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ECOLE DOCTORALE

Unlvel’Slté matériaux, instrumentation

PARIS-SACLAY i et biosystémes

i Sciences chimiques: molécules,

Titre : Nano-objets hybrides et polymeres sous irradiation

Mots clés : micelles/nanoparticules polymeres, nanoparticules d’or greffées de polyméres,
polymérisation radicalaire contrblée, chimie click, irradiation, diffusion de neutron aux petits angles

Résumé: Les nano-objets hybrides ou
polyméres connaissent un intérét grandissant
depuis plusieurs années mais peu sont étudiés
sous irradiation. Dans ce travail, différents
nano-objets ont été synthétises et étudiés pour
comprendre leur stabilité face a des
rayonnements ionisants. Nous avons étudié
I’effet de I’irradiation sur des copolyméres a
blocs amphiphiles pouvant s’organiser en
micelles dans 1’eau. Les objets varient par la
nature de leur polymeére hydrophobe et leur
sensibilité aux rayonnements ionisants. Dans un
cas, des polyméthacrylates ont été
copolymérisés par ATRP a partir d’'un PEG
macro-amorceur. Dans un autre cas, pour
accentuer |’effet de I’irradiation, un polysulfone

aliphatique plus radiosensible, a été synthétisé
via une polyaddition thiol-éne.

Aprés nanoprécipitation, les objets ont été
caractérisés avant et aprés irradiation par des
techniques de diffusion et de chromatographie.

En paralléle, on s’est intéressés également a des
nanoparticules  métalliques  connues  pour
augmenter ’effet de [I’irradiation. Des

nanoparticules d’or greffées de polyméres ont
été synthétisées par voie « grafting to » aprés
synthése de macro-ligands par polymérisation
radicalaire contrélée. Aprés une caractérisation
fine des objets, I’effet de I’irradiation a été
étudié sur la taille des objets et la masse molaire
des polymeres afin de déterminer la nature des
phénomeénes mis en jeu.

Title : Hybrid and polymer nano-objects under irradiation

Keywords : polymer micelles/nanoparticles, polymer-grafted gold nanoparticles, controlled radical
polymerization, click-chemistry, irradiation, small-angle neutron scattering

Abstract : Hybrid and polymer nano-objects
have known a growing interest these last years
but few are studied under irradiation. In the
present work, different nano-objects have been
synthetized and studied to understand their
stability towards ionizing rays. We have
studied the effect of irradiation onto
amphiphilic bloc copolymer that form micelles
in water. Objects were varied by the nature of
their hydrophobic bloc and their sensibility to
ionizing rays. First, methacrylates were
copolymerized by ATRP with a PEG macro-
initiator. Secondly, to improve radiation effect,
a more radiosensitive  polymer, a
polyolefinsulfone, was synthetized by a thiol-

ene polyaddition. After nanoprecipitation,
objects were caracterized before and after
irradiation by scattering and chromatography
techniques. In parallel, we also studied metallic
nanoparticles well known for improving
irradiation  effect.  Polymer-grafted gold
nanoparticles were synthetized via a “grafting
to” technique, after the synthesis of macro-
ligands by controlled radical polymerization.
After a precise characterization of these
objects, irradiation effect has been studied via
changes in size and polymer molecular weight.
This will permit to determine the nature of
induced phenomena.
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Introduction générale

Au cours de ces vingt derniéres années, il y a eu un intérét grandissant pour les systéemes de taille
nanométrique. En effet, ces objets présentent des propriétés remarquables dans cette gamme de
taille comparées a leurs propriétés a I'état massif. De nombreuses techniques de synthése ont été
développées afin d’obtenir des nano-objets de tailles et de formes contrélées et avec des
compositions variées. La diversité et la versatilité des objets obtenus leur permettent d’étre

utilisés dans des domaines d’applications variés comme le médical ou I'électronique.

Les rayonnements ionisants sont utilisés dans plusieurs domaines d’applications également. Le
plus connu étant la radiothérapie utilisée pour détruire les cellules cancéreuses. L’irradiation est
également utilisée pour stériliser des surfaces ou des objets, étudier leur comportement aprés

vieillissement...

