
soit d0 a la tension de la membrane qui, en plus de la pression osmotique, contribue & expulser
I’eau des vésicules. En effet, les déformations maximales de la surface au départ (calculées a

partir du rayon initial Ro et du rayon final), « = 17,7% et a = 18,2% pour les reconstructions
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« 2D » et « 3D » respectivement, correspondent a des forces élastiques élevées. 1l est donc
préférable d’utiliser les données obtenues lors du gonflement pour calculer le coefficient de
perméabilité a I’eau d’une vésicule.

L’utilisation de chocs hypotoniques avec le systéme de pieges microfluidiques permet
donc des mesures du coefficient de perméabilité a 1’eau Pr des vésicules pendant leur
gonflement. Le traitement « 2D » des données, qui consiste en la mesure du rayon d’une
vésicule sur la section optique centrale pour estimer son volume, est possible car I’hypothése
de sphéricité est vérifiée dans ces conditions (seuls les chocs hypertoniques entrainent un
changement de forme). En plus de simplifier le traitement des données, cela permet d’améliorer
la résolution temporelle car il n’est pas nécessaire de scanner les vésicules sur toute leur hauteur.
Les données expérimentales peuvent ensuite correctement étre ajustées avec une équation
exponentielle, qui permet de calculer une valeur du coefficient de perméabilité¢ a I’eau Pr en
accord avec la littérature. La limitation principale de cette technique est qu’il y a une erreur li¢e
a I’élasticité de la membrane, mais celle-Ci peut-étre minimisée en traitant les données dans le

régime des faibles déformations (a < 10%).
4.2.3 Permeéabilité a I’eau des vésicules hybrides

4.2.3.1 Vésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17

Avant de modifier la nature des membranes via I’incorporation de lipides, il est
nécessaire de déterminer le coefficient de perméabilité a 1’eau Pr de la membrane polymeére
seule. Les expériences sont menees selon le protocole etabli en utilisant les vésicules de PButse-
b-PEOz0. Cependant, il est nécessaire de travailler avec des débits d’injection plus faibles
(seulement 1 a 2 um/s) car ces vésicules se déforment plus facilement et sont aspirées a travers
les pieges microfluidiques pour de plus faibles débits d’injection. Cette restriction rend
I’expérience plus compliquée a réaliser car plus le débit d’injection est faible plus les vésicules
piégées sont petites'® (voir partie 2.3.1.3). Cela implique également qu’il y a un
photoblanchiment plus prononcé, que le changement de phase externe est plus long (expérience

plus longue) et que le risque de perdre la vésicule observée est plus éleve.

Une seconde difficulté expérimentale, dont on se rend compte grace aux fluorophores qui
marquent la membrane et le milieu encapsulé, est que de nombreuses vésicules présentent une
invagination (annexe 4.5.6). Afin de ne pas ajouter de sources d’erreur, les vésicules
sélectionnées pour faire les mesures du coefficient de perméabilité sont celles que 1’on observe

unilamellaires au vu des différentes images de fluorescence.
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Figure 4.12. Evolution temporelle du rayon de deux vésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEQ17 suite
a un choc hypotonique (100 > 75 mM). Les données expérimentales ont été obtenues en prenant
la valeur du rayon correspondant a I’aire maximale mesurée sur I’ensemble des sections optiques
de chaque empilement (traitement « 2D »). Sur chaque graphe, la courbe bleue représente
I’ajustement avec 1’équation a l’ordre zéro et la courbe rouge 1’ajustement avec 1’équation a
I’ordre 1 (I’erreur indiquée est calculée a partir de ’erreur sur le coefficient k).

Méme s’il a été établi que le calcul du coefficient de perméabilité a 1’eau P doit étre fait
a partir du traitement des courbes avec 1’équation a I’ordre 1, I’ajustement avec 1’équation
linéaire a également été réalisé car de nombreux suivis temporels du rayon des vésicules n’ont
pas été exploitables (il n’a pas été possible de déterminer le volume initial exact des vésicules,
perte avant d’observer un changement de taille...). L’intérét est de s’assurer qu’il n’y a pas
d’écart important entre les deux méthodes d’ajustement, tout particuliérement pour la vésicule
n°1 ou il semble manquer la valeur de référence du volume (le premier point correspond au

début du changement de taille) car I’ajustement a 1’ordre 0 se base uniquement sur la pente de

la courbe.

Le coefficient de perméabilité a 1’eau déterminé avec les deux ajustements de courbe
est du méme ordre de grandeur pour chaque vésicule (figure 4.12). La valeur moyenne,
déterminée avec les ajustements de courbes a ’ordre 1, est Pr= 5,8 + 2,4 um/s. Bien qu’elle
soit de 1’ordre de grandeur caractéristique des membranes polyméres,® cette valeur différe de
ce que I’on pouvait attendre au vu des résultats déja rapportés pour des membranes dont le ceeur
hydrophobe est composé de PDMS. En effet, a partir des lois d’échelle décrites dans la
littérature, d oc M2 et Ps oc d?, et de la valeur du coefficient de perméabilité a I’eau Ps
mesuré pour des vésicules de PMOXA15-b-PDMS110-b-PMOXAs (0,8 um/s), on peut estimer
un coefficient de perméabilité a ’eau d’environ 1 um/s pour les membranes formées par le
PEO17-b-PDMSeg6-b-PEO17 seul. 11 est possible que cette différence d’un facteur 5 soit liée au
fait que la valeur rapportée dans cette référence est trés petite, car la perméabilité mesurée dans

notre cas est faible.
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En revanche, la valeur de 5,8 + 2,4 um/s mesurée expérimentalement est plus faible que
I’estimation de ~ 15 um/s que 1’on peut faire en se basant sur le coefficient de perméabilité a
I’eau mesurée pour les vésicules de PDMS2,-g-PEO12 (28 um/s) et les différentes lois d’échelle.
Cela confirme que 1’architecture du copolymére formant la membrane impacte sa capacité a

laisser passer des molécules d’eau, comme cela avait été suggéré dans 1’étude de Carlsen et al.*

4.2.3.2 Vésicules hybrides 75% PEO17-b-PDMSes-b-PEO17 / 25% DPPC

Les observations de microscopie optique sur des vésicules formées a partir de cette
composition polymere / lipide ont mis en évidence des membranes hybrides qui apparaissent
comme étant homogenes a 1’échelle microscopique. En revanche, les analyses DSC révelent un
signal d’amplitude modérée pouvant correspondre a une transition de phase gel - liquide, ce qui
permet d’envisager la présence de nano-domaines de DPPC dispersés dans la matrice de
copolymere.

Les vésicules hybrides utilisées lors des chocs hypotoniques ont été électroformées dans
une solution de glucose a 100 mM qui contient également de 1’ Alexa-Fluor 488 Dextran. Seul
un simple marquage de membrane, avec la Liss-Rhod PE, a permis de Vérifier la présence de la
phase lipidique dans les membranes mais les observations précedentes ont toujours montré que
les vésicules présentaient un double marquage de membrane et donc un caractére hybride (voir
partie 4.1.1). Les chocs hypotonigues ont été appliqués avec une solution de glucose a 75 mM
(figure 4.13 et tableau 4.1).
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Figure. 4.13. Evolution temporelle du rayon de deux vésicules hybrides préparées a partir d’un
mélange 75% PEOi7-b-PDMSegs-b-PEO17 / 25% DPPC et soumises a un choc hypotonique (100
> 75 mM). Les données expérimentales ont été obtenues en prenant la valeur du rayon
correspondant & 1’aire maximale mesurée sur 1’ensemble des sections optiques de chaque
empilement, et I’ajustement de la courbe est fait avec 1’équation a I’ordre 1.
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Vésicule Ro (um) % changement Veq.tn % changement Vig. exp  amax (%) P (UmM/S)

A 5,50 32,5% 28,1% 179% 10,25+ 0,47
B 6,45 32,5% 18,2 % 112% 4,43+0,03
C 7,47 32,5% 25,7% 16,5%  7,28%+1,21

Tableau 4.1. Résultats obtenus en appliquant un choc hypotonique (100 > 75 mM) sur des
vésicules préparées a partir d’un mélange 75% PEQ17-b-PDMSg6-b-PEQO17 / 25% DPPC.

Les résultats indiqués dans le tableau 4.1 montrent plusieurs différences entre les trois
vésicules. Le taux de gonflement final mesuré pour la vésicule B est bien en dessous de celui
qui aurait da étre théoriquement atteint et le coefficient de perméabilité a I’eau déterminé est
plus faible que pour les vésicules A et C, méme si I’ajustement de courbe parait bon (figure
4.13). Ce résultat peut s’expliquer par une mauvaise encapsulation du soluteé dans cette vésicule
lors de sa formation. En effet, une concentration intravesiculaire en glucose plus faible implique
un plus faible gonflement pour retourner a 1’équilibre ainsi qu’un plus faible gradient de
concentration ressenti lors du changement de phase extérieure. L’inhomogénéité
d’encapsulation d’un soluté est un phénomene courant. C’est également vrai pour la
concentration en fluorophore (annexe 4.5.6) et a déja été rapporté dans la littérature pour des
macromolécules hydrophiles.?3* 11 est également possible qu’il y ait une inhomogénéité de

composition de la membrane, qui ne contient pas forcément 25% molaire de DPPC.

Le coefficient de perméabilité a ’eau moyen est P¢+ = 7,3 £ 2,9 um/s. Cette valeur est
tres proche de celle qui a été obtenue pour les vésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 pur,
I’inclusion de 25% molaire de DPPC ne semble donc pas modifier la perméabilité a ’eau de
ces membranes. Bien que les analyses DSC révelent un signal d’amplitude modérée pouvant
correspondre a une transition de phase gel - liquide, laissant présumer de la présence de nano-
domaines de DPPC, une partie non négligeable des lipides serait répartie dans la matrice
polymére. Les modifications de perméabilité peuvent avoir deux origines : la nature de la
membrane qui forme les domaines et/ ou des défauts dans la membrane au niveau de I’interface
domaines lipidiques / matrice polymere. Dans la mesure ou il y aurait peu de domaines et que
ceux-ci seraient vraisemblablement peu perméables a 1’eau (la perméabilité de la phase L, est
similaire a celle du DPPC en phase gel, seulement 0,042 um/s & 26,5°C),®* I’effet n’est peut-
étre pas visible. Il est également possible que, pour cette composition, il n’y ait pas assez de
lipides dans la membrane pour former des domaines nanométriques et que la répartition des
composants soit homogene. Dans les deux cas, la valeur de la perméabilité de la vésicule

hybride est alors limitée par celle de la matrice polymere.
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Il n’a pas été possible de réaliser des mesures du coefficient de perméabilité a 1’eau sur des
vésicules préparées a partir d’'un mélange plus riche en DPPC (50% molaire). Trés peu de
vesicules ont été retenues par les pieges hydrodynamiques, elles semblent se déformer
facilement pour cette composition. Celles qui ont été piégées n’ont pas montré d’évolution
significative de leur taille au cours du choc hypotonique (expérience réalisé sur deux lots
différents). Il est possible que la déformation maximale de la membrane soit plus proche de
celle rapportée pour les liposomes (ac ~ 5%) a cause de la proportion plus élevée en lipides dans
la composition du mélange, et ne soit par conséquent pas détectable en microscopie optique sur
de petites vésicules (Ro ~ 3 um).

4.2.3.3 Vésicules hybrides PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 / POPC

De maniére similaire aux vésicules hybrides utilisant du DPPC, les observations de
microscopie optique ont montré des membranes hybrides apparemment homogenes a 1’échelle
microscopique. Les analyses par DSC n’ont cependant pas permis de mesurer un signal
correspondant a la transition coopérative de domaines lipidiques pour les compositions ou il y

a plus de 30% molaire en copolymére.

Les vesicules utilisées ont eté preparées dans une solution contenant 100 mM de glucose
et a partir d’'un mélange 75% molaire copolymeére / 25% molaire lipide. Il n’a pas été possible
de piéger des vésicules préparées a partir d’un mélange équimolaire, méme a tres faible débit
d’injection, car celles-ci se déforment et sont aspirées a travers les pieéges hydrodynamiques.
Les chocs osmotiques ont été appliqués avec une solution hypotonique a 75 mM (figure 4.14 et
tableau 4.2).
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Figure 4.14. Evolution temporelle du rayon de deux vésicules hybrides préparées a partir d’un
mélange 75% PEO17-b-PDMSss-b-PEQ17 / 25% POPC et soumises a un choc hypotonique (100
> 75 mM). Les données expérimentales ont été obtenues en prenant la valeur du rayon
correspondant a 1’aire maximale mesurée sur I’ensemble des sections optiques de chaque
empilement, et I’ajustement de la courbe est fait avec 1’équation a I’ordre 1.
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Vésicule Ro (um) % changement Veq.tn % changement Veg.exp  amax (%) P (UM/S)

A 5,59 31,7% 29,49% 18,80% 13,02 +2,25
B 4,43 31,7% 23,9% 15,36% 4,28 +0,19
C 5,91 Vésicule perdue avant qu’elle atteigne 1’équilibre 3,41+0,18
D 4,90 31,7% 28,07% 17,93% 6,45+0,43
E 4,61 31,7% 25,24% 16,19% 4,33 +0,30
F 7,09 Vésicule perdue avant qu’elle atteigne 1’équilibre 7,78 £0,77

Tableau 4.2. Résultats obtenus en appliquant un choc hypotonique (100 > 75 mM) sur des
vésicules préparées a partir d’un mélange 75% molaire de PEO;17-b-PDMSge-b-PEO17 / 25%
molaire de POPC.

Les mesures effectuées sur les vésicules hybrides, résumées dans le tableau 4.2, different
d’une vésicule a ’autre. Les plus grosses variations concernent les coefficients de perméabilité
a ’eau Ps déterminés en ajustant les courbes expérimentales avec une équation exponentielle.
Les taux de gonflements étant similaires, bien qu’inférieurs a la limite théorique a cause des
forces ¢lastiques qui s’appliquent dans la membrane, il est possible que ce soit li¢ a la présence
simultanée de nombreuses vésicules dans un méme piége hydrodynamique. En effet, il est
fréquent que celles-ci soient en contact ce qui a pour effet de diminuer la surface osmotiquement

active (a travers laquelle s’effectue 1’échange d’eau).

Le coefficient de perméabilité a 1’eau moyen déterminé est tres proche de celui des
polymersomes : Ps= 6,5 £+ 3,6 um/s. Comme pour le DPPC, I’incorporation de 25% molaire de
POPC ne modifie pas la perméabilité a I’eau des vésicules formées. Ce résultat est a premiére
vue plus surprenant car le POPC, qui est en phase fluide a température ambiante, s’assemble
sous forme de bicouches trés perméables a 1’eau quand il est le seul composé (Psporc ~ 130
um/s).’8 Cependant, les analyses DSC menées sur les mélanges PEO17-b-PDMSgs-b-PEO;7 /
POPC ont révélé une disparition du signal de transition coopérative des lipides pour les fractions
molaires en copolymere supérieures a 30%. Cela a été attribué a la dispersion des chaines
lipidiques dans la matrice polymere, qui ne peuvent plus ségréger en une phase riche en POPC
qui transiterait d’une phase Ly a Lp. Il n’y a par conséquent pas de nano-domaines qui pourraient
localement augmenter la perméabilité a I’eau de la membrane, donc celle-ci est limitée par celle

de la matrice polymere.

Il est a noter que Lim et al. ont observé, pour des membranes hybrides composées de PButa.-

b-PEO14 et de POPC, une augmentation de la quantité de carboxyfluorescéine libérée apres
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quelques jours quand la fraction molaire de POPC utilisée augmente.!” Cependant, nous

n’avons pas d’informations sur la structuration des membranes qu’ils obtiennent.

Il apparait donc comme nécessaire de former des domaines de lipide fluide, au moins a
I’échelle nanométrique, pour modifier les propriétés de perméabilité a I’eau des vésicules
hybrides. Les essais menés avec 25% molaire de deux lipides différents, le POPC qui est fluide
a température ambiante et le DPPC qui est en phase gel, ont montré une perméabilité qui est

limitée a celle de la matrice polymeére, majoritaire pour cette composition molaire.

4.3 Expeérience de minéralisation

Les polymersomes sont décrits comme étant trés peu perméables aux espéces ioniques. >

Il a été prouvé que I’ajout de calcimycine, un ionophore qui permet de transporter sélectivement
les cations divalents,'®® dans des membranes hydrophobes de PDMS de faible masse molaire
(PDMS2,-g-PEQ1,) peut significativement accroitre le transport de d’ions Ca®".* Par le biais
d’expériences de minéralisation intravésiculaire, nous allons déterminer si cette amélioration
de la perméabilité aux ions calcium reste efficace pour des membranes de méme nature

chimique mais plus épaisses.

4.3.1 Precipitation intravésiculaire de CaCOs

Les experiences de minéralisation intravésiculaire peuvent se découper en étapes
distinctes. Il faut tout d’abord préparer des vésicules dans une solution contenant des ions
carbonates CO3? (en équilibre avec des ions hydrogénocarbonates HCO3) afin que ceux-ci se
retrouvent encapsulés dans les milieux intravésiculaires. Les ions carbonates de la phase
continue sont ensuite remplacés par des ions Ca?*. Finalement, de la calcimycine est ajoutée au
systeme pour induire la perméabilité de la membrane aux ions calcium et ainsi initier la

précipitation dans les vésicules (figure 4.15).