L'irradiation d’objets solides ou en solution de taille micrométrique a beaucoup été étudiée alors
qgue peu d’études ont été faites lorsque ces objets sont de taille nanométrique. Pourtant,
I’émergence des nanosytémes dans des domaines ou lirradiation est présente, nécessite

d’analyser et de comprendre les caracteres spécifiques de I'irradiation de ces nano-objets.

Dans le cadre de cette thése, nous avons préparé des nano-objets modéles afin d’étudier leur
comportement sous irradiation. Les principaux nanosystémes soumis a des irradiations sont ceux
présents en lithographie, en radiostérilisation, en « drug delivery » et en radiosensibilisation. Deux
nanostructures sont développées : une premiére a base de copolymeéres a blocs amphiphiles
capables de s’organiser sous forme de micelles et dont la structure est proche de celle trouvée en
radiostérilisation/« drug delivery » et une seconde a base de nanoparticules d’or greffées de
chaines polymeéres, dont la structure hybride permet de répondre aux questions relatives au

domaine de la radiosensibilisation/lithographie/« drug delivery ».

Afin d’étudier I'effet de I'irradiation sur ces systemes, ces nano-objets doivent étre caractérisés de
maniére précise, en suivant les processus de dégradation des polymeéres les constituant. Chaque
type de nano-objet a été développé avec des compositions différentes pour évaluer leur influence

sur l'irradiation.

Le manuscrit est développé autour de 5 parties. Le premier chapitre présente le contexte de
I’étude avec la description des différents nanosystémes irradiés ainsi que les raisons qui ont
conduit a entreprendre I'étude de l'interaction entre ces nano-objets et les rayonnements

jonisants.
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Le deuxieme chapitre présente la synthése et la caractérisation des copolyméres a blocs
amphiphiles. Les caractéristiques ainsi que les méthodes de synthése de ces copolymeres sont
d’abord présentées. Le chapitre aborde ensuite I'étude de deux différents copolyméres. Chaque
partie développe la synthése du copolymére a bloc amphiphile ainsi que leur auto-assemblage
sous forme de micelles ou nanoparticules dans I'eau, avec a chaque étape une caractérisation fine
de la composition et de la structure respectivement. La toxicité induite par ces nano-objets sur des

cellules est étudiée dans une derniere sous-partie.

Le troisieme chapitre est consacré a I'étude du comportement de ces micelles de copolymeéres
sous irradiation. Le chapitre est divisé en deux parties étudiant de maniére individuelle I'effet de
Iirradiation sur chaque type de copolymére. Une premiére étude est conduite au niveau
moléculaire (spectroscopie et chromatographie) puis une seconde au niveau de la taille et de la
forme des objets est réalisée par des techniques de diffusion. Enfin, la cytotoxicité des micelles

irradiées est étudiée.

Le quatriéme chapitre présente le développement des systéemes a base de nanoparticules d’or
greffées de polymeres. Une premiéere partie sur les différentes stratégies possibles pour élaborer
de tels systemes sont expliquées. Puis la synthese en plusieurs étapes de ces nano-objets est
décrite : la synthese préalable de polymeéres ligands par polymérisation radicalaire contrdlée,
suivie de la formation des nanoparticules. Ensuite, une caractérisation détaillée des nano-objets
obtenus est conduite a travers I'étude de la couronne polymeére puis celle du coeur métallique et
enfin I'étude des nano-objets en solution. Pour finir, le caractére cytotoxique de ces

nanoparticules est évalué.

Le cinquieéme chapitre est consacré a I'étude des nanoparticules d’or greffées de polymeres sous
irradiation. Une étape de séparation est nécessaire afin d’isoler les polyméres libres issus de
Iirradiation, de la nanoparticule irradiée. L'étude de I'effet de l'irradiation est conduite a deux
niveaux. L'effet au niveau moléculaire est étudié a travers des techniques chromatographique et
spectroscopique et I'effet sur la taille et la forme des objets est conduite via des techniques de

diffusion. Enfin, I'influence de l'irradiation sur la cytotoxicité des systémes est examinée.
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Chapitre | : Contexte de I'étude

Les propriétés intéressantes et modulables des nano-objets organiques ou hybrides
contribuent a leur développement. Cependant, bien qu’ils soient de plus en plus étudiés et
utilisés dans diverses applications, leur comportement sous irradiation n’est pas connu. De
plus, du fait de leur taille et des répercussions de celle-ci sur leurs propriétés, les données
actuelles disponibles pour des systemes solides ou en solution, a des tailles micrométriques,
ne peuvent étre extrapolées a leur cas. La question de linteraction rayonnement-nano-
objets se pose particulierement dans trois domaines principaux: la lithographie, la

radiostérilisation et |a radiosensibilisation.

Avant d’aborder plus en détails ces trois domaines, il est utile de rappeler les phénomenes

impliqués lors de I'irradiation de systemes moléculaires macroscopiques.

I.1 Effets de l'irradiation sur des systemes moléculaires

I.1.1 LUirradiation : généralités

L'irradiation est une forme d’énergie émise par une source qui traverse un matériel via une
particule ou des ondes. Il y a deux types de rayons ionisants: les rayons de type
électromagnétique (X, UV et gamma) et les particules chargées de haute énergie (électrons,

protons et neutrons).

Dans le cas des rayonnements gamma, les radionucléides les plus utilisés pour obtenir des

137Cs). Les deux sont des émetteurs

photons sont le cobalt-60 (°°Co) et le césium-137 (
gamma et sont utilisés comme sources de radiation avec des énergies de quanta gamma de
1,17 et 1,33 MeV pour le ®Co et 0,66 MeV pour le *’Cs. Ces radionucléides ont des temps
de demi-vie de 5,26 ans (°°Co) et 30 ans (**’Cs). Le ®°Co est la source de radiation gamma

industrielle la plus utilisée a cause de son énergie plus importante comparée a celle du 137¢s,

Les particules chargées de haute énergie peuvent étre générées industriellement et
accélérées par des champs électromagnétiques (sauf pour les neutrons). L'énergie de ces

particules peut ainsi atteindre plusieurs MeV.

Dans le cadre de notre étude ce sont les rayons de type gamma qui seront utilisés. En effet,
ce rayonnement est commun aux différents domaines d’études (radiostérilisation et
radiosensibilisation mais également en « drug delivery ») et il est plus simple de travailler

avec un seul type de rayonnement.
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Lorsqu’un matériau est bombardé par des particules, il se produit un dépo6t d’énergie
localement. Ce dépot est quantifié lors de l'irradiation en termes de dose ou de débit de
dose. La dose absorbée est la quantité d’énergie absorbée par unité de masse du produit
irradié. Le systeme international d’unités (SI) pour les mesures d’irradiation utilise le Gray
(Gy) mais le rad (la dose absorbée de radiation) est aussi utilisé. Un Gray correspond a une
dose absorbée d’1 J/kg ou 100 rad. Le débit de dose est la dose absorbée par unité de temps

(par exemple, Gy/s, kGy/h).

Les changements chimiques induits par I'absorption d’énergie sont quantifiés par le
rendement radiolytique G. Il est défini comme le nombre de moles de molécules produites
ou consommées divisé par la quantité d’énergie absorbée. Il s’exprime en mol.J™ dans les
unités du SI. Auparavant, il était défini comme le nombre de molécules produites ou
consommeées pour une énergie absorbée de 100 eV. La conversion se fait par cette
équation :

(1-1)
1 molécule (100 eV)™1 = 1,036 x 10~"mol.J !

Lorsqu’une particule traverse un matériau, le transfert d’énergie linéaire (TEL) quantifie
I’énergie dissipée par unité de longueur traversée. Cette grandeur dépend du nombre
atomique et de la charge des atomes du matériau mais également de la nature des

particules incidentes.