A Ca?* B C
) ) CaZ* )
c0s* - cog - CaCO0;
CO% COz CaCo,
lonophore /l Précipitation
ot (Calcimycine) Ca2t

Figure 4.15. Représentation schématique du principe de précipitation intravésiculaire du
carbonate de calcium CaCO3 : A) préparation d’une solution de vésicules encapsulant des ions
carbonates et contenant des ions calcium dans le milieu extravésiculaire, B) ajout de calcimycine
pour permettre le passage des ions calcium a travers la membrane et déclencher C) la
précipitation intravésiculaire.
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Le systéme utilisé doit respecter certaines conditions pour que 1’on puisse déclencher la
précipitation au moment souhaite. 1l faut que les ions carbonates soient correctement encapsulés
lors de la formation des vésicules, que la membrane de celles-ci soit imperméable aux ions
calcium et aux ions carbonates, et que I’ionophore permette le passage des ions calcium a

travers la membrane.

De plus, il y a quelques précautions a prendre quand on fait une expérience de minéralisation
intravésiculaire. 1l faut prendre soin de tamponner le pH des solutions, particulierement celui
du milieu intravésiculaire, car les propriétés de transport de la calcimycine dépendent a la fois
du pH général (meilleur efficacité pour un pH de 7,5 ou plus)*®® et des gradients de pH qui
peuvent s’établir au travers de la membrane a cause du transport de protons H* en contrepartie
des ions Ca®* pour maintenir I’électroneutralité (voir partie 1.4.2.2). Il est également préférable
de tamponner 1’osmolarité des solutions, en la fixant a une valeur élevée, pour ne pas avoir de
contraction des vésicules (ou une contraction négligeable) au cours de la précipitation. En effet,
la concentration intravésiculaire en ions carbonates et en protons diminue au fur et a mesure
que les ions calcium entrent dans les vésicules et sont consommeés, créant ainsi un déséquilibre

osmotique.

4.3.2 Permeéabilité naturelle de la membrane aux espéces ioniques

Ce sont les propriétés d’imperméabilité des vésicules de PEOQ17-b-PDM Sgs-b-PEO17 aux
especes ioniques qui vont permettre de réaliser ce type d’expérience. En effet, il faut étre en
mesure de séparer les deux especes ioniques impliquées dans le processus de minéralisation

pour pouvoir contréler le début de précipitation.

La perméabilité des membranes formées par auto-assemblage aux ions calcium est
généralement trés faible. Par exemple, un coefficient de perméabilité de seulement 2,5.107
um/s a été mesuré pour des vésicules phospholipidiques.®* Des expériences de précipitation de
phosphate de calcium dans des vésicules de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA %9 et de carbonate
de calcium dans des vésicules de PDMSz2,-g-PEO1, @ ont également montré que les membranes

hydrophobes de PDMS sont quasiment impermeables aux ions calcium.

Cette perméabilité spécifique est étudiée en utilisant des fluorophores sensibles au
calcium, tels que le Fluo-3 ou le Fluo-5N. Le fluorophore retenu lors de notre étude est le Fluo-
5N, dont la gamme de sensibilité aux ions calcium va jusqu’a une concentration de 1 mM.
Malheureusement, il s’est avéré que ce fluorophore se dégrade lors du processus

d’¢électroformation, rendant toute mesure quantitative impossible.
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Seul un test qualitatif mettant en présence des vésicules qui encapsulent des ions carbonates et
une solution contenant du calcium a permis de montrer que, au moins pour la durée d’une
experience de minéralisation (2-3 heures), les membranes de PEO17-b-PDMSegs-b-PEO;7 sont
peu ou pas perméables aux ions calcium (annexe 4.5.7). En se basant sur cette observation et
les résultats préalablement rapportés dans la littérature, 1>° il est raisonnable d’estimer que ces
membranes sont quasiment imperméables aux ions calcium. De plus, cela révele que les

membranes sont peu permeables aux ions HCO3".

4.3.3 Ajout d’ionophore via la solution d’ions calcium

Pour réaliser cette expérience, des vésicules de PEOi7-b-PDMSes-b-PEO17 qui
encapsulent une solution contenant 20 mM de NaHCO3, 20 mM d’HEPES (tampon pH) et 130
mM de sucrose (tampon osmolarité) ont été préparées par électroformation, selon le protocole
décrit dans la partie 3.3.2 (durée de formation de 21h30). Suite a I’¢lectroformation, la solution
de vésicules a été diluée d’un facteur 20 par une solution iso-osmolaire contenant 20 mM
d’HEPES et du glucose afin de diminuer la concentration extravésiculaire en ions carbonates.
Cela est beaucoup plus rapide qu’une dialyse, et 1’utilisation du glucose dans la solution de
dilution permet de faire sédimenter les vésicules, remplies de sucrose, pour les concentrer et

ainsi en récupérer facilement une quantité raisonnable.

La précipitation intravésiculaire est déclenchée en mélangeant 40 pL de cette solution & un
volume équivalent de solution iso-osmolaire contenant 20 mM de CaCl,, 20 mM d’HEPES, 2
MM de calcimycine et du glucose (figure 4.16). L’observation est réalisée entre deux lamelles

de verre recouvertes d’une couche de PDMS.
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~1 mM NaHCO,
~20 mM HEPES
~ 6,5 mM Sucrose
~ 155 mM Glucose

~20 mM CacCl,
~20 mM HEPES
~2 uM A-23187

~ 110 mM Glucose

~20 mM NaHCO,
~20 mM HEPES
~ 130 mM Sucrose

~195 mOsm

~194 mOsm ~190 mOsm

~0,5 mM NaHCO,

~10 mM CaCl
>0 M NAHOS: ~ 20 mM HEPES
~ 20 mM HEPES 1 uM A-23187

~130 mM Sucrose ~ 3 mM Sucrose

{05 mOsi ~ 133 mM Glucose

~192 mOsm

Figure 4.16. Schéma de principe d’une expérience de minéralisation dans laquelle la calcimycine
(A-23187) est ajoutée dans la solution extravésiculaire.

Des photographies de microscopie en contraste de phase prises au cours de cette
expérience sont présentées en figure 4.17. Environ 5 minutes apres avoir mélangé les deux
solutions, on voit apparaitre de petits points noirs au niveau de la membrane et dans les
vésicules, qui sont vraisesmblablement des précipités de carbonate de calcium.* Leur nombre
semble augmenter avec le temps écoulé depuis le mélange des solutions. Aprés environ une
demi-heure, on observe de plus en plus de gros points noirs résultant de 1’agglomération des
petits. Certains présentent un aspect bleuté, qui laisse penser que 1’on est passé de petits

précipités de carbonate de calcium amorphes vers un précipité cristallin.

Une expérience témoin, réalisée en ajoutant 1uM de calcimycine a une solution de
polymersomes dans du sucrose, ne montre pas la formation de points noirs dans les membranes
(annexe 4.5.8). En effet, il est possible que la calcimycine seule s’agrége dans les membranes
et se comporte comme un canal ionique.?*® L’ A-23187 permet donc de déclencher le transport
des cations Ca®* a travers la membrane des vésicules de PEO17-b-PDMSgs-h-PEO:y.
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4 min 5 min 6 min 9 min 10 min

26 min 29 min 31 min 32 min 34 min

37 min 42 min 43 min 44 min 44 min

Figure 4.17. Photographies prises sur diverses vésicules de 1’échantillon. Le temps indiqué sous
chaque image correspond au temps eécoulé depuis le mélange des deux solutions.

Toutefois, I’inconvénient majeur de ce protocole de minéralisation intravésiculaire reste
que la quantité de calcimycine utilisée par rapport a la quantité de copolymeére auto-assemblé

sous forme de vésicules n’est pas contrdlée.

4.3.4 Incorporation d’ionophore dans les membranes lors de la formation

Pour contrdler la quantité de calcimycine dans le systéme, 2wt% d’ionophore est
directement introduit dans la solution de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 avant la préparation des
films sur les électrodes d’ITO utilisées lors de 1’¢électroformation. La solution de vésicules
encapsulant les ions carbonates est ensuite préparée de la méme manicre que pour 1’expérience
décrite partie 4.3.3.

La précipitation intravésiculaire est déclenchée en mélangeant 40 pL de cette solution a un
volume équivalent de solution iso-osmolaire contenant 20 mM de CaClz, 20 mM d’HEPES et
du sucrose (figure 4.18). Il n’est pas nécessaire d’ajouter de 1’ionophore car il se trouve a priori
déja dans la solution de vesicules. La solution de CaCl; est tamponnée en osmolarité avec du
sucrose et non plus du glucose afin ne pas avoir trop de contraste en microscopie optique en

contraste de phase (pour que I’intérieur des vésicules ne soit pas trop foncg).
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~1 mM NaHCO,
~20 mM HEPES
~ 6,5 mM Sucrose
~155 mM Glucose

~20 mM NaHCO,
~20 mM HEPES
~130 mM Sucrose

~20 mM CaCl,
~ 20 mM HEPES
~110 mM Sucrose

~187 mOsm ~186 mOsm

~186 mOsm

g 2 wt% A-23187

~ 0,5 mM NaHCO,

~20 mM NaHCO, ~10 mM CaCl,
~20 mM HEPES ~20 mM HEPES
~130 mM Sucrose ~ 58 mM Sucrose

~ 78 mM Glucose
~ 187 mOsm
~186 mOsm

Y 2 wt% A-23187

Figure 4.18. Schéma de principe d’une expérience de minéralisation dans laquelle la calcimycine
(A-23187) est introduite dans la solution de vésicules au moment de leur formation.

Au cours des observations, de petits points noirs sont apparus dans les vésicules
quelques minutes aprés avoir ajouté les ions calcium dans la phase extérieure (~ 7 min pour la
vesicule figure 4.19.A). Malheureusement, ces points sont trop petits pour étre vus sur la
majorité des photographies. On les distingue dans la vésicule présentée figure 4.19.B, ils

semblent se déplacer dans le milieu intravésiculaire.

De plus gros précipités de carbonate de calcium, qui semblent également étre situés dans les
vésicules, sont clairement identifiables a partir d’une heure et cinquante minutes apres le
mélange des deux solutions (figure 4.19.C). L’apparition de précipités présentant ces
dimensions est bien plus longue que lors de I’expérience ou 1’ A-23187 est directement ajoutee
dans la solution extérieure, ce qui suggere gue la cinétique de transfert du calcium est bien plus
lente. L’observation de ces particules en lumiére polarisée ne révéle pas de biréfringence, elles

sont soit trop petites ou ce sont des précipités qui ne sont pas cristallins (amorphes).
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A)....-

2 min 7 min 21 min 1h 56 min 4h 52

B). .

1h 04 min 1h 10 min 1h 50 min 1h 55 min

Figure 4.19. Suivi temporel de trois vésicules (A, B, et C). Le temps indiqué sous chaque image
correspond au temps écoulé depuis le mélange des deux solutions.

La quantité de calcimycine utilisée pour la préparation de ces échantillons, lors de
I’électroformation, est égale a Vsolution polymere X Crm totale X 2Wt% / Mn a-23187 = 3,82.10° mole. Il
faut au moins 1 mL pour remplir la cellule d’¢lectroformation donc en supposant que toute la
calcimycine passe en solution, ce qui n’est probablement pas le cas car une grande majorité du
film polymere / A-23187 reste sur les lames d’ITO, la concentration maximale en ionophore
serait de 3,82 uM apres la formation des vésicules. A cela s’ajoute la dilution d’un facteur 20
par une solution iso-osmolaire, afin de diminuer la concentration extravésiculaire en NaHCOs,
ce qui fait également chuter la concentration maximale en A-23187 a 0,191 uM. Il apparait
donc logique que la cinétique de précipitation intravésiculaire observée soit plus lente que pour
une expérience ou la quantité totale d’ionophore dans le systéme est fixée a 1 uM. En effet, la

concentration maximale, probablement largement surestimeée, est au moins 5 fois plus faible.

Il faut toutefois étre prudent car la majorité des vésicules a completement sédimenté (sucrose
dans le milieu intravésiculaire et glucose dans le milieu extravésiculaire) et se trouve en contact
avec la lamelle du bas. Il est possible que cela induise des déformations de membrane, comme
pour la vésicule figure 4.19.A qui n’est plus parfaitement sphérique apreés 21 minutes, et
entraine I’ouverture de pores. Cependant, la cinétique lente comparé a I’expérience décrite
partie 4.3.3 et ce qui a été rapporté dans la littérature* semble infirmer la formation de pores
dans les membranes, qui auraient probablement conduit a une précipitation rapide. De plus, de
nombreux petits points noirs étaient visibles dans les vésicules bien avant que celles-ci aient

terminé de sédimenter.
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Les vésicules de PEO17-b-PDMSee-b-PEO17 semblent donc naturellement tres peu
perméables aux ions carbonates et calcium, et 1’utilisation d’un transporteur d’ions spécifique
aux cations divalents, la calcimycine (A-23187), permet le passage des ions Ca?* a travers la
membrane hydrophobe. En revanche les cinétiques de précipitation, i.e. les moments a partir
desquels des points noirs sont visibles au niveau des vésicules, sont plus lentes que celles qui
ont été rapportées pour des expériences similaires réalisées avec des veésicules géantes de
PDMS2,-g-PEO1, (pour 1uM et 2wt.% de calcimycine).?* Cet effet est probablement lié a
I’épaisseur de membrane, plus élevée pour le copolymeére tribloc PEO17-b-PDMSes-b-PEO17
que pour le PDMS22-g-PEO12.

La cinétique de précipitation, qui dépend également de la quantité d’ionophore utilisée, semble
influencer la localisation de la nucléation des précipités. L’ajout de la calcimycine a hauteur de
1 UM conduisait a des points noirs au niveau de la membrane des vésicules (figure 4.17) alors
que pour une quantité de calcimycine plus faible on observe des précipités qui semblent se
situer dans les vésicules (figure 4.19). Il n’a malheureusement pas €té possible de caractériser
la nature des précipités, par ATR-IR par exemple, car le nombre de vésicules en solution est

tres faible et le signal correspondant n’est pas suffisant pour mener 1’analyse a bien.
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4.4 Conclusion

Des vésicules hybrides PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17 / lipide ont été formées avec succés
pour une large gamme de compositions molaires. La membrane de ces objets semble étre stable
et présenter une répartition statistique de ses composants a 1’échelle micrométrique, que le
lipide utilisé soit fluide a température ambiante (POPC) ou en phase gel (DPPC). Quand le
composant lipidique est le DPPC, il semblerait que I’ajout de polymére modifie 1I’empilement
des lipides d’une phase gel Lg vers une phase liquide-ordonnée Lo. L’ajout de copolymére
tribloc dans les membranes fluides de POPC est plus favorable, la phase lipidique semble

saturée en copolymeére des une fraction molaire de 40%.

La mobilite latérale du copolymere dans une membrane, reliée a sa masse molaire, est un
parameétre important pour la formation de domaines. Le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 ne semble
pas avoir une mobilité latérale suffisante pour autoriser une séparation de phase spontanée, donc
la formation de domaines a 1’échelle micrométrique, et ce quelle que soit la fluidité de la phase
lipidique (Lg, Lo et L,). Cela est probablement lié & sa masse molaire, environ deux fois plus

élevéee que celle du PDMS2>-g-PEO12 qui permet de former des membranes hétérogenes.

Les coefficients de perméabilité a 1’eau des polymersomes et des vésicules hybrides
75% molaire copolymeére / 25% molaire lipide ont pu étre mesurés en appliquant des chocs
hypotoniques en piéges microfluidiques. Les résultats ne montrent pas d’évolution de la
perméabilité a I’eau des membranes liée a 1’inclusion de lipides. Elle est limitée a celle de la
matrice polymere au moins pour cette composition. La formation des domaines de lipide fluide,
au moins a 1’échelle nanométrique, apparait donc comme étant nécessaire pour changer la
perméabilité a I’eau des vésicules hybrides. Par ailleurs, il n’a pas été possible d’étudier des
fractions molaires en lipide plus élevées avec le systeme de pieéges hydrodynamiques. Des

expériences de micropipette ou en solution seraient nécessaires pour confirmer ce résultat.

Finalement, les veésicules de PEOi7-b-PDMSes-b-PEO17 ont été utilisées comme
réacteur de minéralisation. Elles sont peu perméables aux ions carbonates et calcium, et des
ionophores tels que la calcimycine (A-23187) peuvent assurer le transport des ions Ca?* a
travers la membrane malgré son épaisseur. De plus, il apparait que la cinétique de précipitation
intravésiculaire du CaCOsz dépend de la quantité d’ionophore utilisée, au moins dans les faibles

gammes de concentration (pas de formation de canaux membranaires).
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4.5 Annexes

4.5.1 Hybrides PEO17-b-PDMSe6-b-PEO17 / DPPC

Trois compositions distinctes ont été observées en microscopie optique pour les
mélanges qui utilisent le DPPC comme lipide. Une composition a 75% molaire en copolymeére
conduit & des vésicules sphériques ayant un marquage de membrane homogéne et une
composition de 75% molaire en DPPC a des vésicules déformées également avec un marquage
homogene (pour les vésicules hybrides). Les images suivantes confirment qu’un double
marquage de membrane homogene est également obtenu pour une composition équimolaire
50% PEO17-b-PDMSee-b-PEO17 / 50% DPPC (figure 4.20).