I.1.2 Radiolyse de I’eau

La radiolyse de I'eau est le domaine ou l'interaction rayonnement systemes moléculaires
condensés est la mieux décrite. Un rappel sur cette radiolyse est donc utile ici. Les effets des
rayonnements sur 'eau sont divisés en plusieurs étapes et sont bien connus aujourd’hui.

La décomposition ou la radiolyse de I'eau se fait en deux étapes : une étape cinétique non-
homogene et une étape cinétique homogéne.

L’étape cinétique non-homogéne se divise en trois sous-étapes. La premiére sous-étape, dite
physique, consiste en un transfert d’énergie des particules incidentes, ou ionisantes vers les
molécules d’eau, produisant ainsi une ionisation (équation (I-2)) ou une excitation
électronique (équation (I-3)) de ces molécules suivie de I'éjection d’un électron. Cet électron
appelé électron sec ou présolvaté « e, » peut étre une source secondaire d’irradiation.

Toutes les especes produites sont groupées dans des grappes ou spurs.
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(1-2)
H,0 - H,0'* + e~

(I-3)
H,0 - H,0"

Une deuxieme sous-étape physico-chimique suit la précédente au cours de laquelle plusieurs
processus ont lieu :

- Réaction ion-molécule

- Relaxation dissociative

- Attachement dissociatif

- Thermalisation de I'électron
L'étape physico-chimique précede I'étape chimique qui est marquée par des réactions
chimiques dans les grappes, juste apres les processus de solvatation et de relaxation. Les
espéces primaires (e hya, HO®, H", H30") réagissent et commencent a diffuser dans le milieu
réactionnel, impliquant la dilution des grappes jusqu’a obtenir une distribution homogene
dans le milieu irradié. A ce stade, les concentrations des espéces primaires sont homogéenes
et vont diminuer selon trois processus simultanés :

- Des réactions de recombinaison qui sont plus importantes au début de I'étape

chimique car les espéces sont plus concentrées localement

- La diffusion des especes entrainant une homogénéisation complete du milieu irradié

- Des réactions avec le soluté « S » dans le milieu
L’étape cinétique homogene comprend également |'étape chimique car c’est celle-ci qui
permet d’avoir une distribution homogéne des espéces radicalaires et moléculaires dans le

milieu. La réaction bilan de la radiolyse de I'eau est donnée par I'’équation (I-4) :

(1-4)
H,0 = ez, HO®,H*,HO3, H30*, H,0,, H,

La Figure 1.1 représente le schéma général de la radiolyse de I'eau incluant les principales

réactions aux différentes étapes.
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Figure 1.1 : Réactions mises en jeu lors de la radiolyse de ’eau représentés

I.1.3 Radiolyse des polymeres

Les nano-objets utilisés sous irradiation sont principalement des systemes polymeres ou a

base de polymeres.

La radiolyse des polymeéres a été découverte dans les années 1940 avec la polymérisation

induite par irradiation et I'irradiation du polyéthyléne®. De nos jours, cette radiolyse est

utilisée a plusieurs fins : la polymérisation, le greffage sous irradiation ou apreés irradiation, la

réticulation, la dégradation, la cyclisation et la préparation de matériaux composites.

Les différentes espéces créées par les rayons ionisants dans le polymeére, cations, électrons,

et molécules excitées peuvent évoluer rapidement vers des recombinaisons, des excitations,

des transferts de charge ou la création de radicaux. Elles peuvent également étre piégées

selon la structure du polymeére et les groupements de la chaine, leur polarité, leur affinité

électronique ou leur capacité a stabiliser des états excités.
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Cependant dans la majorité des cas, les phénomeénes d’excitation et d’ionisation engendrés

par l'irradiation des polymeéres évoluent rapidement vers la création de radicaux (R" dans la

Figure 1.2).
R.I
RH RH* , RH* , e
Thermalisation
Désactivation ‘I/
.-
th Réaction
- Recombinaison électron-
molécule
_ . Réaction
Dissociation . ,
ion-molécule
Solvatation
l Anion
secondaire
Ll Ll L + -
R ;H R ) RHZ ’ esol\.'—|
Dimérisation
Recombinaison
4
PRODUITS

Figure 1.2 : Effets sur un polymére RH soumis a des rayonnements ionisants (R.I)

Les radicaux crées peuvent étre des radicaux libres ou des radicaux macromoléculaires.
Ainsi, le radical le plus important dans ces matériaux est souvent le radical alkyle, issu de la
rupture de liaison CH ou d’attaque de radicaux libres sur des insaturations. Les radicaux
peuvent migrer le long de la chaine polymére. La migration est rapide et se situe dans une
échelle de temps comprise entre une microseconde et une seconde. Le mécanisme précis de
cette migration n’est pas connu mais il est accepté que I'’échange d’atomes d’hydrogene soit
impliqué. Les radicaux peuvent étre trés réactifs et se recombiner ou réagir avec le polymere
pour obtenir des produits stables ou d’autres radicaux. lls peuvent également étre stables et

ainsi leur réaction peut avoir lieu longtemps apres l'irradiation.

Ces radicaux peuvent a leur tour amener la formation d’insaturations et de dégagements

gazeux, mais également a des coupures et des réticulations de chaines.

Les polymeres sont classés selon leur aptitude a subir des scissions de chalnes ou des

réticulations. La réticulation a lieu pour les polymeres contenant des carbones primaires et
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secondaires dans leur unité répétitive, alors que les scissions de chaines ont lieu pour les
polyméres ayant des carbones quaternaires. Le cas des carbones tertiaires est plus
complexe. Enfin les polymeres contenant des liaisons doubles subissent le phénomene de
réticulation par I'ouverture de la double liaison due a I'attaque radicalaire. La réticulation a

également lieu dans les polyméres amorphes.

Lorsque l'irradiation est conduite sous oxygéne, des radicaux de type peroxyles (ROO°) et
alcoxyles (RO°) sont formés conduisant a I'oxydation au sein du polymére. De plus, les
radicaux réagissent rapidement avec les molécules oxygénées limitant la réticulation du

polymeére. Au contraire, les scissions sont plus fréquentes.

Sous atmospheére inerte, la formation d’insaturations est favorisée suite a la dismutation ou

a la perte de substituants de la chaine.

C’est une vision globale de la radiolyse de I'eau et de la radiolyse des polymeéres qui est
donnée ci-dessus. Les phénomenes décrits pourraient étre modifiés lorsque liquides et

solides sont mélangés a I'’échelle nanométrique.
Ces modifications pourraient avoir lieu soit :

- Au niveau des processus physiques, sous forme de transfert de charge et d’énergie.
Ces effets apparaitront comme des transferts de dose, i.e. une amplification ou une
atténuation des effets directs des rayonnements.

- Au niveau des processus chimiques, sous formes de réactions d’espéces provenant
de milieux différents. Ces phénomeénes sont souvent appelés des effets indirects des

rayonnements et peuvent amener a 'apparition de processus chimiques originaux.
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1.2 Nano-objets sous irradiation

.2.1 Nano-objets et lithographie

1.2.1.1 Définition/Avantage

La lithographie par rayonnements ionisants est probablement le premier domaine ou I'on

s’est intéressé aux phénomenes d’irradiation a I’échelle nanométrique.

La lithographie est un processus impliquant la réplication d’'un modéle prédéterminé sur un
substrat, en général une plaque de silicium. La réplication est réalisée en déposant
premierement un matériel de type polymeére sensible aux radiations, appelé résine, sur un
substrat. Puis ce substrat recouvert de résine est exposé a une source de radiation adaptée.
Les irradiations modifient les propriétés physiques et chimiques des régions exposées de la
résine. Ces changements modifient en général la solubilité de la résine de telle maniére que
les régions exposées et les régions non-exposées (délimitées par un masque) dans le film de
résine sont différenciées dans une étape de développement, résultant en des images
positives ou négatives. Les images positives sont obtenues par scission des résines et les

images négatives sont obtenues par liaisons entre les chaines polymeres (réticulation).