--

Filtre Fluorescéine Filtre double-bande Filtre Rhodamine

Figure 4.20. Images de microscopie optique en épifluorescence d’une vésicule hybride 50%
PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17 / 50% DPPC avec un double marquage de membrane. Le filtre
« fluorescéine » est sensible au vert (PDMS22-g-PEO12-Fluorescéine), le filtre « rhodamine » est
sensible au rouge (Liss-Rhod PE) et le filtre double-bande permet d’observer la superposition
des deux fluorescences.

Comme pour les vésicules dont le mélange initial contient une majorité de copolymeére,
les vésicules observées sont sphériques. La différence avec les vésicules froissées / facettées,

obtenues pour une majorité de DPPC, est flagrante (figure 4.21).

Filtre Rhodamine Filtre Fluorescéine

Figure 4.21. Images de microscopie optique en transmission et en épifluorescence d’une vésicule
obtenue suite a I’électroformation avec un mélange 25% PEO17-b-PDMSgs-b-PEO;7 / 75% DPPC.
Le filtre « fluorescéine » est sensible au vert (PDMS-g-PEO-Fluoresceine), le filtre
« rhodamine » est sensible au rouge (Liss-Rhod PE).
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Cette morphologie non-sphérique est due a la transition du DPPC d’une phase L, quand T > Tr,
vers une phase Lg: quand T < Tm. On ne voit pas la vésicule en utilisant un filtre sensible & la
Fluorescéine, il n’y a donc pas le double marquage de membrane. Cela laisse penser que pour
une majorité de DPPC dans la composition initiale du mélange on forme en réalité un mélange
de vésicules hybrides homogenes (figure 4.2.B) et de liposomes (figure 4.21). Cela a déja été
observé lors de la formation de vésicules hybrides PButss-b-PEO30 / POPC, ou une forte fraction

en POPC conduit a la formation d’un mélange de vésicules hybrides et de liposomes.1’2

4.5.2 Hybrides PEO17-b-PDMSes-b-PEO17 / POPC

Les trois compositions de vésicules hybrides utilisant le POPC comme composant
lipidique observees en microscopie optique conduisent a la formation de membranes présentant
une répartition apparente homogene des constituants. Les images présentées figure 4.22

complétent celles qui sont dans la partie 4.1.2.

A)

PDMS-g-PEO-Fluo Liss-Rhod PE Double marquage

PDMS-g-PEO-Fluo Liss-Rhod PE Double marquage
Figure 4.22. Images de microscopie confocale de vésicules hybrides avec un double marquage
de membrane préparées a partir d’un mélange (A) 60% / 40 % et (B) 75% / 25% de PEO;7-b-
PDMS¢gs-b-PEO17 / POPC.

11 apparait clairement sur ces images que les deux fluorophores sont répartis dans I’ensemble

de la membrane, on ne distingue pas de zone enrichie en copolymere ou en lipide.
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4.5.3 Reconstruction volumique « 2D » vs. « 3D »

Il y a de nombreuses représentations possibles de 1’évolution temporelle de la taille
d’une vésicule. La figure 4.23 représente 1’évolution de la taille du rayon de la vésicule de
PButss-b-PEO30 qui a permis de valider le protocole expérimental des mesures du coefficient
de perméabilité a I’eau Pr. Ces résultats ont été obtenus via les deux méthodes de

reconstructions utilisées au cours de ces travaux.

Chocs osmotiques PBut-b-PEO - Comparaison mesures 2D et 3D
6.2 35

-©-2D
<©-3D
-=-| Fluo ext

Rayon équivalent au volume (pm)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Temps (s)

Figure 4.23. Evolution temporelle du rayon d’une vésicule de PButss-b-PEO30 soumise a un choc
hypotonique (100 mM > 75 mM), replacée dans une solution & 100 mM pour qu’elle retrouve sa
taille initiale puis soumise a un choc hypertonique (100 mM - 125 mM). La courbe verte
représente la valeur du rayon issue de 1’aire maximale mesurée sur les sections optiques de
chaque empilement (reconstruction « 2D ») et la courbe orange la valeur du rayon correspondant
au volume calculé pour la vésicule (reconstruction « 3D »). La courbe noire représente I’intensité
de fluorescence extravésiculaire qui est maximale pour la solution de préparation des vésicules
a 100 mM de sucrose.

Il apparait clairement qu’il y a une différence de rayon entre les deux méthodes utilisées
pour calculer le volume de la vésicule. Cet écart est di a une difficulté supplémentaire qui
intervient dans le cadre des reconstructions « 3D », car il est malaisé de déterminer précisément
I’aire de la vésicule sur les sections optiques correspondant a ses extrémités inférieures et
supérieures. En effet, la définition des contours sur ces sections optiques est mal définie a cause
de l’intensit¢ de fluorescence résiduelle provenant des sections optiques supérieures ou

inférieures. Cela a tendance a augmenter la mesure de 1’aire (intensité supplémentaire) et donc

d’entrainer une surévaluation du volume de la vésicule.
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4.5.4 Forces élastiques

Des forces élastiques s’appliquent sur la membrane d’une vésicule lors de son
gonflement (voir partie 1.3.3.2) a cause de la tension de surface qui apparait lors de I’étirement
de la membrane. Celles-ci peuvent étre estimées via la pression de Laplace Ap =
2K, a(t)/R(t), avec Ka le module élastique de la membrane, a(t) = AA(t)/Ao la déformation de
la membrane et R(t) le rayon de la vésicule. La proportion des forces élastiques par rapport a la
pression osmotique dépend a la fois du rayon initial Ro de la vésicule, du gradient de glucose

appliqué et de son état de gonflement. A tout instant, la pression osmotique Az Vérifie la

relation :
] Va;ésicule
Amr(t) = RTAc(t) = RT (eext — g VWT”“(O) (4.5)
avec R =0,08206 atm.L/mol/K la constante des gaz parfaits et T la température (K).
Pour une vésicule sphérique, on peut alors écrire :
R,?
— int
An(t) = RT <cext —c R (t)3> (4.6)

A un instant t correspondant a une déformation de la surface «(t), la valeur du rayon est :
R(t) = /Rg(a(t) +1) 4.7)
La valeur de la pression osmotique est donc :

Ry®
(VR +D)

Dans le méme temps, les forces élastiques qui s’appliquent sur une vésicule pour un gonflement

Am(t) = RT | c®t — ci™

(4.8)

caracterisé par a(t) sont (voir partie 1.3.3.2) :
2K,a(t)  2Kga(t)
R@®  JR2(a(t) + 1)

Le rapport Equation 4.9 / Equation 4.8 permet d’estimer la proportion des forces

Ap(t) = (4.9)

¢lastiques qui s’appliquent sur une vésicule pour un gonflement caractérisé par une déformation
de la surface a(t). Si on considere un diametre initial de 11 um, une déformation de la surface
a = 10%, un choc hypotonique initialement de 25 mM (Cint = 100 mM et Cext = 75 mM, ce qui a
été utilisé au long de ce chapitre) et un module élastique Ka ~ 0,1 N/m,® la proportion des forces

élastiques par rapport a la pression osmotique est déja de 12%.
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4.5.5 Calcul de la perméabilité avec les forces élastiques

L’équation utilisée pour le calcul du coefficient de perméabilité a I’eau en tenant compte

des forces elastiques est obtenue a partir de I’équation 1.27 (décrite dans la partie 1.3.4.4) :

2K, a(t)
R(¢t) )

avec RTAc le terme de pression osmotique et 2Kao(t)/R(t) le terme élastique, Ps le coefficient

R _ —P—<RTA ® +

it RT (4.10)

de perméabilité a 1’eau, vw le volume molaire de 1’eau, R la constante des gaz parfaits, T la
température, Ka le module élastique, a(t) la déformation de la membrane et R(t) le rayon de la

vésicule. La vésicule étant supposée sphérique, il est possible d’écrire :
dR Prvy, RS 2K, (R(t) Ry
ek RT ext int a ( _ ) 4.11
( (C o "R \Ry R (.11

dt RT R(t)3
_ .ext int 0 M
avec Ac(t) = c®t —¢f RO De plus, si on définit € = 0

dR _ Prow( o e g™ 2Ka (4 1 412
dt = RT (C (1+s)> (( +€)_(1+£)) (4.12)

il est possible d’écrire :

. , <1 1 ol 1
En faisant un développement de Taylor a l’ordre 1 (—(1+e)3 =1-351+¢) P
Zs) celaaméne a:
dR Prvy, 4K ¢
— = ———(RT(Acy — 3eci™ ) 4.13
dt RT((CO & )+R0 (4.13)
L’intégration de cette équation conduit au résultat final :
R(t) = Ry[(1+ A) — Aexp(—kt)] (4.49)
— gt - cg*t _ int
avec A = it} 4Ka etk = (3 + RTRO)
RTR
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4.5.6 Défauts de préparation des vésicules

Il 'y a principalement deux sortes de défauts liés a la préparation des vésicules qui
perturbent les mesures du coefficient de perméabilité quand on utilise des chocs osmotiques.
Le premier est la présence de vésicules multilamellaires (ou présentant une invagination) dans
I’échantillon. En effet, il faut que les vésicules dont on suit I’évolution temporelle du rayon
soient unilamellaires sinon la valeur du coefficient de perméabilité déterminée sera sous-
évaluée a cause des multiples couches hydrophobes. Bien que 1’électroformation ne permette
pas la formation de GUV uniquement, il est souvent possible de distinguer les vésicules

multilamellaires grace aux fluorophores (figure 4.24.A).

Figure 4.24. A) Vésicule de PEO;17-b-PDMSgs-b-PEQO17 multilamellaire (située en haut de
I’image) retenue dans un piége hydrodynamique. B) Deux vésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEQ;17
piégées au méme moment mais présentant une fluorescence intravésiculaire différente.

Le second phénomene qui peut compliquer les mesures du coefficient de perméabilité a
I’eau Ps est I’inhomogénéité de la concentration en soluté encapsulée dans les vésicules lors de
leur formation (figure 4.24.B). Cela peut étre le cas pour la concentration en fluorophore, qui
sert uniquement a visualiser le volume de la vésicule, mais également pour la concentration en
glucose. Ce cas de figure est génant car le gradient de concentration en glucose appliqué lors
des chocs osmotiques, nécessaire pour déterminer le coefficient de perméabilité a I’eau des

membranes, n’est alors plus précisément connu.
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4.5.7 Perméabilité aux espéces ioniques — expérience qualitative

L’expérience suivante consiste a ajouter des ions calcium dans une solution de vésicules
encapsulant des ions carbonates. Comme il n’y a pas de calcimycine ajoutée dans le milieu
extravésiculaire en méme temps que les ions calcium, on ne devrait pas observer de

précipitation intravésiculaire si les vésicules sont imperméables aux espéces ioniques.

Les vésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 ont été préparées par électroformation selon le
protocole décrit dans la partie 3.3.2, avec une durée de formation de 21h30. La solution utilisée
pendant la formation, encapsulée dans les vésicules, contient 20 mM de NaHCOs, 20 mM
d’HEPES et du sucrose, pour une osmolarité totale de 195 mOsm. La solution de vésicules a
ensuite été diluée d’un facteur 20 par une solution iso-osmolaire contenant 20 mM d’HEPES et

du glucose afin de diminuer la concentration extravésiculaire en ions carbonates.

Finalement, une goutte de cette solution (20 uL) est mélangée a une goutte d’une solution iso-
osmolaire contenant 20 mM de CaClz, 20 mM d’HEPES et du glucose. Ce mélange est préparé
entre deux lamelles de verre recouvertes d’une couche de PDMS, et les observations sont

réalisées au microscope droit en contraste de phase (figure 4.25).

. . . | .

1h 15 min 1h 31 min 1h 51 min 2h 10 min
1h 29 min 1h 35 min 2h 05 min 2h 06 min

Figure 4.25. Suivi de deux vésicules encapsulant 20 mM NaHCO3; placées dans une solution
contenant 10 mM de CaCl,. L’observation est faite au microscope droit en contraste de phase
avec un grossissement x20.

Sur ces images, les vésicules sont foncées sur un fond clair a cause de la différence de contraste
qu’il y a entre le sucrose (intravésiculaire) et le glucose (extravésiculaire). On ne voit pas
apparaitre de points noirs dans les vésicules ou au niveau des membranes, comme cela a été
observé quand 1’ionophore A-23187 est ajouté dans la solution extravésiculaire. Cela signifie
que sur la durée de I’expérience on n’observe pas de précipitation intra et / ou extravésiculaire

liée & la perméation d’ions calcium ou carbonates respectivement.
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4.5.8 Incorporation de calcimycine dans les membranes

Cette expérience vise a vérifier que la formation de points noirs dans la membrane des
vésicules, lors d’une expérience de minéralisation dans laquelle 1’ionophore est ajouté dans la
solution extravésiculaire, ne résulte pas 1’agrégation d’A-23187. En effet, il a été montré que la
calcimycine peut s’agréger dans des membranes hydrophobes,?*® ce qui dans notre cas pourrait

se traduire par I’apparition de points noirs comme observé en microscopie optique.

Des vésicules de PEO17-b-PDMSee-b-PEO17 ont été préparées par électroformation dans une
solution contenant 163 mM de glucose et 20 mM d’HEPES. 40 uL de cette solution de vésicule
ont ensuite ét¢ mélangés a un volume équivalent d’une solution contenant 163 mM de glucose,
20 mM d’HEPES et 2 uM de calcimycine (concentration finale de 1 pM). Les observations
sont faites au microscope droit en contraste de phase (figure 4.26).

2 min 5 min 10 min 15 min 20 min
21 min 25 min 28 min 30 min 34 min

Figure 4.26. Suivi temporel d’une vésicule géante suite a 1’ajout de 1 uM de calcimycine dans
la solution extérieure.

Le seul phénomeéne observe lors du suivi temporel est une légere déformation des vésicules,
probablement dii a I’ajout de DMSO dans la phase extérieure. En effet, la calcimycine est issue
d’une solution stock dans le DMSO, qui n’a pas été pris en compte pour le calcul de I’osmolarité
totale de la solution via laquelle I’ionophore est ajouté. Il en résulte un Iéger choc hypertonique
qui entraine un dégonflement partiel de la vésicule.

La formation de points noirs dans les membranes, comme lors d’expériences mettant en contact
une solution de vésicules encapsulant des ions carbonates et une solution contenant des ions
Ca?* et de la calcimycine, n’a pas été observée. Cela semble confirmer que les points noirs
observés lors des expériences de minéralisation sont des précipités de carbonate de calcium
CaCoOs, et que c’est bien la présence d’ionophore qui déclenche la précipitation intravésiculaire

en transportant les ions Ca?" a travers la membrane des vésicules.
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Nano-polymersomes en conditions de choc osmotique : déformations membranaires et
évolution de forme

Les vésicules polymeéres sont des objets de plus en plus étudiés dans les domaines des
sciences du vivant. En effet, ces structures présentent une bonne tenue mécanique, peuvent étre
biocompatibles et encapsuler des substances hydrophiles et hydrophobes, ce qui en fait des
vecteurs adéquats pour les applications de libération de principes actifs.® Les paramétres
physico-chimiques de ces vecteurs médicamenteux ont une forte influence sur leur efficacité en
tant que systéme de transport. La taille et la chimie de surface sont les plus étudiés,'% 10 mais
la forme des particules impacte elle aussi leurs performances. Le comportement de particules
anisotropes dévie de celui de particules sphériques a de multiples niveaux tels que le transport
dans le systéme sanguin,*! 1’adhésion cellulaire!'? et leur internalisation.** Les résultats
montrent que les particules prolates ont une adhésion sur les cellules environ quatre fois plus
élevée que les particules sphériques et que les morphologies oblates sont au moins deux fois
mieux phagocytées. Il est donc important, si I’on souhaite utiliser des polymersomes en tant
que vecteurs pour des applications thérapeutiques, de maitriser leurs formes pour optimiser

leurs performances.

La membrane des polymersomes étant par nature peu perméable,® ils peuvent étre
soumis a des déséquilibres osmotiques une fois injectés en conditions physiologiques. Cela
entraine 1’apparition d’une pression osmotique isotrope sur 1’ensemble des vésicule, qui vont
alors ajuster leurs volumes internes par transfert d’eau pour retourner a 1’équilibre.®® Ces
variations de volume interne s’accompagnent de changements de forme, c’est ce qui est observé
quand des vésicules sont soumises a des chocs osmotiques afin de mesurer la perméabilité a
I’eau de leur membrane (voir partie 1.3.5). Pour prévoir et maitriser les changements de forme
des polymersomes en de telles conditions, il faut comprendre quels sont les paramétres qui
controlent ces changements de morphologie.

Dans ce contexte, nous avons étudié les changements de formes induits par des chocs
osmotiques sur des nano-vésicules formeées avec des polymeéres de différentes architectures —
greffés, diblocs et triblocs — et différentes natures de bloc hydrophobe — PDMS et PBut. Les
blocs hydrophobes choisis ont une température de transition vitreuse Ty basse (Tgpoms ~ -129°C

et Tgpaut~ -31 °C) afin de permettre la formation de membranes fluides a température ambiante.