# Résine de polymere
Plaque de silicium

TR ETEN Masque

—
/ o

/ Irradiation \
e \4
Image positive Image négative

Figure 1.3 : Processus de lithographie

Au cours de ces derniéres décennies, plusieurs types de résines ont été étudiés®. Parmi eux,
les résines se dégradant par scission de chaines, développées pour la lithographie par
faisceau d’électrons et les résines dites chimiquement amplifiées, développées pour la

photo-lithographie® et la lithographie par faisceau d’électrons.
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Parmi les résines se dégradant par scission de chaines, le poly(méthacrylate de méthyle)
(PMMA) est le plus utilisé. Des modeles avec des dimensions inférieures a 20 nm sont
couramment obtenus avec ce polymére irradié par un faisceau d’électrons’. D’autres résines
commerciales ont été développées comme le poly(a-chloro-acrylate-co-a-méthyl-styrene)
(ZEP520, Nippon Zeon Co)®, le poly(2,2,2-trifluoroéthyl-a-chloro-acrylate) (EBR-9, Toray’Inc)’
ou encore le poly(buténe-1-sulfone) (PBS, Bell Laboratories)®. En général, la gamme de dose

d’irradiation utilisée est entre 30 et 100 kGy.

Les polysulfones aliphatiques sont connus pour étre tres sensibles aux rayonnements
ionisants. La liaison carbone-soufre labile et la faible température de plafond permet une
dégradation rapide de ces polyméres sous irradiation. La sensibilité de ces résines peut étre
comparée grace a la valeur du rendement radiolytique de scissions G(S). Alors que le PMMA
a une valeur de G(S) égale a 1,71.107 mol/)®, le poly(buténe-1-sulfone) a lui une valeur de
G(S) égale a 1,14.10° mol/J*°. Néanmoins, leur faible stabilité thermique liée a leur faible
température de transition vitreuse ainsi que leur solubilité limitée dans les solvants limitent

leurs applications.

Les résines chimiquement amplifiées fonctionnent différemment. La différenciation de
solubilité entre les régions exposées et non-exposées se fait par une réaction de
déprotection catalysée par un acide, qui change la polarité du polymére dans les régions
exposées. Une formulation typique consiste en une matrice de copolymére avec un
générateur de photo-acide. Les résines utilisées dans ce cas ont des groupements tert-

butyles méthacrylates, des méthyles méthacrylates ou encore des acides acryliques™*.

La lithographie en extréme ultraviolet’® (LEUV), dans laquelle des photons de hautes
énergies avec une longueur d’'onde de 13,4 nm (100 eV) sont utilisés pour faconner les
résines, est l'un des candidats les plus prometteurs pour la nouvelle génération de
lithographie. Bien qu’appelé EUV, cette longueur d’onde d’irradiation est plutét dans la
gamme des rayons X mous. Des produits avec des tailles inférieures a 50 nm sont attendus
avec cette technique. Les événements qui ont lieu apres I'absorption de ces photons de
hautes énergies se font au niveau de la couche interne des atomes. De ce fait, I'absorption
des EUV dépend de la composition atomique. A 13,4 nm, I'absorption des matériaux est un
vrai probléme. Ainsi, une résine utilisée en LEUV doit étre hautement sensible, faiblement
absorbante et capable de former des images a haute résolution. Des résines a base de
polymere de type poly(hydroxystyréne) (PHS)*® ou encore PMMA™ ont été étudiées mais

leur faible sensibilité aux EUV ne convient pas a cette technique.
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Récemment une nouvelle approche consiste a utiliser des nanoparticules d’oxyde de

métal®

. En effet, l'incorporation d’éléments de masse plus importante augmente les
propriétés optiques et augmente la capacité des résines a récupérer de I'énergie pour
induire des changements de solubilité et ainsi augmenter la sensibilité. Des études ont
montré que les nanoparticules d’oxydes de zirconium et d’hafnium de quelques nm

entourées de ligands organiques peuvent étre modelées avec une trés haute résolution

Il

Zirconium oxide Hafnium oxide

(parfois inférieure a 10 nm).