Une partie des résultats présentés dans ce chapitre a été publiée dans une revue a comité

de lecture.3®
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5.1 Etude du comportement par diffusion dynamique de la
lumiere
Cette technique de caractérisation a permis d’avoir une vue d’ensemble du comportement

des nano-polymersomes en suivant leurs changements de taille apparente en condition de

déséquilibre osmotique (figure 5.1).

= PDMS,-gPEO,,
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Figure 5.1. Evolution du rayon hydrodynamique Ry des vésicules en fonction de la pression
osmotique appliquée. Le % de changement correspond au changement relatif (Ru - Ro)/Ro.

Les échantillons de vésicules ont été préparés a 10 mg/mL en utilisant les protocoles
décrits dans la partie 3.3.2.2 et ont été dilués a 1 mg/mL pour les mesures des rayons
hydrodynamiques. Seules les solutions isotoniques (eau MilliQ pour les chocs hypertoniques et
solution 1M de glucose pour les chocs hypotoniques) ont été utilisées pour faire les dilutions
avant les mesures des rayons hydrodynamiques initiaux Ro. Pour les différents chocs
osmotiques, les deux solutions de dilution ont été utilisees pour obtenir la concentration
extravésiculaire en soluté souhaitée et une concentration finale en copolymére de 1 mg/mL. Les
mesures des rayons hydrodynamiques Rn ont été faites une heure aprés avoir ajusté la
concentration extravesiculaire en glucose (tableau 5.1). Toutes les fractions des lots de vésicules
utilisées pour les chocs osmotiques ont été soumises a un seul changement de phase externe
(pas de chocs osmotiques consécutifs) et les valeurs de viscosité des solutions aqueuses a
différentes concentrations en glucose utilisées pour déterminer les rayons hydrodynamiques

sont indiquées en annexe 5.7.1.
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Choc Hypertonique Isotonique Hypotonique
Ac (mM) -750 -500 -250 -100 0 250 500 750
AT (atm) -18,34 -12,23 -6,11 -2,45 0 6,11 12,23 18,34
Polymere Rayon Hydrodynamique Ry (nm) et indice de polydispersité
PDMSz2-g-PEO1, 428+01 446+04 544+05
i i (0,06) (0,09) (0,05) i i i
446+05 468+0,7 48909 495%0,2
i i i i (0,04) (0,03) (0,03) (0,03)
PEO17-b-PDMSgs-b- 442+0,4 46,1+03 47,6+0,3 49,3+0,3
PEO17 (0,06) (0,06) (0,06) i (0,05) i i i
50,3+0,6 525+£02 55705 579%£04
i i i i (0,14) (0,11) (0,14) (0,12)
PButss-b-PEO30 54,5+0,4 57,8+0,1 60,6 +0,4
(0,07) i (0,05) i (0,05) i i

Tableau 5.1. Rayons hydrodynamiques et indices de polydispersité mesurés pour les différentes
conditions de choc osmotique.

La figure 5.1 montre que le comportement général des polymersomes a 1’échelle
nanométrique est similaire a celui des vésicules géantes®® : une contraction en conditions
hypertoniques et un gonflement en conditions hypotoniques car la différence d’osmolarité entre
les milieux intra et extravésiculaires est compensée par le transfert d’eau au travers de la
membrane. Les vésicules formées avec le PDMS3,-g-PEO12, qui ont une membrane fine et
fluide,'®8 se comportent différemment des autres systémes. La diminution de taille en conditions
hypertoniques est bien plus prononcée (-21,3%) alors que les pressions osmotiques appliquées
sont plus faibles que pour les vésicules formées avec les deux autres copolymeéres. De plus, le
gonflement maximal observé en conditions hypotoniques est inférieur a celui mesuré pour les
vésicules de PEO17-b-PDMSege-b-PEO17. Cela peut s’expliquer par une plus petite déformation
maximale a la rupture, ac = AAJA0 ~ 23% pour le choc hypotonique sur les vésicules de
PDMS;2-g-PEO12 avec Ac = 750 mM, que pour les vésicules de tribloc. En effet, il a été montré

que cette limite augmente avec la masse molaire de I’amphiphile.®

Le gonflement observé en conditions hypotoniques ne conduit pas une réorganisation
de la membrane ou de la morphologie des vesicules (voir annexe 5.7.2). En revanche, les
contractions observées en conditions hypertoniques impliquent nécessairement 1’apparition
d’un exces de surface. La réorganisation de la membrane et les changements de forme ne
pouvant pas étre déterminés par diffusion dynamique de la lumiére, 1’étude du comportement
des nano-polymersomes en conditions hypertoniques a été menée par cryo-microscopie

électronique a transmission (cryo-TEM) et diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA).

Par souci de clarté, les résultats obtenus sont détaillés par la suite en fonction des différents

systéemes avant de discuter des phénoménes mis en jeu lors des changements de morphologie.
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5.2 Vésicules de PDMS2,-g-PEO1;

5.2.1 Cryo-TEM

Cette technique permet d’imager les vésicules avant et aprés changement in situ afin de

déterminer les différentes morphologies présentes dans le systeme.
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Figure 5.2. Epaisseurs de membrane, images de cryo-TEM et distributions des rapports d’aspect
pour les vésicules de PDMS3,-g-PEO;; sous différentes conditions d’osmolarité. Les vésicules,
remplies d’eau, ¢étaient initialement dans (A) un milieu isotonique, puis ont été soumises a un
choc hypertonique de (B) 100 mM ou (C) 250 mM. Pour tous les diagrammes, les colonnes noires
correspondent aux vésicules unilamellaires et les colonnes grises aux vésicules bilamellaires.
Les barres d’échelle représentent 100 nm. L’insertion (D) est un grossissement de la membrane
d’une vésicule bilamellaire. La zone rouge correspond & la couche interne de la membrane
d’épaisseur di, la zone bleue a la couche externe de la membrane d’épaisseur Jde, et la zone jaune
a la distance entre les deux couches Dy.

La figure 5.2.A montre une image de cryo-TEM caractéristique des vésicules de

PDMS;2-g-PEO12 en conditions isotoniques. Des images de cryo-TEM supplémentaires sont

172



Nano-polymersomes en conditions de choc osmotique : déformations membranaires et
évolution de forme

disponibles en annexe 5.7.3 pour que le lecteur puisse avoir plusieurs images complétes
illustrant 1’évolution de la forme des vésicules de PDMS2-g-PEO12 au cours des chocs
hypertoniques. Les vésicules présentent clairement une polydispersité non seulement en taille
mais également en forme. Cela est confirmé par la distribution des rapports d’aspect qui indique
que de nombreuses vésicules sont anisotropes. Les rapports d’aspect ont été déterminés en
ajustant la forme de chaque vésicule a une ellipse avec le logiciel ImageJ et définis comme étant
les rapports entre les demi-petits axes et les demi-grands axes de chaque ellipse. La
polydispersité en forme est vraisemblablement li¢e a 1’étape d’extrusion des vésicules, comme
déja observé pour des vésicules lipidiques.t!® En passant a travers les membranes du mini-
extrudeur, les vésicules plus grosses que les pores sont déformées et peuvent se rompre. Une
fois de I’autre coté, elles se referment mais peuvent garder une forme anisotrope liée a un exces

de surface par rapport a leur volume interne.

Répartition des structures de PDMS-g-PEO pour les
différentes conditions osmotiques

100% -

80% -

60% .
mlisotonique
0100 mM
40% 2| F 5250 mM
~ ~
20% - 2 ° .
R % g
0% |
Unilamellaires Bilamellaires

Figure 5.3. Evolution de la répartition des structures formées avec le PDMS;,-g-PEO;, suite aux
chocs hypertoniques.

Une étude statistique sur les images de cryo-TEM, présentée figure 5.3, indique que plus de 96
% des vésicules sont unilamellaires en conditions isotoniques. En accord avec la valeur indiquée

dans la littérature,'®® leur épaisseur de membrane moyenne est 6 = 5,4 + 0,6 nm (50 mesures).

Les figures 5.2.B et 5.2.C montrent que suite aux différents chocs hypertoniques la
majorité des vésicules présentent maintenant une membrane bilamellaire. Les deux couches de
la membrane pouvant facilement étre distinguées I’une de 1’autre sur les images de cryo-TEM,

plusieurs mesures d’épaisseur ont été réalisées (tableau 5.2).
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Ac Membrane de (NmM) di (nm) Dw (nm) Ot (NM) Nb mesures
0 mM Unilamellaire - - - 54+0,6 50
100 mM Bilamellaire 6,1+0,6 56+0,6 36109 155+1,1 50
250 mM Bilamellaire 6,0+£0,7 59+0,6 35107 154+1,1 38

Tableau 5.2. Ensemble des mesures d’épaisseur de membrane faites sur les images de cryo-TEM.
L’épaisseur de membrane totale des vésicules bilamellaires est la somme de 1’épaisseur de
chaque couche de polymeére et de la distance entre elles : diot = di + Dw + Je.

Les différentes épaisseurs de membrane des vésicules bilamellaires, i.e. les deux couches de
polymere et la couche d’eau entre elles, sont identiques quel que soit le choc appliqué. On
remarque aussi que chaque couche de polymére composant les membranes bilamellaires a une
épaisseur similaire a celle mesurée sur les vésicules en conditions isotoniques. La répartition
des structures en figure 5.3 indique que la proportion de vésicules bilamellaires est également
similaire pour les deux chocs hypertoniques et représentent environ les trois quarts du total
d’objets. Le quart restant correspond a des vésicules qui sont restées unilamellaires. Ces
dernieres semblent petites par comparaison aux veésicules bilamellaires et sont souvent étirées,

ce que confirment les distributions de rapport d’aspect (figures 5.2.B et 5.2.C).

La principale différence entre les deux chocs hypertoniques est que pour le choc a 100
mM les vésicules bilamellaires sont majoritairement sphériques alors que pour le choc a 250
mM elles sont plus étirées.

Le fait d’observer des structures bilamellaires suite aux chocs hypertoniques est en
accord avec les résultats de DLS qui montrent une diminution importante du rayon
hydrodynamique des les faibles pressions osmotiques. En effet, en tenant compte de ce
changement de forme il est possible de recalculer le diamétre extérieur moyen des vésicules qui
sont devenues bilamellaires et le comparer aux mesures des rayons hydrodynamiques par DLS.
Pour un rayon hydrodynamique initial Ro de 54 nm (mesuré en DLS), une épaisseur de
membrane de 5,5 nm et un écart entre les deux couches de polymére de 3,5 nm apreés la
transformation en vésicule bilamellaire la diminution du rayon extérieur serait de 21,5%. Cette
valeur, calculée simplement a partir de considérations geométriques, est parfaitement
comparable aux diminutions du rayon hydrodynamique mesurées en DLS suite aux chocs

hypertoniques : 17,9% et 21,3% pour les chocs & 100 mM et 250 mM respectivement.

5.2.2 DNPA

Cette deuxieme technique permet de mesurer précisément les dimensions a I’échelle
nanométrique via la mesure d’un facteur de forme moyenné sur des millions d’objets en

solution, ce qui réalise une bien meilleure statistique. Elle permet aussi de s’assurer que les
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changements de morphologie n’étaient pas liés a des artefacts de cryo-TEM pouvant résulter
de la préparation des echantillons, comme observé sur certaines images de ce systeme en

conditions isotoniques (voir annexe 5.7.4).

5.2.2.1 Conditions isotoniques

La figure 5.4 montre I’intensité diffusée par unité de volume par les vésicules de
PDMS;,-g-PEO12 en conditions isotoniques ainsi que la courbe théorique obtenue en ajustant

un facteur de forme vésiculaire (modele de sphéres creuses polydisperses) :
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Figure 5.4. Données expérimentales de DNPA obtenues sur les nano-polymersomes de PDMS;-
g-PEO;2 en conditions isotoniques. La courbe rouge représente 1’ajustement d’un facteur de
forme vésiculaire (modéle de sphéres creuses polydisperses) aux données expérimentales (R¢ =
33 nm, 6 = 5,75 nm).

D’un point de vue graphique seulement, la décroissance en (2 de I’intensité diffusée
dans le régime des petits vecteurs d’onde ( est caractéristique de la présence d’interface
lamellaire. Compte tenu du fait que I'on étudie des objets en solution, cela indique
vraisemblablement la présence de structures vésiculaires, les lamelles correspondant aux
couches hydrophobes formées par le PDMS. En s’appuyant sur cette observation et les résultats
de cryo-TEM, le modéle théorique choisi pour traiter les données expérimentales est un modeéle
de spheres creuses polydisperses (Vesicle Model - SasView) avec une pondération du facteur
de forme (5.1) par les volumes (5.2) et une polydispersité suivant une distribution log-normale

pour la valeur du rayon du ceeur de la vésicule Rc et I’épaisseur de membrane o (5.3). Le facteur

de forme correspondant est :2%
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9 sin(qR,) — qR, cos(gR,) sin(qR;) + qR. cos(qR.) z
Ve, — V)2 L (qR.)? e (qR.)?

P(q,Re,R;) = (5.1)

avec Rc et Re = R¢ + 0 les rayons du ceeur et externe de la vésicule, et Vre (Vre) le volume de la
sphere de rayon Rc (Re). L’intensité diffusée est proportionnelle a la fraction en polymére et le

contraste avec le solvant. Elle est calculée en intégrant les polydispersités geométriques :

[l s (V. = Va.)" P(q,Re, Re) F(Re, 07, )R, F(8,05)d6

fch,S (Ve, = V&) F(Rc, 0r,)dR. F(8,05)d8

I(q) = @(Ap)? (5.2)

avec des distributions log-normales sur la valeur du rayon du cceur des vésicules F(Rc, ore) et

1’épaisseur de membrane F(J, o) :

F(x,%9,0x) = (5.3)

1 [ 1 (l X )2]
exp |— n—
\ 2Oy X P 20,2 Xo

Pour ce modele, on considére que tous les objets diffusants sont des coquilles de densité de
longueur de diffusion p poms = 6,37.10% A2 en solution dans de I’eau lourde de
p p20 = 6,35.10° A2, Les chaines de PEO qui couvrent les surfaces externes et internes des
coquilles de PDMS sont considérées comme étant totalement hydratées et n’ont donc quasiment
pas de contraste avec le solvant.
Aussi faut-il tenir compte du fait qu’avec cette technique la polydispersité en forme des nano-
polymersomes, observée en cryo-TEM, ne peut pas étre distinguée de la polydispersité en taille
(voir annexe 5.7.5). Le résultat final est donc peu dépendant de la valeur du rayon utilisée pour
ajuster le facteur de forme, mais reste sensible vis-a-vis des parametres de la membrane.

Les meilleurs résultats sont obtenus pour un rayon du cceur de la vésicule Rc = 33 nm
(ore=0,38) et une épaisseur de membrane 6 = Re—Rc=5,75 nm (os =0,12), en trés bon accord
avec la valeur mesurée en cryo-TEM. Cela confirme également que les polymersomes sont bien

unilamellaires apreés leur formation.
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5.2.2.2 Conditions hypertoniques

Données expérimentales : les mémes expériences ont été conduites apres avoir expose
les vésicules a des conditions hypertoniques de 100 mM et 250 mM. Les solutions de glucose
utilisées pour les chocs ont été préparées avec 75 % de glucose deutéré et 25 % de glucose
hydrogéné afin d’obtenir la méme densité de longueur de diffusion que le D2O. Les courbes
expérimentales, présentées en figures 5.5.A et 5.5.B, révélent une oscillation de I’intensité

diffusée qui apparait dans le domaine des q intermédiaires (Cmin).

A © PDMS-g-PEO 100 mM B) 10000 - © PDMS-g-PEO 250 mM

10000
E = fit PMultiShell (q) 100 mM E —fit PMultiShell (q) 250 mM

1000 : 1000 -

100 .

I(q) (cm")

01 - 01 |

0,01 - S e L 0,01
0,001 0,01 0,1 1 0,001 0,01 01 1

q (A7) q (A7)

Figure 5.5. Données expérimentales de DNPA obtenues pour les nano-polymersomes de PDMS;-
g-PEO1, en conditions hypertoniques A) 100 mM et B) 250 mM. Sur chaque série de points
expérimentaux, la courbe rouge représente le meilleur ajustement de la courbe obtenu en utilisant
un modéle de vésicules multicouches polydisperses. L’insertion en B) est la représentation en
1(g)xg? vs. q des données du choc hypertonique a 250 mM.

Le maximum local des courbes expérimentales sur une représentation en 1(q)xq?vs. g (insertion
figure 5.5.B) se situe & un vecteur d’onde Omax ~ 5.102 A et est similaire pour les deux chocs
hypertoniques appliqués. Cela indigue que les deux échantillons ont une longueur de corrélation
caractéristique de la membrane 7/qmax ~ 60 A, trés proche de I’épaisseur de membrane mesurée
par cryo-TEM et DNPA en conditions isotoniques. De plus, la position de 1’oscillation qui
apparait suite aux chocs hypertoniques (gmin) est elle aussi trés similaire pour les deux
conditions, ce qui semble indiquer que I’ensemble des paramétres de membrane finaux sont tres

proches quel que soit le choc hypertonique applique.

Modeéle de vésicules multicouches : en accord avec les observations de cryo-TEM, un
modele de vésicules multicouches, avec le nombre de couches fixé a 2 pour représenter des
membranes bilamellaires, a été choisi pour ajuster les données expérimentales (figure 5.6, Multi
Shell Model - SasView) :
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0 = épaisseur de membrane, identique pour
les deux coquilles

Dw = Epaisseur de la couche de solvant
entre les deux coquilles

Psolvant R¢ = rayon du cceur de la vésicule

Psolvant = PD20 = 6,35.10'6 A-Z

pcoquille

psolvant

P coquille = OPDMS = 6,37-10_8 A2

pcoquille P solvant

Figure 5.6. Schéma du modele de vésicules multicouches et description de ses parametres.

Dans ce modele, les deux « coquilles » sphériques - de méme centre, méme épaisseur et méme
densité de longueur de diffusion - sont séparées par une couche de solvant, en accord avec ce
qui a été observé en cryo-TEM. Pour le choc a 100 mM, les résultats obtenus sont un rayon du
cceur de la vésicule Rc = 16,6 nm (orc = 0,33), environ deux fois plus petit que ce qui avait été
obtenu en conditions isotoniques pour le cceur unique (figure 5.5.A). L’épaisseur de chaque
couche de polymere est ¢ = 6,2 nm (o5 = 0,1) avec une distance entre elles Dw = 3,9 nm (opw =
0,5), en trés bon accord avec les mesure de cryo-TEM. Egalement en accord avec les
observations, qui montrent des membranes bilamellaires avec les mémes parametres quel que
soit le choc hypertonique appliqué, les résultats pour le choc a 250 mM sont similaires (figure
5.5.B) : Rc = 16 nm (orc= 0,36), 6 = 5,7 nm (o5 = 0,1) et Dw = 4,5 nm (opw = 0,5). Bien que ces
résultats soient en excellent accord avec les mesures effectuées sur les images de cryo-TEM,
’oscillation qui apparait dans le domaine des q intermédiaires (gmin) n’est pas assez atténuée
pour correctement ajuster les courbes modeéles aux données expérimentales. Cela peut étre
attribué au quart de vésicules unilamellaires qu’il reste dans le milieu apres les chocs
hypertoniques.

Mélange des modéles de vésicules multicouches et de sphéres creuses : de meilleurs
ajustements ont été obtenus en simulant un mélange de populations de vésicules unilamellaires
et de vésicules bilamellaires en utilisant les parametres préalablement déterminés par cryo-TEM
et DNPA (figure 5.7) :
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Figure 5.7. Données expérimentales de DNPA obtenues pour les nano-polymersomes de PDMS ;-
g-PEO;2 en conditions hypertoniques A) 100 mM et B) 250 mM. Sur chaque série de points
expérimentaux, la courbe rouge représente l’ajustement obtenu en simulant un mélange de
populations de vésicules unilamellaires (modéle de sphéres creuses polydisperses) et de vésicules
bilamellaires (modéle de vésicules multicouches polydisperses).

Ac V'Zl?:ue ||§ Mutishen Re(M  ore o(M) o5 Dw (M) - opw
0mM Vesicle 100 % - 33 0,38 5,75 0,12 - -
100 mM Mix 28 % 72 % 166 033 62 01 39 03
250 MM Mix 26 % 74 % 16 036 57 01 45 03

Tableau 5.3. Parametres des facteurs de forme de vésicules multicouches et de sphéres creuses
polydisperses utilisés pour leur ajustement aux données expérimentales obtenues sur les nano-
polymersomes de PDMS;,-g-PEO;2 apreés les chocs hypertoniques.

Pour simuler les vésicules bilamellaires, tous les parametres du modéle de vésicules
multicouches ont été gardés identiques exceptés les valeurs sur la polydispersité de 1’écart entre
les couches opw qui ont été fixées a 0,3. Les vésicules unilamellaires ont été simulées avec le
modele de sphéres creuses polydisperses en utilisant les mémes rayons (les Rc déterminés lors
de I’ajustement du facteur de forme de vésicule multicouche représentent les valeurs moyennes
pour I’ensemble des objets) et les mémes paramétres de membrane que pour les vesicules
bilamellaires (mais avec seulement une couche). La proportion utilisée pour chaque courbe a

été fixée en utilisant la répartition mesurée en cryo-TEM.

Les courbes obtenues via cette méthode s’ajustent trés bien aux données expérimentales
(figure 5.7), et le trés bon accord entre les valeurs déterminées par DNPA et par cryo-TEM pour
les paramétres des membranes confirme la robustesse et le sens physique des ajustements de
courbe réalisés. L’apparition d’une oscillation dans les q intermédiaires pour les deux

conditions testées confirme que les nano-polymersomes unilamellaires de PDMS22-g-PEO12
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préparés dans 1’eau deviennent bilamellaires suite aux chocs hypertoniques. De plus, cela
montre la grande complémentarité qu’il existe entre ces deux méthodes d’analyse, les données
statistiques extraites des expériences de cryo-TEM pouvant étre utilisées pour améliorer le

traitement des courbes de DNPA de maniére quantitative.

5.3 Veésicules de PEO17-b-PDMSgs-b-PEQO17

L’¢tude du comportement des nano-polymersomes de tribloc en conditions hypertoniques
permet de mettre en évidence 1’influence de I’architecture du copolymeére utilisé pour former
les membranes. En effet, la faible diminution du rayon hydrodynamique en conditions
hypertoniques (figure 5.1) semble peu compatible avec la formation de polymersomes
bilamellaires comme observé avec le PDMSz2-g-PEO12. Une étude en DNPA a aussi été
conduite sur le copolymére tribloc avec le bloc hydrophobe de poids moléculaire plus faible

mais celui-ci ne semble pas former de vésicules (voir annexe 5.7.6).

5.3.1 Cryo-TEM
Les images de cryo-TEM du systeme en conditions isotoniques (figure 5.8.A) révélent

la présence de nombreux types d’agrégats en solution.

70{ | EEE Unilameliaire |
[ Bilamellaire

Nombre de vésicules
n w » o
o o o o

02 03 04 05 06 07 08 09 10
Distribution des rapports d'aspect

;im{lamellaire
| Bilamellaire
| Stomatocyte

04 05 06 07 08 09 10
Distribution des rapports d'aspect

Figure 5.8. Images de cryo-TEM et distributions des rapports d’aspect pour les vésicules de
PEO17-b-PDMSss-b-PEQO17 en conditions (A) isotoniques et (B) de choc hypertonique 250 mM.
Les insertions dans les images (B) sont d’autres structures issues des mémes images mais hors
du champ de vision présenté ici. Les barres d’échelle représentent 100 nm.
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Une étude statistique de la répartition des populations, présentée en figure 5.9, indique
que les vésicules unilamellaires sont majoritaires (66,8%), qu’il y a environ un quart de micelles
allongées et quelques vésicules doubles issues du procédé de formation. Il n’est pas certain que
les vésicules doubles observées sur ces images (figure 5.8.A) soient bien des vésicules
bilamellaires (fermées) et non des stomatocytes — i.e. des vésicules ayant une forme d’estomac.
En effet, si I’axe de symétrie d’un stomatocyte est orienté verticalement, la projection vue en
cryo-TEM sera la méme que celle d’une vésicule bilamellaire. Cependant seules des structures
fermées ont été identifiées sur I’ensemble des images en conditions isotoniques et les
stomatocytes sont facilement reconnaissables sur les images de cryo-TEM (voir annexe 5.7.4).
On peut donc raisonnablement supposer que ce sont des vésicules bilamellaires. Contrairement
aux polymersomes de PDMSz,-g-PEO12 en conditions isotoniques, les vésicules semblent
sphériques. L’épaisseur de membrane mesurée est 0 = 11,2 + 1,2 nm (50 mesures), proche de
la valeur indiquée dans la littérature pour un copolymere similaire (5 = 10 nm pour une

membrane de PMOXA-b-PDMS-b-PMOXA, Mw roms = 5400 g/mol).?®

Répartition des structures de PEO-b-PDMS-b-PEO pour
les différentes conditions osmotiques

100% -
80% ]
60% -
» mIsotonique
o
40% - -] ©250 mM
20% - < .
0% - 1 : . i -_|:|ﬁ
Micelles  Unilamellaires  Doubles Multiples
allongées

Figure 5.9. Evolution de la répartition des structures formées avec le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17.
La catégorie « Doubles » comprend I’ensemble des structures qui ont une membrane formées de
deux couches de polymére, c’est-a-dire les vésicules bilamellaires (fermées) et les stomatocytes.

Les images de cryo-TEM du choc hypertonique a 250 mM (figure 5.8.B) montrent deux
différences importantes : des stomatocytes sont maintenant clairement identifiables et les
micelles allongées ont quasiment disparu. La nouvelle répartition des structures est 81,6% de
vésicules unilamellaires, seulement 5% de micelles allongées et 11,3% de structures avec une
membrane double — i.e. stomatocytes et vésicules bilamellaires confondus. Bien que cette

derniere proportion soit au moins deux fois plus €élevée qu’avant le choc hypertonique, plus de
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la moitié des structures qu’elle comprend sont clairement identifiables comme étant des
stomatocytes (6,4% du total des structures). Comme il y avait déja des vésicules bilamellaires
en conditions isotoniques, cette augmentation peut principalement étre attribuée a I’apparition
de stomatocytes et non de nouvelles vésicules bilamellaires. L’épaisseur de membrane, mesurée
sur les vésicules unilamellaires, est plus importante que celle mesurée en conditions

isotoniques : 6 = 13,6 £ 1,1 nm (50 mesures).

5.3.2 DNPA
La figure 5.10.A montre ’intensité diffusée par les vésicules de PEO17-b-PDMSee-b-

PEOz7 en conditions isotoniques :

B o PEO-b-PDMS-b-PEO 250 mM

O PEO-b-PDMS-b-PEQ Iso )
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Figure 5.10. Données expérimentales de DNPA obtenues sur les nano-polymersomes de PEOq7-
b-PDMSes-b-PEO17. (A) Conditions isotoniques, la courbe rouge représente 1’ajustement d’un
modéle ceeur-écorce multicouches. L’insertion est la représentation de Kratky-Porod, qui permet
une estimation de I’épaisseur de membrane Jkp. (B) Conditions hypertoniques 250 mM et 750
mM (respectivement points verts et points bleus). La courbe rouge pleine et la courbe rouge en
pointillés représentent les ajustements faits avec le modéle cceur-écorce multicouches pour les
données expérimentales a 250 mM (R¢ = 10,5 nm, orc = 0,54, 6 = 11,7 nm, g5 = 0,14) et 750 mM
(R¢ = 10,1 nm, orc = 0,55, 6 = 12,5 nm, o5 = 0,15) respectivement. Toutes les données relatives
au choc hypertonique a 750 mM ont été translatées verticalement (x0,1) par souci de clarté de la
représentation.

Comme pour les vésicules de PDMSz2-g-PEO12, la décroissance en g2 de Iintensité diffusée
dans le régime des petits vecteurs d’onde ( est caractéristique de la présence de morphologies
vésiculaires. Cependant 1’oscillation aux grands ¢ est moins nette a cause des polydispersités
importantes en tailles et morphologies mises en évidence par la cryo-TEM. La pente de la
représentation Ln(1(q)xg?) vs. ¢? dans le domaine de Kratky-Porod (insertion dans la figure
5.10.A) permet une estimation de 1’épaisseur de membrane dkp = 11 nm, proche de la valeur

déterminée par les mesures de cryo-TEM. Les courbes de diffusion obtenues sur les échantillons
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soumis a des chocs hypertoniques avec des gradients de concentration de glucose de 250 mM
et 750 mM, présentés figure 5.10.B, confirment les résultats de cryo-TEM et de DLS : il y a

trés peu de changements, les courbes sont quasiment les mémes qu’en conditions isotoniques.

En considérant que la majeure partie de I'intensité diffusée est due aux vésicules
unilamellaires dont la membrane est composee par la succession des trois blocs du copolymere,
le modele théorique choisi pour ajuster les courbes est un modéle coeur-écorce
multicouches (Core Multi Shell Model - SasView), présenté en figure 5.11. Comme expliqué
pour le traitement des données du PDMS;»-g-PEQ1», les couches de PEO ne peuvent pas étre
distinguées en DNPA si elles sont totalement hydratées. Les couches 1 et 3 de ce modéle ne
représentent donc pas les couches de PEO en entier mais seulement leur partie proche de
I’interface PDMS / PEO ou elles ne sont pas complétement hydratées. Cela représente donc

plutdt un gradient de densité de longueur de diffusion le long des chaines de PEO.

o1 = épaisseur de la couche de PEO

interne
5, f 02 = épaisseur de la couche de PDMS
S5 R, 03 = épaisseur de la couche de PEO
ST externe
RoyW 5
ﬁ‘ ;_ # psolvant e
L R¢ = rayon du cceur de la vésicule
= ‘
P4 _ _ 6 R-2
Psolvant = PD20 = 6,35.10 A
P2
P3 P solvant P2 = PPDMS = 6,37.10-8 A—Z

P solvant > P16t P 3> PPEO déshydraté
aVEC PPEO déshydraté = 5,69.107 A

Figure 5.11. Schéma du modéle ceeur-écorce (sphérique) multicouches.

AcC Re(fm) ore 1A pm(AD AR m@A) R ;@A) 6 o

0OmM 14,9 0,54 10,0 1,8.10°%® 856 6,37.10° 18,7 8,1.107 114 0,12
250 mM 10,5 0,54 153 1,210%® 90,9 6,37.10° 11,0 7,4.107 117 0,14
750 mM 10,1 0,55 18,1 1,2.10%® 887 6,37.10° 17,8 5,69.107 125 0,15

Tableau 5.4. Parametres des facteurs de forme correspondants au modéle cceeur-écorce
multicouches déterminés lors de leur ajustement aux données expérimentales obtenues pour les
vésicules de PEO17-b-PDMSg6-b-PEQO;7 dans les différentes conditions d’osmolarité.
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Les valeurs des rayons ont peu d’influence sur les résultats a cause des polydispersités
importantes en tailles et en formes. C’est la raison pour laquelle les polydispersités sur les
rayons déterminées avec ce modele sont aussi élevées (tableau 5.4). Les valeurs de densité de
longueur de diffusion déterminées pour les couches 1 et 3 sont toujours proches de celles du
PEO déshydraté. Si on calcule le contraste de ces couches avec le solvant, on se rend compte
que la diffusion correspondante n’est pas négligeable. En effet, pour la valeur de densité de
contraste de diffusion la plus élevée de ces couches « déshydratées » de PEO (le ppeo déterminé
le plus proche de pp20, donc la couche qui diffuse le moins) on calcule un contraste Ag? = (p
PEO - PD20)° = (1,8.10% — 6,35.106)? = 2,07.10"** A, soit 52% du contraste de la couche de
PDMS. L’épaisseur de membrane totale est donc la somme de 1’épaisseur de ces trois couches

diffusantes : dwt = 01 + d2 + Js.

En conditions isotoniques, 1’épaisseur de membrane totale est 6 = 11,4 nm (o5 = 0,12),
en accord avec les valeurs déterminées en cryo-TEM et avec I’approximation de Kratky-Porod.
Ces épaisseurs sont légerement plus élevées pour les vésicules en conditions hypertoniques, ¢
= 11,7 et 6 = 12,5 pour les chocs a 250 mM et 750 mM respectivement. Comme observé en
cryo-TEM, il semble y avoir un épaississement de la membrane au cours des chocs
hypertoniques. Il est possible que I’ajout de glucose dans le milieu extravésiculaire entraine une
Iégére déshydratation des chaines de PEO au niveau de I’interface PDMS / PEO, ce qui

expliquerai le léger épaississement de membrane observé.?*®

Les données de DNPA sont en accord avec les mesures de DLS et les observations de
cryo-TEM car peu de changements sont observés. A la différence des vésicules de PDMS2,-g-
PEO12, les nano-vésicules préparées dans 1’eau avec le copolymére tribloc PEO17-b-PDMSegs-
b-PEO17 ne forment pas de vésicules bilamellaires quand elles sont soumises a un choc
hypertonique. L’apparition de stomatocytes ainsi que la disparition des micelles allongées au
cours des chocs hypertoniques, observées sur les images de cryo-TEM, ne se distingue pas sur

les courbes de diffusion de neutrons.