<5nm

. . . , s . 15
Figure 1.4 : Incorporation de nanoparticules d’oxyde de métal dans les résines°

Une autre approche pour répondre aux attentes des industries est la nanofabrication avec
des copolymeres a blocs*?. Cette technique permet d’avoir des objets ou structures
fonctionnels périodiques avec des tailles de l'ordre de la dizaine de nanométres. Les
copolymeres a blocs s’organisent de maniere ordonnée sur une surface et l'irradiation peut

provoquer la dégradation préférentielle d’un bloc.

Les mécanismes dans ces nano-objets radiosensibles n’ont pas été étudiés. De ce fait
plusieurs questions se posent: Ou a lieu le dépdt d’énergie ? L'effet est-il physique ou

chimique ? Comment le polymere est-il dégradé ?

1.2.2 Nano-objets et radiostérilisation

1.2.2.1 Les nanovecteurs

De nos jours, le développement de systéemes nanométriques capables de transporter des
médicaments est en pleine croissance®®. Cette stratégie a pour but d’améliorer I'efficacité du
médicament en le protégeant des dégradations engendrées par le systeme immunitaire du
corps humain et en contr6lant sa libération dans I'organisme. Ces systemes sont appelés

nanovecteurs.
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L'utilisation de ces nanovecteurs améliore I'efficacité du médicament mais réduit également
la toxicité grace au ciblage. Le principe actif est encapsulé ou lié de maniére covalente au

nanovecteur pour le protéger des dégradations et le véhiculer jusqu’aux cellules cibles.

La taille des nanovecteurs est cruciale pour pénétrer a l'intérieur des cellules : celle-ci doit
étre inférieure au micron pour éviter des problemes thromboemboliques et étre compris
entre quelques dizaines et quelques centaines de nanometres (soit la taille d’un virus) pour
gue le nanovecteur soit reconnu par I'organisme comme étant une particule infectieuse

exogene.

Les principaux nanovecteurs a ce jour sont :

1. Les liposomes : ce sont des vésicules lipidiques délimitées par une ou plusieurs
bicouches de phospholipides

Les nanoparticules polymeéres biodégradables

Les nanoparticules lipidiques solides

Les nanoparticules métalliques d’oxyde de fer

Les micelles de copolyméres amphiphiles

Les polyméres en étoiles

Les nanoémulsions

O N Uk WwWwN

Les nanoparticules métalliques greffées de polymeres

Les deux composantes principales d’'un nanovecteur sont un coeur et une couronne qui sont
fonctionnalisés selon le besoin. Le coeur permet en général d’encapsuler le principe actif ou
des molécules fragiles comme I’ADN afin de les rendre invisibles aux mécanismes
dégradateurs. Il permet également de contrbler la libération du principe actif. Il peut
également répondre a un stimulus comme le pH ou la température. Le coeur est en général
hydrophobe. La couronne, en général hydrophile, permet au systéme d’étre furtif et de

reconnaitre les cibles biologiques.
Les différents nanovecteurs sont classifiés selon trois générations.

Lorsque ces nanovecteurs n’ont subi aucune modification chimique de leur surface, ils sont
appelés de « premiere génération ».

Une fois administrés dans le corps, ces nanovecteurs sont opsonisés c’est-a-dire qu’ils sont
recouverts par des protéines qui indiquent aux macrophages du foie et de la rate que ces
systémes sont étrangers a l'organisme. Il est possible par effet de répulsion stérique

d’empécher I'adsorption des opsonines sur les nanovecteurs. Pour cela, il faut les recouvrir

29



Chapitre | : Contexte de I'étude

de polymeéres hydrophiles et flexibles comme le PEG. Ce sont les nanovecteurs dits de
« deuxieme génération » qui ont une durée de vie plus longue dans I'organisme car ils sont
rendus invisibles vis-a-vis des macrophages.