5.4 Vésicules de PButss-b-PEO3g

L’utilisation de ce copolymere va permettre de déterminer 1’influence de la nature du bloc
hydrophobe sur les changements de structures en conditions de déséquilibre osmotique. En
effet, le bloc polybutadiene est flexible a température ambiante, sa température de transition
vitreuse Tg est de -31°C, sans toutefois étre aussi souple que le PDMS. De plus, 1’architecture
dibloc de ce copolymére pourrait mettre en évidence 1’importance de la nano-structuration de

la membrane. L’étude a seulement ét¢ menée par DNPA pour le moment.
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L’intensité diffusée par les vésicules de PButss-b-PEO30 en conditions isotoniques,
présentée en figure 5.12.A, a les caractéristiques d’un signal correspondant a des vésicules
unilamellaires. La représentation en Ln(l(g)xg?) vs. g?> dans le domaine de Kratky-Porod
(insertion dans la figure 5.12.A) permet une estimation de 1’épaisseur de membrane dkp = 12,8
nm en conditions isotoniques, légérement plus élevée que la valeur rapportée dans la littérature
pour un copolymére similaire (6 = 9,6 nm pour une membrane de PButss-b-PEO26).%° Le modele
utilisé pour traiter ces données est un modele de sphéres creuses polydisperses (Vesicle Model
— SasView), avec une densité de longueur de diffusion pesut = 4,47.107 A2 pour les coquilles.
Graphiguement, ce modele semble tres bien adapté pour le systéme en conditions isotoniques,
ce qui tend a confirmer que les vésicules sont unilamellaires suite a leur formation. La
polydispersité orc obtenue sur la valeur du rayon du ceeur des vésicules, indiquée dans le tableau
5.5, est élevée : il y a soit une polydispersité en taille soit une polydispersité en forme au sein
de D’échantillon, comme observé pour les vésicules de PDMS2-g-PEO12 en conditions
isotoniques. Dans tous les cas, la valeur du rayon influe peu sur le résultat final de 1’ajustement
du facteur de forme et ne refléte pas une vraie valeur moyenne du rayon du cceur des vésicules
de I’échantillon. L’épaisseur de membrane déterminée est 6 = 10 nm, proche de la valeur

rapportée dans la littérature.%
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Figure 5.12. Données expérimentales de DNPA obtenues sur les nano-polymersomes de PButas-
b-PEQO30. (A) Conditions isotoniques, la courbe rouge représente 1’ajustement d’un modéle de
sphéres creuses polydisperses (Rc = 35 nm, ¢ = 10 nm). L’insertion est la représentation de
Kratky-Porod, qui permet une estimation de I’épaisseur de membrane oJkp. (B) Conditions
hypertoniques 250 mM et 750 mM (respectivement points verts et points bleus). La courbe rouge
pleine et la courbe rouge en pointillés représentent les ajustements faits avec le modéle de
vésicules multicouches polydisperses pour les données expérimentales a 250 mM et 750 mM
respectivement. Toutes les données relatives au choc hypertonique a 750 mM ont été translatées
verticalement (x0,1) par souci de clarté de la représentation.
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Ac Modéle Rc (hm) ORc J (nm) o5 Dw (nm) Obw
0mM Vesicle 35 0,35 10,0 0,11 - -
250 MM Multi Shell 28,2 0,38 11,3 0 6,8 0,44
750 MM Multi Shell 17,8 0,45 10,9 0 6,4 0,45

Tableau 5.5. Parametres déterminés pour les vésicules de PButss-b-PEQ30 dans les différentes
conditions d’osmolarité.

Une fois les échantillons soumis a des chocs hypertoniques avec des gradients de
concentration de glucose de 250 mM et 750 mM, une oscillation similaire a celle observée pour
les vesicules bilamellaires de PDMS2,-g-PEO1, apparait dans le domaine des g intermédiaires
(figure 5.12.B). Les membranes, initialement unilamellaires, ont probablement évolué vers des
membranes bilamellaires. Afin de déterminer les nouveaux paramétres membranaires, un

facteur de forme de vésicules multicouches est ajusté aux données expérimentales (figure 5.12).

Comme pour les vésicules de PDMS;,-g-PEO12, les paramétres déterminés pour la membrane
sont les mémes quel que soit le gradient de glucose appliqué lors du choc. Chaque couche de
polymere qui compose la membrane bilamellaire a une épaisseur similaire a la membrane des
vésicules unilamellaires, 6 = 11 nm, et I’écart entre les deux couches est Dw = 6,6 nm.
Cependant, la polydispersité sur I’écart entre les deux couches opw est élevée pour les deux
conditions hypertoniques et cela ne permet pas de suffisamment lisser la courbe modéle pour
I’ajuster aux données expérimentales du choc a 250 mM. En réalité, il y a probablement de

nombreuses sortes de structures en solution dans ces échantillons.

Les résultats de DNPA et de DLS (voir partie 5.1) semblent peu compatibles, les premiers
indiquant un comportement similaire aux nano-vésicules de PDMS;>-g-PEO1. - qui forment des
vésicules bilamellaires - et les seconds un comportement similaire aux nano-vésicules de
PEO17-b-PDMSegs-b-PEO17 qui réagissent trés peu aux chocs hypertoniques. Il est possible qu’a
cause de la nature du bloc hydrophobe, moins flexible, d’autres morphologies se soient formées
au cours des chocs hypertoniques. Des disques plats pourraient permettre d’obtenir ces résultats
car il y aurait une distance de corrélation entre les deux membranes suite au dégonflement des
vésicules et la diminution de taille observée en DLS serait moins prononcée que pour la
formation de vésicules bilamellaires. Cela expliquerait également pourquoi les ajustements de
courbe fait avec un modele de vésicules multicouches donnent de mauvais résultats quand les
dimensions caractéristiques sondées sont supérieures a I’épaisseur de membrane (la valeur du
rayon du ceeur des vésicules R est peu influente sur le résultat final et la polydispersité orc est

élevée).
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Cela montre également les limites de la diffusion dynamique de la lumiére qui est tres
dépendante de la polydispersité en taille des échantillons et ne donne pas d’informations sur la
forme des objets. Si les objets ne sont pas sphériques les tailles mesurées ne sont pas
représentatives des particules en solution car le parametre physique mesuré avec cette technique
est le coefficient de diffusion, qui dépend de la forme des particules. La taille indiquée est
ensuite estimée a partir du coefficient de diffusion en utilisant la relation de Stokes-Einstein et

est valable pour des particules sphériques seulement. 4% 241
5.5 Evolution des morphologies

5.5.1 Accord avec les modeles théoriques

La force motrice des changements de formes dans le cas de chocs hypertoniques est la
diminution du volume interne des polymersomes. Le modéle ADE - « Area Difference
Elasticity » - permet de prédire I’évolution de forme de vésicules fluides soumises a des chocs
hypertoniques en fonction de plusieurs parameétres, tels que le volume réduit v ou la courbure
spontanée co (voir partie 1.3.5.3).82 Le volume réduit v correspond au rapport entre le volume
interne d’un objet et le volume d’une sphére ayant la méme surface. Dans le cas présent, on va
considérer que la courbure spontanée est nulle car la membrane est formée avec un seul
composé. La trajectoire d’évolution de forme est alors déterminée en minimisant 1’énergie de
courbure d’une vésicule pour différentes valeurs du volume réduit v. Selon la trajectoire
d’évolution déterminée dans ce modeéle simplifié, une vésicule sphérique (v = 1) se transforme
en stomatocyte une fois que son volume réduit atteint une valeur d’environ 0,59. Plus le volume
réduit continue de diminuer, plus les bords de I’ouverture du stomatocyte se rapprochent jusqu’a
ce qu’ils soient trés proches et qu’éventuellement ils fusionnent (figure 5.13). Lors de cette
transformation, qui permet de passer d’une vésicule unilamellaire a une vésicule bilamellaire,
une partie de la solution extravésiculaire est encapsulée dans la vésicule double et le volume
qui était a ’origine dans la vésicule devient la couche aqueuse d’épaisseur Dw qui sépare les

deux couches de polymere de la membrane.
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‘ ‘ Hémifusion-Inversion

Vésicule .. Vésicule
inllameliaire Ellipsoide prolate Erythrocyte Stomatocyte bllameliaire .
NV

Figure 5.13. Représentation de la transformation d’une vésicule unilamellaire en vésicule
bilamellaire en fonction du volume réduit v. Le vert clair et le vert foncé représentent
respectivement les surfaces interne et externe de la vésicule avant transformation. Toutes les
formes ont 1’axe vertical comme axe de symétrie.

Bien qu’il n’ait pas été possible d’observer les structures transitoires telles que les
stomatocytes, nous pensons que les nano-polymersomes de PDMS;,-g-PEO12 ont évolué en
suivant cette trajectoire d’évolution de forme, comme cela a été proposé par Hubert et al.}?
pour des vesicules de DODAB. Les images de cryo-TEM semblent confirmer ce chemin pour
le PDMS2-g-PEO1> car uniquement des vésicules bilamellaires (fermées) ont été observées
apres les chocs hypertoniques. De plus, différents défauts résultant de la fusion de membrane,
telles qu’une cicatrice dans la membrane ou des bourgeonnements intravésiculaires, sont
parfois visibles sur les images de cryo-TEM de ces systemes. Des exemples sont présentés en
figure 5.14, et des images supplémentaires sont présentées en annexe 5.7.3 pour que le lecteur
puisse avoir plusieurs images complétes qui illustrent 1’évolution de forme des vésicules de

PDMS;2-g-PEO12 au cours des chocs hypertoniques.

A) Cicatrice B)

Figure 5.14. Marques résultant de la fusion de membrane sur des vésicules de PDMS ;-g-PEO1;.
A) vésicule avec une cicatrice dans la membrane (fleche rouge) et B) bourgeonnements
intravésiculaires (fleches oranges).
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Cette trajectoire d’évolution de forme des vésicules explique également pourquoi la
distance entre les deux couches de polymeére qui composent les membranes bilamellaires des
polymersomes de PDMS;,-g-PEO12 est constante pour les deux chocs hypertoniques appliqués.
En effet, ces polymersomes ne contenaient initialement aucun soluté donc la concentration
intravésiculaire reste nulle quand leur volume réduit diminue. Ils se sont donc vidés autant que
possible jusqu’a une limite minimale, qui correspond probablement a la répulsion stérique entre
les chaines de PEO hydratées qui couvrent les surfaces. Pour des vésicules préparées dans de
I’eau pure, on devrait en théorie observer la formation de vésicules bilamellaires tant que

I’énergie de courbure ne compense pas le gradient de pression osmotique.

Si ces vésicules avaient été préparées avec un soluté encapsulé dans le milieu
intravésiculaire, leur forme aurait évolué en suivant les prédictions du modéle ADE jusqu’a
atteindre le volume réduit qui correspond a 1’équilibre des pressions osmotiques. Il est donc
possible, en choisissant avec attention la concentration intravésiculaire initiale, de sélectionner

la forme des vésicules une fois celles-ci injectées en milieu physiologique (~ 300 mOsm).?#

Le comportement de ces nano-vésicules en conditions hypertoniques est différent de
celui rapporté dans la littérature pour des polymersomes géants, qui forment diverses structures
comme des vésicules framboises, des vesicules déformées ou méme effondrées sur elle
mémes.>® 53 L’évolution de la morphologie est également différente de celle observée pour des
polymersomes nanomeétriques dont les blocs hydrophobes sont rigides car ils forment des demi-
sphéres quand le volume réduit v est nul.*3%: 132 |_a connaissance de la trajectoire d’évolution de
forme de ces nano-polymersomes permet de contrbler activement leur morphologie finale et
donc leurs interactions avec les systémes biologiques s’ils sont utilisés en tant que vecteurs

médicamenteux.

5.5.2 Limite des modeéles théoriques

Une partie des résultats observés n’est pas en accord avec le modele ADE. Les
polymersomes de PEO17-b-PDMSes-b-PEO17, qui ont un bloc hydrophobe extrémement
flexible, n’ont pas formé de polymersomes bilamellaires et méme pour le PDMS2,-g-PEO1, on
observe toujours environ un quart de polymersomes unilamellaires suite aux chocs osmotiques.
Les résultats des chocs hypertoniques sur les nano-veésicules de PButss-b-PEO3o semblent eux
aussi dévier de la trajectoire de forme prédite par le modeéle ADE, la forme finale n’étant

probablement pas des vésicules bilamellaires.
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5.5.2.1 Epaisseur de la membrane

Une des hypothéses de base du modele ADE est que 1’épaisseur de membrane est
négligeable devant le rayon de la vésicule, ce qui n’est pas vérifié€ ici car I’étude porte sur des
nano-polymersomes. Contrairement aux études sur les vésicules géantes, la membrane ne peut
donc pas étre considérée comme une surface 2D dans un espace 3D. Aussi les images de cryo-
TEM ont montré que les polymersomes de PDMS2,-g-PEO:. toujours unilamellaires apres les
chocs osmotiques semblent plus petits en moyenne que les polymersomes bilamellaires et
¢taient souvent étirés. Il est possible qu’a cause de leur petite taille la formation d’une
invagination soit trop couteuse en énergie (car 1’énergie de courbure locale & fournir varie en
(1/R1+1/R2)? et ces objets sont déja trés courbés), ce qui empéche 1’étape de transition vers une
vésicule bilamellaire. Nous avons ainsi essayé¢ de déterminer s’il y avait un rayon initial

minimal Ro ™" nécessaire pour former des vésicules bilamellaires lors d’un choc hypertonique.

Le rayon initial de chaque vésicule, unilamellaire et bilamellaire, peut étre estimé a
partir de leur quantité de surface et correspond au rayon d’une vésicule sphérique de surface
équivalente. Comme les vésicules ne sont pas sphériques, ce sont des ellipsoides sur les images
de cryo-TEM, il faut faire une hypothése sur leur forme 3D pour étre en mesure de calculer leur
quantité de surface. Le modele ADE prédit que pour un faible volume réduit les ellipsoides sont
de forme prolate, nous avons donc fait ’hypotheése que les polymersomes unilamellaires et
bilamellaires anisotropes étaient prolates. Le rayon initial Ro de chaque vésicule peut donc étre

calculé comme suivant (figure 5.15) :

ao = demi-grand axe de la couche
externe

bo = demi-petit axe de la couche
externe

a1 = demi-grand axe de la couche
interne

3.1:3.0—(5+Dw)

a ) b1 = demi-petit axe de la couche
interne

b1 =bo— (6 + Dw)

Figure 5.15. Schéma d’une vésicule bilamellaire et paramétres des ellipses correspondantes
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L’aire totale du polymersome est la somme de 1’aire de chaque ellipsoide (5.4), avec i = 1 pour

les polymersomes bilamellaires et i = 0 pour les polymersomes unilamellaires :

2 27ral-bi N P
Apolymersome = 2ﬂbi + ——Sin (e) ) = 4nRg = Asphére équivalente (54)
- i
i
Jai - v . .
avec e; = — I’excentricité de chaque ellipse.

4

Il vient donc :

1 2
EZ (Zﬂ'bi +
i

N| =

RS

Znaibi
€;

sin_l(ei)> -  Ry=

2 D=
Z <b7l+ Czll—slsin_l(ei)>] (5.5)

i

Les valeurs utilisées pour les calculs des rayons initiaux Ro sont les paramétres des
ellipses déterminés pour les rapports d’aspect de chaque vésicule et les valeurs moyennes de o
et Dw issues des analyses précédentes. Pour chaque choc hypertonique observé sur les vésicules
de PDMS,-g-PEOQ12, le rayon initial minimal Ro ™" nécessaire pour former un polymersome
bilamellaire correspond au rayon initial déterminé sur le plus petit d’entre eux. Pour le choc
hypertonique a 250 mM sur les vésicules de PEO17-b-PDMSee-b-PEO17, qui sont beaucoup
moins réactives, le rayon minimal Ro ™" est estimé & partir des vésicules doubles déja présentes
qui donnent une indication sur la courbure minimale nécessaire pour former ce type de

structures. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.6.

Polymére 6 (nm) Dyw (nm) Ac (mM) Ro ™" (nm) (6/Rg) M
100 23,7 0,24
PDMS2>-g-PEO12 575 3,5 250 22.9 0,25
PEO;7-b-PDMSgs-b-PEQO;7 11 55" 250 39,2 0,28

Tableau 5.6. Paramétres de membrane utilisés pour les calculs, valeurs de Ro ™" et (J/Rg) M&*
déterminées pour chaque choc hypertonique. *Valeur mesurée sur les 5 plus petits polymersomes
bilamellaires observés aprés le choc hypertonique a 250 mM.

Il n’est pas surprenant de trouver un Ro ™" plus élevé pour les vésicules de PEO17-b-
PDMSes-b-PEO17 que pour celles de PDMS;2-g-PEOQ1; car 1’énergie d’une membrane refermée
sur elle-méme est proportionnelle a la rigidité de courbure ke, elle-méme proportionnelle & 2.
Si en revanche on compare les différents ratios (6/Ro) ™, on trouve des valeurs trés proches

pour les deux systemes.

Il 'y a un bon accord entre les valeurs minimales Ro ™" calculées pour les deux chocs

hypertoniques sur les vésicules de PDMSz2,-g-PEO12 et le rayon initial Ro estime pour les
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polymersomes apreés les chocs hypertoniques (figure 5.16). En effet, le rayon initial Ro estimé
pour la plupart des polymersomes qui sont restés unilamellaires est inférieur au rayon limite Ro
min e fait que le rayon initial estimé pour certains polymersomes restés unilamellaires soit
supérieur & Ro ™" peut provenir d’erreurs liées & ’hypothése faite sur la forme 3D des
polymersomes. En effet, la projection d’une vésicule oblate selon son axe de symétrie apparait
comme une sphére (en cryo-TEM), la surface calculée avec notre méthode sera par conséquent

tres surestimée.

A) PDMS-g-PEO choc hypertonique 100 mM B) PDMS-g-PEO choc hypertonique 250 mM
0.6 0,6
X Unilamellaires X Unilamellaires

0.5 & Bilamellaires 0.5 )><< Bilamellaires

x 1 | X I ]

X
0.4 X 04

%

T os o3
w0 X " w0 4
'\&’% . X'?,;\
0.2 T 0.2 !
Ry =23,7 nm Ry =229 nm
- X -
01 §/R,=0,24 04 6/R,=0,25
0 . 0 .
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Rayon initial R, estimé (nm) Rayon initial R, estimé (nm)

Figure 5.16. Structure finale en fonction du rayon initial déterminé pour les polymersomes de
PDMS,2-g-PEQ3, aprés le choc hypertonique & A) 100 mM et B) 250 mM.

Au-dessus d™un ratio (6/Ro) ™ les vésicules ne suivent plus la méme trajectoire d’évolution de
forme : elles s’étirent mais ne forment pas de vésicules bilamellaires. C’est donc bien
I’épaisseur de membrane non négligeable dans les conditions présentes qui explique la présence
de vésicules unilamellaires apres les différents chocs hypertoniques sur le PDMS22-g-PEO1».
C’est ¢également la raison pour laquelle peu de changements ont été observés pour les
polymersomes de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO;7 : suite a la formation, la majorité d’entre eux

étaient trop petits pour répondre aux chocs hypertoniques en formant une invagination.

L’utilisation de la cryo-TEM couplée avec des expériences de diffusion de neutrons a
permis I’identification et la quantification d’une limite de validité des modéles théoriques, ce
qui n’a pas été possible en étudiant ces systémes par diffusion de la lumiére seule'?® 1% ou en
travaillant avec des vésicules géantes.'?? De plus, il est ainsi intéressant de noter que pour une
épaisseur de membrane donnée les vésicules bilamellaires ne peuvent étre obtenues que pour
une certaine gamme de taille : les vésicules géantes unilamellaires forment des structures
« framboise » en conditions hypertoniques (chaque invagination fait plusieurs micromeétres) et

les vésicules dont le rayon est plus petit que Ro ™" forment des ellipsoides (figure 5.17).
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6/R
:"«-‘f‘ Grtaald v
Vésicule unilamellaire
déformée
=0,25 | e
Vésicule
bilamellaire Stomatocyte
=0 Vésicule
1 « Framboise »

Figure 5.17. Morphologies finales attendues pour des vésicules formées dans 1’eau et soumises
a des chocs hypertoniques en fonction du rapport entre I’épaisseur de la membrane et le rayon
initial. La figure est faite en utilisant une image cryo-TEM d’une vésicule de PEO17-b-PDMSge-
b-PEQO;:7 (image du milieu a gauche), des images cryo-TEM des vésicules de PDMS3,-g-PEQ1»
(images du haut et du milieu a droite) et une image de microscopie d’une vésicule framboise de
PDMS;,-g-PEO;1, (image du bas)®®. Les barres d’échelle noires représentent 50 nm et la barre
d’échelle blanche 20 pm.
5.5.2.2 Nature de la membrane

La plupart des nano-polymersomes de PEO17-b-PDMSee-b-PEO17 qui ont formé une
invagination sont restés sous forme de stomatocyte et n’ont pas atteint la structure de
polymersomes bilamellaires, bien que le Ro déterminé pour la plupart d’entre eux soit supérieur
au Ro ™" Une explication possible est I’architecture bien définie des chaines polyméres, car
chaque couche de la membrane correspond a une monocouche de polymeres triblocs et non a
une bicouche classique de polymeres diblocs. Cela défavorise la fermeture des stomatocytes
car toutes les chaines de PEO17-b-PDMSgs-b-PEQO17 impliquées dans la fusion de la membrane
auraient a passer en conformation « hairpin » lors de I’étape d’hémifusion pour éviter tout

contact entre le cceur hydrophobe de la membrane et I’eau. Cela accroit le colit énergétique d’un

tel évenement et le rend moins favorable (figure 5.18) :
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Figure 5.18. Schéma de la fusion de membrane pour des membranes formées par A) des
copolymeres diblocs et B) des copolymeéres triblocs. Nous croyons que 1’étape d’hémifusion de
la membrane est possible avec des copolyméres formant des bicouches, tels que le PDMS;;-g-
PEOQO12, mais est défavorisée pour un copolymere tribloc tel que le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO;7.

La nature chimique de la membrane semble également étre un parametre déterminant.
Les résultats actuels sur les nano-vésicules de PButss-b-PEO3o semblent indiquer une trajectoire
d’évolution de forme qui différe de celle observée pour les vésicules dont la couche hydrophobe
de la membrane est en PDMS. Ce résultat est probablement la combinaison de deux effets : il
est possible que la gamme de taille étudiée soit trop restreinte et que dans le méme temps la
membrane ne soit plus suffisamment « fluide » a température ambiante pour permettre les
changements de forme prédits par le modéle ADE. La morphologie observée serait alors une

étape transitoire bloquée car les objets ne peuvent pas assez se courber.
5.5.3 Autres effets

5.5.3.1 Disparitions des micelles allongées

Les images de cryo-TEM du PEO17-b-PDMSes-b-PEO17 montrent la disparition de la
quasi-totalité des micelles allongées suite au choc hypertonique. Dans la description classique
de I’auto-assemblage de copolymeéres amphiphiles en solution, le paramétre qui gouverne la
morphologie finale des agrégats est la fraction massique hydrophile f du copolymére.® 2 Elle
représente la taille relative des blocs hydrophiles et hydrophobes qui déterminent la courbure
de I’interface hydrophile / hydrophobe. Pour des copolyméres coil-coil diblocs, une fraction
hydrophile f entre 40 et 50 % conduit & des objets de type micelles allongées. Une fraction
hydrophile plus basse, équivalente a une interface hydrophile / hydrophobe moins courbée,
entraine la formation de morphologies vésiculaires. Dans le cas présent, le copolymere utilisé
est un tribloc mais la présence simultanée de vésicules et de micelles allongées en conditions

isotoniques indique que nous sommes a une valeur de f intermédiaire qui ne favorise
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franchement aucun des deux types de structure. Comme pour le léger épaississement de
membrane observé sur ce systeme en conditions hypertoniques, il est possible que I’ajout de
glucose entraine une légére déshydratation des chaines de PEO.?% Cela diminue la courbure de
I’interface PDMS / PEO et favorise la formation de vésicules. C’est probablement la raison de

la disparition des micelles allongées en conditions hypertoniques.

5.5.3.2 Polymersomes bilamellaires déformés

Suite a la transformation d’un polymersome unilamellaire en polymersome bilamellaire,
le nouveau milieu intravésiculaire est la solution utilisée pour appliquer le choc hypertonique.
Une fois la couche hydrophile entre les deux couches de polymere déshydratée, il n’y a donc
plus de gradient de concentration de glucose avec le milieu extérieur et les vésicules
bilamellaires se retrouvent en conditions isotoniques. Elles devraient donc étre sphériques quel
que soit le rapport d’aspect de la vésicule unilamellaire de départ, car cela revient simplement
a changer de morphologie en suivant la méme trajectoire d’évolution de forme mais en débutant
avec un volume réduit inférieur a 1. Les observations faites sur les polymersomes bilamellaires
de PDMS;,-g-PEO12 apreés le choc hypertonique a 100 mM vont bien dans ce sens. Cependant,
nous ne comprenons pas encore pourquoi les mémes vésicules bilamellaires sont déformeées
suite au choc hypertonique a 250 mM. Il est possible qu’a des concentrations aussi élevées en
glucose, la déshydratation des chaines de PEO modifie la courbure spontanée de la membrane,

changeant légérement la trajectoire d’évolution de forme suivie par les vésicules.
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5.6 Conclusion

Des copolymeres ayant différentes architectures, poids moléculaires et nature de bloc
hydrophobe ont été utilisés afin de comprendre les parametres qui gouvernent les changements
de structure de vésicules polymeére a 1’échelle nanométrique dans des conditions de déséquilibre
osmotique. La connaissance des différentes morphologies accessibles et du moyen de les
atteindre permet de maitriser la forme des vésicules et ainsi d’optimiser les performances de

ces systemes pour les applications de vectorisation.

Comme pour les polymersomes géants, les chocs hypotoniques entrainent des cycles de
gonflement/dégonflement des vésicules. Cela n’implique pas de changement de la forme des
vesicules, qui restent sphériques. Les chocs hypertoniques conduisent a des comportements plus
compligués. Pour des membranes tres souples a température ambiante, formées avec un bloc

hydrophobe de PDMS, les résultats obtenus sont les suivants :

- Les vésicules unilamellaires de PDMSz,-g-PEO1, se transforment en vésicules
bilamellaires dans de telles conditions d’osmolarité. Les paramétres de membrane
obtenus sont les mémes pour les deux chocs hypertoniques appliqués.

- La trajectoire d’évolution de leur forme semble en accord avec les prédictions du
modele ADE, bien que 1’épaisseur de membrane ne soit pas négligeable devant la
valeur du rayon des vésicules.

- Une limite de validité du modele, mise en avant pour deux types de membranes
différents (formées via 1’auto-assemblage de copolymeres greffés ou triblocs), a été
identifiée : au-dessus d’un rapport épaisseur de membrane / rayon initial de la vésicule
(0/IR) = 0,25, la formation d’une invagination n’est plus possible, les vésicules
s’étirent mais restent unilamellaires.

- L’architecture du copolymere joue un rdle crucial sur la morphologie finale des
vesicules soumises a un choc hypertonique. Les veésicules obtenues par auto
assemblage d’un copolymeére tribloc (PEO17-b-PDMSee-b-PEQO17) n’évoluent pas plus
loin que la forme stomatocyte, I’architecture monocouche de la membrane

défavorisant 1’étape de fusion qui permet d’atteindre une structure bilamellaire.

La nature chimique du bloc hydrophobe semble également importante. Les résultats
obtenus en appliquant des chocs hypertoniques sur des nano-vésicules de PButss-b-PEO3g
semblent indiquer que le caractére moins flexible du bloc hydrophobe impacte la trajectoire

d’évolution de forme.
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5.7 Annexes

5.7.1 Viscosité des solutions de glucose

Les valeurs de viscosité utilisées pour les mesures de rayon hydrodynamique ont été
déterminées en ajustant une courbe polynomiale aux mesures de viscosité des différentes
solutions de glucose (figure 5.19).

1.5 - = Viscosité
Courbe polynomiale -

1.4 4

1.3 4

1.2 4

1.1 - -

1.0 4

Viscosité at 25°C (cP)

Y =0.89571+3E-4 X+2.7E-T X°
0.9 - .

0.8

T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Concentration glucose (mM)

Figure 5.19. Viscosité mesurée en fonction de la concentration en glucose (0 / 0,1/ 0,5 et 1M)
par viscosimétrie capillaire a 25 °C.

La viscosite des solutions de glucose pour le calcul du rayon hydrodynamique Rn a été prise en
compte via I’équation de Stokes-Einstein, valable pour la diffusion de particules sphériques
dans un liquide de faible nombre de Reynolds :

_ KT
67IR,
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5.7.2 DNPA : choc hypotonique

Un échantillon de vésicules de PDMS2,-g-PEO12 soumises a un choc hypotonique a été
¢tudié en diffusion de neutrons aux petits angles afin de confirmer que cela n’entrainait pas de

changement de morphologie ou de réorganisation de la membrane.

A) B)

10000 O PDMS-g-PEO 1M Iso 10000 . O PDMS-g-PEO 750 mM

—fit Pvesicle (q) —fit PVesicle (q) 750 mM

1000 - 1000 .

100 | 100
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Figure 5.20. Données expérimentales de DNPA obtenues sur les nano-polymersomes de PDMS3;-
g-PEO12 en conditions (A) isotoniques et (B) hypotoniques avec un gradient de concentration de
glucose de 250 mM. Les courbes rouges sur les points expérimentaux représentent les
ajustements obtenus avec un modéle de vésicules polydisperses.

Echantillon Conditions Rc (nm) oR J (nm) o5
Dow 1M Isotoniques 23,2 0,29 5,6 0,11
Dow 750 mM Hypotoniques 24,9 0,25 5,6 0,05

Tableau 5.7. Paramétres déterminés lors des ajustements d’un modéle de vésicules polydisperses
aux vésicules de PDMS,;-g-PEQO1, avant et aprés un choc hypotonique.

Les courbes obtenues avant et aprés le choc sont identiques (figures 5.20.A et 5.20.B), les
polymersomes ne semblent pas changer en conditions hypotoniques. La décroissance en q2 de
I’intensité diffusée aux petits vecteurs d’onde g met en avant une morphologie de vésicules
unilamellaires. C’est la raison pour laquelle les ajustements ont été réalisés avec un modele de
vesicules polydisperses. Les résultats determinés (tableau 5.7), identiques, confirment
I’invariance de la taille des vésicules et de I’épaisseur de membrane. Comme pour les vésicules
géantes, il est probable qu’en conditions hypotoniques les nano-polymersomes soient soumis a
des cycles de gonflement-dégonflement (fuite) une fois la déformation de membrane maximale

atteinte. Dans ces cas-13, la forme des polymersomes reste sphérique.
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5.7.3 PDMS3,-g-PEO1» : images de cryo-TEM supplémentaires

Dans cette section, d’autres images de cryo-TEM obtenues pour les vésicules de
PDMS;,-g-PEO12 dans les différentes conditions d’osmolarité sont présentées (figure 5.21) afin
que le lecteur puisse avoir plusieurs images complétes qui illustrent 1’évolution de forme des

vésicules de PDMS2,-g-PEO12 au cours des chocs hypertoniques.

Figure 5.21. Images de cryo-TEM des nano-polymersomes de PDMS;,-g-PEO12 en conditions A)
isotoniques, B) de choc hypertonique 100 mM et C) de choc hypertonique 250 mM.

Les images du systéme en conditions isotoniques montrent une grande majorité de vésicules
unilamellaires (figure 5.21.A) alors que suite aux chocs hypertoniques il y a de nombreuses

vésicules bilamellaires (figures 5.21.B et 5.21.C).
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5.7.4 Complémentarité cryo-TEM / DNPA

Il est primordial d’utiliser des techniques complémentaires telles que la cryo-TEM et la
DNPA pour caractériser le comportement d’objets a 1’échelle nanométrique. En plus de pouvoir
utiliser des données statistiques de cryo-TEM pour améliorer le traitement des courbes de

diffusion de neutrons, les deux techniques se valident mutuellement.

Avant d’obtenir les résultats présentés dans ce chapitre, y compris les images de cryo-
TEM, les courbes de diffusion de neutrons avaient été traitées en utilisant d’autres modeles (un
exemple est donné en figure 5.22.A). Dans ces modeéles, de nombreuses petites sphéres de rayon
I's avaient €té collées aux parois d’une vésicule mere (cOtés interne et/ou externe, sur la surface
ou a partir du centre de la membrane). Cela permettait de représenter des replis de la membrane
et ainsi modéliser 1’équivalent d’une forme « framboise » a I’échelle nanométrique.
L’oscillation qui apparait dans le domaine des q intermédiaires aurait alors été due a la distance

moyenne entre les spheres.

Les résultats obtenus semblaient crédibles tant d’un point de vue graphique que pour la majeure
partie des parameétres déterminés (figure 5.22.B). La seule incohérence provenait du taux de
recouvrement de la surface (rapport du nombre de sphéres greffées a la surface de la vésicule
mere et de la quantité de sphéres qu’il est possible de greffer) qui était 1égerement supérieur a
1.

A) { \rs | B) 10000 . O PDMS-g-PEO 100 mM

——fit PWrinkled (q) 100 mM

- . 1000 |
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Figure 5.22. A) Modéle de vésicule « ridée » qui consiste en une vésicule de rayon R avec N
sphéres de rayon rs collées au centre de la membrane d’épaisseur 4. B) Meilleure courbe obtenue
avec ce modeéle. Les images de cryo-TEM ont montré que ce modele était inadapté pour traiter
les données de DNPA.
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Ce sont les images de cryo-TEM qui ont révélé que les modéles utilisés n’étaient pas
représentatifs du systeme. Il est donc trés important d’avoir une visualisation directe des
structures obtenues pour confirmer ou infirmer les différents modéles théoriques qui peuvent

correspondre aux données expérimentales.

D’un autre c6té, il est aussi arrivé d’avoir des artefacts sur certaines images de cryo-
TEM liés a la préparation de 1’échantillon. Il y a, par exemple, des images de vésicules de
PDMS;2-g-PEO12 en conditions isotoniques ou on observe une majorité de structures ayant une

double membrane dont de nombreux stomatocytes, facilement différenciables des vésicules

bilamellaires fermées (figure 5.23).

Figure 5.23. Images de cryo-TEM avec de nombreux stomatocytes, qui sont des artefacts liés a
la préparation de 1’échantillon.

Un premier signe qui laisse penser que ce sont des artefacts est qu’il y a une ségrégation entre
les structures : les vésicules ayant une double membrane sont toujours proches de la grille alors
qu’en s’éloignant des parois on retrouve des vésicules unilamellaires. Cet effet est
vraisemblablement lié a un cisaillement qui apparaitrait lors de la formation de la glace sur
certains échantillons. Ce sont les données de DNPA qui ont permis d’écarter ces images car le
traitement des courbes a confirmé que les vésicules de PDMS2,-g-PEO12 sont majoritairement

unilamellaires suite a leur formation.

Il faut donc les deux techniques pour obtenir une caractérisation complete des
différentes structures a 1’échelle nanométrique, tant au niveau de la mesure des divers

parametres physiques que pour valider les observations et les modéles choisis.
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5.7.5 Polydispersité en forme équivalente a polydispersité sur le rayon

Les images de cryo-TEM des nano-polymersomes de PDMS;2-g-PEO12 ont mis en avant
une polydispersité en forme en plus d’une polydispersité en taille. Il était important de vérifier
les répercussions que cela implique pour le traitement des données de DNPA. La méthode
suivie a été de simuler la courbe qui serait obtenue pour une solution d’ellipsoides ayant

différents rapports d’aspect et de la comparer avec celle d’une solution de vésicules sphériques.

Le signal de diffusion correspondant a des vésicules sphériques a été obtenu avec un modele de
vésicules qui utilise les paramétres déterminés pour les nano-polymersomes de PDMS2;-g-
PEOz12 en conditions isotoniques : Rc = 33 nm et 6 = 5,75 nm (les polydispersités sur ces
parametres sont volontairement fixées a zéro). Le signal de diffusion de chaque type
d’ellipsoides a été simulé avec un modele d’ellipsoides coeur-écorce. L’épaisseur de 1’écorce
est 0 = 5,75, comme pour les vésicules sphériques, et les tailles des différents rayons du ceeur
ont été calculées pour différents rapports d’aspect r tout en conservant la méme surface que les
vésicules sphériques. Le rapport d’aspect r est défini comme le rapport entre le demi-petit axe

b et le demi grand-axe a des ellipsoides de révolution.

Pour des ellipsoides de forme prolate, le demi-grand axe a est le rayon polaire et le demi-petit
axe b le rayon équatorial. On peut calculer a en fonction du rayon du cceur de la sphére R¢ de

méme surface et du rapport d’aspect r souhaité comme suivant :

R 2e
a = .
prolate ¢ |ler?2+r sin~1(e)

Avec e = V1 — r? I’excentricité de ’ellipse.

Pour des ellipsoides de forme oblate, le demi-grand axe a est le rayon équatorial et le demi-

petit b axe le rayon polaire. La valeur de a est alors :

N[

4 e R?
2e+ rZLn(

Qoblate =

=)

Les courbes obtenues pour les ellipsoides de différents rapports d’aspect sont (figure 5.24) :
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A) Ellipsoides de forme prolate B) Ellipsoides de forme oblate
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Figure 5.24. Courbes simulées avec un modéle d’ellipsoides cceur-écorce pour des ellipsoides
de forme A) prolate et B) oblate ayant différents rapports d’aspect. Les données expérimentales
correspondent aux vésicules de PDMS;,-g-PEO12 en conditions isotoniques.

Pour obtenir les courbes de diffusion des solutions d’ellipsoides, chaque courbe simulée par
rapport d’aspect est pondérée en utilisant la distribution déterminée en cryo-TEM sur les
vésicules de PDMS;2-g-PEO12 en conditions isotoniques. Les courbes totales sont comparées a
deux courbes obtenues avec le modéle de vésicules : sans polydispersité et avec une
polydispersité orc= 0,1.

Effet de la polydispersité en forme
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Figure 5.25. Comparaison des courbes simulées pour les mélanges d’ellipsoides de formes
prolates (courbe orange) et oblates (courbe violette) avec les courbes simulées par un modéle de
vésicules sans polydispersité (courbe rose) et avec une polydispersité de 0,1 sur le rayon (courbe
verte).

Les deux courbes de mélange d’ellipsoides ressemblent a la courbe obtenue avec un
modele de vésicules sans polydispersité a laquelle on aurait 1égérement atténué les oscillations.
C’est équivalent a une légere polydispersité sur la valeur du rayon des vésicules, inférieure a

0,1 comme on le voit sur la figure 5.25.
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5.7.6 PEO17-b-PDMS39-b-PEO17

L’étude de ce systéme a seulement été réalisée par DNPA, et les structures formées par
auto-assemblage ne semblent pas étre des vésicules de taille nanométrique. Différents modeéles
ont été utilisés pour traiter les données expérimentales et les meilleurs résultats ont été obtenus

pour un facteur de forme de cylindres flexibles (figure 5.26).

1000 - O PEO17-b-PDMS39-b-PEO17
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100
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Figure 5.26. Données expérimentales de DNPA pour les structures de PEO17-b-PDMS39-b-PEQ17
en conditions isotoniques.

Ces résultats sont en accord avec les observations cryo-TEM des structures formées avec le
PEO17-b-PDMSss-b-PEO17 (bloc hydrophobe de poids moléculaire plus élevé) ou un mélange
de vésicules et de micelles allongées avait été obtenu en conditions isotoniques. Dans le cas
présent, la longueur de la chaine hydrophobe est plus courte donc la fraction hydrophile f du
tribloc plus ¢€levée. L’interface hydrophile / hydrophobe est plus courbée et la formation de

micelles allongées est favorisée par rapport a la formation de structures vésiculaires.
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Conclusion génerale

Au cours de ces travaux de these, de multiples voies permettant la modulation des
propriétés de membrane des vésicules ont été explorées afin d’¢lucider les relations structure
membranaires / propriétés de ces systémes auto-assemblés et ainsi rationaliser leur conception.
Pour cela, différents copolyméres a blocs amphiphiles ont été synthétisés et leur auto-
assemblage en solution étudié afin de pouvoir explorer les propriétés de membrane et leur
modulation via des approches de formulation. L’influence des parametres moléculaires des
copolymeéres amphiphiles, qui forment la membrane, sur 1’évolution de forme de vésicules

nanométriques a ensuite été étudiée.

Deux blocs hydrophiles ont été sélectionnés pour la préparation de nouveaux
copolymeéres amphiphiles : le poly(oxyde d’éthyléne) PEO et le poly(acide-L-glutamique)
PGA. lls sont tous deux biocompatibles, 1’'un neutre et I’autre chargé négativement afin de
moduler la charge de surface des vésicules et donc modifier les propriétés de nucléation vis-a-
vis du carbonate de calcium lors d’expériences de minéralisation. Les stratégies de synthese
choisies ont permis d’utiliser des chaines de poly(diméthylsiloxane) diaminées HoN-PDMS-
NH. pour les deux types de réaction, ces composés jouant a la fois le role de blocs hydrophobes
finaux et de réactifs. Les polymérisations par ouverture de cycle des monomeéres N-Carboxy
Anhydride de Benzyle-L-Glutamate BLG-NCA a partir des amines primaires portées par les
macro-amorceurs ont conduit aux copolymeres PBLG-b-PDMS-b-PBLG, et leur
caractérisation a montré que les degrés de polymérisation visés avaient été obtenus. Le clivage
des groupements benzyles par hydrolyse basique a ensuite permis 1’obtention des copolymeres
amphiphiles PGA-b-PDMS-b-PGA. Bien que la mise en ceuvre de ces copolymeéres se Soit
avérée difficile - seuls deux d’entre eux ont pu étre dispersés a 1’échelle moléculaire - il a
toutefois été possible de former des vésicules géantes par électroformation, prouvant ainsi que
ces amphiphiles sont adaptés a la formation de structures vésiculaires. En revanche, ces
vésicules n’ont pas encore pu étre récupérées intactes afin de mener a bien 1’étude de leurs
propriétés de membrane et de déterminer I’influence que pourraient avoir les groupements
carboxyliques sur diverses applications. L’utilisation de systémes microfluidiques pour former
des vésicules géantes est une perspective trés prometteuse pour cette classe d’amphiphiles, car
elle permet de s’affranchir des difficultés liées a la récupération des vésicules tout en autorisant
I’encapsulation de concentrations salines suffisantes, une autre limitation de la technique

d’électroformation.
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Les copolymeéres utilisant le PEO comme composant hydrophile ont été préparés avec
succes par couplages entre les chaines de PDMS diaminées HoN-PDMS-NH et des blocs de
PEO fonctionnalisés avec un groupement ester N-hydroxysuccinimide PEO-NHS. La technique
d’¢électroformation s’est révélée efficace pour former des vésicules géantes unilamellaires,
particulierement avec le PEO17-b-PDMSgs-b-PEQ17 dont la fraction massique hydrophile est de
23,4%.

En plus de la modulation espérée des propriétés de membrane, 1’étude de la formation de
vésicules « hybrides » avec le copolymeére précédent a tout d’abord mis en avant I’influence de
la masse molaire du copolymere utilisé dans le melange polymeére / lipide (DPPC ou POPC) sur
la structuration de la membrane. Des veésicules hybrides stables présentant une répartition
statistique des composants dans la membrane (sans domaines) ont été obtenues pour une large
gamme de compositions molaires. Par comparaison a un polymére commercial permettant de
former des domaines lipidiques dans les membranes, le PDMS2,-g-PEQ12, il apparait que le
PEO17-b-PDMSes-b-PEO17 ne possede pas une mobilité latérale suffisante pour autoriser une
séparation de phase spontanée, donc la formation de domaines a 1’échelle micrométrique, et ce
quelle que soit la fluidité de la phase lipidique. Les mesures des coefficients de perméabilité a
I’eau des polymersomes et des vésicules hybrides 75% molaire copolymere / 25% molaire
lipide n’ont pas montré d’évolution significative liée a I’inclusion de lipides : au moins pour
cette composition, la perméabilité a I’eau apparait comme étant limitée par celle de la matrice
polymere. La formation des domaines lipidiques fluides semble donc nécessaire pour modifier
la perméabilité a I’eau des vésicules hybrides. Par ailleurs, il n’a pas été possible d’étudier des
compositions plus riches en lipides avec la méthode employée, i.e. des chocs hypotoniques en
piege microfluidique, car les vésicules ainsi formées semblent plus fluides et ne sont pas
retenues par les pieges. Pour confirmer et compléter ces résultats, il sera nécessaire d’explorer

ces mélanges avec des techniques de manipulation en micropipette.

L’utilisation d’un transporteur ionique, la calcimycine, augmente la perméabilité des
polymersomes de PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17 aux ions calcium. Ces vésicules étant par nature
treés peu permeéables aux especes ioniques, cela permet leur utilisation comme réacteur de
minéralisation. De facon intéressante, pour les faibles concentrations en calcimycine, la
cinétique de précipitation intravesiculaire du carbonate de calcium semble dépendre de la
quantité d’ionophore utilisée.

En parallele a ce travail sur les vésicules geantes, des copolymeres ayant différentes
masses molaires, nature de bloc hydrophobe et architectures ont été utilises afin de comprendre

206



Conclusion générale

les parameétres qui gouvernent les changements de forme de vésicules polymeéres a 1’échelle
nanométrique. En effet, la trajectoire d’évolution de forme des vésicules fluides est connue pour
les vésicules geantes mais était inexploree pour les polymersomes nanométriques. Pourtant, la
forme des particules influence leurs interactions avec les systemes biologiques et ce sont des
objets nanométriques qui sont utilisés pour la vectorisation de principes actifs ; il est donc

important de maitriser leurs formes pour optimiser leurs performances.

Les vésicules nanométriques ont été préparées par émulsion double — évaporation suivie d’une
¢tape d’extrusion, et leurs changements de forme ont été provoqués par des contraintes
osmotiques. Il apparait que les chocs hypotoniques entrainent des cycles de gonflement /
dégonflement, comme pour les vésicules géantes. Les chocs hypertoniques conduisent quant a
eux a des comportements plus complexes qui ont été étudiés par diffusion de neutrons aux petits
angles DNPA et cryo-TEM. Cette combinaison d’expériences permettant une information
statistique et individuelle sur des échelles d’observation différentes et une analyse combinée
dans I’espace direct et réciproque, a permis une analyse fine et inédite de ces changements de
forme des polymersomes a 1’échelle nanométrique. Pour des membranes trés fluides formées
avec du PDMS comme bloc hydrophobe, les vésicules unilamellaires remplies d’eau changent
de forme via 1’apparition d’une invagination. Celle-ci va conduire soit a une vésicule
bilamellaire pour le PDMS;,-g-PEQ1», soit a un stomatocyte pour le PEO17-b-PDMSgs-b-PEO17
car la structure monocouche de la membrane formée par ce copolymeére tribloc défavorise
I’étape de fusion qui permet d’atteindre la morphologie bilamellaire. De plus, il apparait que
cette trajectoire d’évolution de forme, qui est en accord avec les prédictions théoriques du
modele ADE, est uniquement valable quand le rapport épaisseur de membrane / rayon initial
de la vésicule (6/R) est inférieur a 0,25. Au-dela de cette valeur limite la formation d’une
invagination n’est plus possible, les vésicules s’étirent mais restent unilamellaires. La nature
chimique du bloc hydrophobe semble également importante. Les résultats obtenus en
appliquant des chocs hypertoniques sur des nano-vésicules de PButss-b-PEO3q semblent
indiquer que le caractére moins flexible du bloc hydrophobe impacte la trajectoire d’évolution
de forme. Des analyses complémentaires sont en cours afin de déterminer avec précision la
structure finale obtenue et ainsi comprendre les différents phénomenes qui régissent 1’évolution

de forme de ces objets a 1’échelle nanométrique.

A court terme, une des suites logiques de ce travail serait de mener une étude sur la
formation de vésicules géantes de PGA-b-PDMS-b-PGA en utilisant un systéeme

microfluidique. Ces copolymeres étant adaptés a la formation de membranes et pouvant étre
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rendus perméables aux ions calcium, il serait ainsi possible de déterminer I’influence de la
nature chimique du bloc hydrophile comme partenaire de nucléation dans les processus de
minéralisation intravésiculaire. Ces résultats apporteraient une pierre a I’édifice qu’est la
conception des matériaux de demains, le poly(acide glutamique) présentant un intérét
particulier car il permet de mimer les glycoprotéines acides adsorbées sur la matrice organique
entourant les cristaux de carbonate de calcium dans la nacre. La perméabilité aux ions calcium
semblant dépendre de la quantité de calcimycine utilisée, il est également possible d’envisager
des études combinant les influences du bloc hydrophile et de la cinétique de précipitation, sur
le polymorphisme des précipités par exemple.

Aussi, les résultats sur 1’évolution de forme des vésicules nanométriques ouvrent de
nouvelles perspectives quant a leur utilisation pour la vectorisation de principes actifs. Une
étude systématique de I’influence de chaque paramétre moléculaire mais également de la taille
des vésicules devrait permettre d’identifier les déviations qu’il existe par rapport au modeles
théoriques a cette échelle. A terme, cela devrait permettre d’anticiper et de controler la forme
des vecteurs une fois injectés en milieu physiologique afin d’étudier le réle que joue la
morphologie des polymersomes sur leur profil de biodistribution. Ces connaissances pourraient
permettre d’améliorer les performances des systémes de vectorisation et ainsi avoir des

répercussions directes sur ’efficacité des traitements.
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Résumé

Les vesicules sont des structures auto-assemblées formant des compartiments clos a 1’échelle
nanometrique ou micrométrique. Les différentes applications envisagées pour ces objets vont
de la vectorisation de principes actifs a leur utilisation en tant que nano/micro-réacteur. Elles
nécessitent donc un contréle fin des propriétés de perméabilité des membranes vésiculaires. Au
cours de cette these, des vésicules dont les membranes sont formées par des copolymeéres a
blocs amphiphiles, vésicules appelées polymersomes, ont eté formulées et étudiées. Pour
répondre au mieux aux applications mentionnées, nous avons synthétisé de nouveaux
copolymeéres amphiphiles capables de s’auto-assembler sous forme de vésicules pour étudier
I’influence de I’architecture moléculaire sur les propriétés de membrane. Différentes stratégies
pouvant permettre de moduler la perméabilité de ces assemblages ont ainsi été mises au point
et étudiées : la formation de membranes hybrides polymeére / lipide pour I’eau et 1’utilisation
d’un transporteur ionique pour les ions calcium. Finalement, 1’influence de I’architecture
macromoléculaire du copolymeére sur 1I’évolution de forme des vésicules sous ’action d’un
stress osmotique a été déterminée. Cette étude, alliant des analyses par diffusion de lumiére et
de neutrons ainsi que des études en microscopie électronique, a permis d’établir une
modélisation compléte.

Summary

Vesicles are self-assembled structures which form closed compartments at the nanometric or
micrometric scale. These synthetic objects can be used for several kinds of applications, ranging
from drug delivery to nano / microreactor for confined chemical reactions. The need to precisely
control the vesicle membrane permeability is common to all these applications. In this thesis,
vesicles resulting from the self-assembly of amphiphilic block copolymers, namely
polymersomes, were prepared and studied. For this purpose, we synthesized new amphiphilic
copolymers that can self-assemble into vesicles to study the influence of macromolecular
parameters on the membrane properties. The formation of polymer / lipid hybrid vesicles for
the water permeability and the use of an ion carrier selective for divalent cations have been
studied as different methods which should allow the tuning of the membrane permeability.
Finally, the influence of the copolymer architecture, molecular weight and hydrophobic
chemical nature on the shape evolution of vesicles submitted to an osmotic stress has been
studied. This study, combining light and neutron scattering with electron microscopy, allowed
us to establish a complete modelisation of the shape evolution trajectory.
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