Les nanovecteurs de « troisieme génération » font référence aux nano-objets ayant été
fonctionnalisés pour le ciblage de tissus ou de cellules. Cette fonctionnalisation se fait par le
greffage de ligands a la surface du nano-objet, capable de reconnaitre de maniere sélective
et avec une forte affinité, les cibles présentes a la surface des cellules malades. Ces ligands
sont généralement des vitamines, des hormones, des peptides ou des anticorps greffés aux

extrémités des PEG afin d’améliorer leur accessibilité.

L'utilisation d’un tel nanovecteur dans le corps humain nécessite au préalable une

stérilisation du nano-objet.

1.2.2.2 Définition de la stérilisation et les différentes techniques

La stérilisation est définie comme un processus qui tue ou élimine de maniere efficace tous
les microorganismes comme les champignons, les bactéries, les virus et les formes de

spores.

Le niveau d’assurance de stérilité (SAL) est le terme utilisé en microbiologie pour décrire la
probabilité acceptable de microorganismes viables qui peuvent étre présents dans une unité
de produit individuel aprés stérilisation. Selon I'utilisation médicale du dispositif, il existe
différentes valeurs de SAL (10 4 10°®). Pour les dispositifs médicaux en contact avec le sang

ou un implant ou encore une solution parentérale, un SAL de 10°® égal ou inférieur est exigé.

Les principales méthodes de stérilisation sont la filtration, I"autoclavage, la stérilisation
chimique (oxyde d’éthyléne, formaldéhyde) et la stérilisation par irradiation aussi appelée
radiostérilisation. La stérilisation par irradiation®’ présente plusieurs avantages par rapport
aux autres méthodes : une grande capacité de pénétration, une faible augmentation de la
température dans le produit durant le processus, une stérilisation homogéne, précise,
reproductible et facile a mettre en place. Néanmoins, cette méthode présente également
des inconvénients comme le co(t initial d’investissement, la peur liée a l'irradiation et les

phénoménes de dégradation sous irradiation.

L'irradiation a été reconnue comme une méthode de stérilisation depuis la découverte des
rayons X en 1896 et de leur capacité a inactiver les microorganismes. Cependant, I'utilisation

commerciale des rayons gamma pour stériliser des produits de santé a commencé a la fin
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des années 1950 et a été bien développée depuis. D’autant que la radiostérilisation a connu
une grande croissance avec I'augmentation de |'utilisation de dispositifs médicaux. En effet,
les nanovecteurs ne sont pas les seuls systéemes stérilisés par cette méthode. Les systémes
principalement étudiés en radiostérilisation sont sous forme solide (seringues et instruments
chirurgicaux). Cependant, ni les préparations ophtalmologiques, ni I'eau pour les injections

ne peuvent étre stérilisées.

La dose de stérilisation généralement utilisée lorsqu’il n’y a pas d’informations sur la charge

microbienne est de 25 kGy dans le cas de la radiostérilisation.

1.2.2.3 Les nano-objets radiostérilisés

Le développement des nanomédicaments et des nanovecteurs, qui doivent étre manipulés
en solution pour garder leur fonctionnalité, impose une radiostérilisation en solution. Dans

ce paragraphe, quelques nano-objets stérilisés par irradiation sont présentés.

Les nanosphéres de poly(e-caprolactone)®® sont des nanomédicaments utilisés en
ophtalmologie. L'équipe de Masson'® a stérilisé ces nanosphéres par autoclavage et par
irradiation gamma. Alors que l'autoclavage n’a induit aucune modification sur le poids
moléculaire ou le diameétre des nanospheres, l'irradiation gamma a montré une diminution
du pH et une augmentation du poids moléculaire du polymére avec une réticulation des
chaines, bien que la taille des nanosphéres soit restée inchangée. Bozdag et coll®®. ont
réalisé des nanoparticules de poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) chargées avec du
ciprofloxacin HCl puis les ont stérilisées par des rayons gamma a une dose de 25 kGy. La
taille moyenne de la particule n’a pas subi de changement significatif aprés irradiation bien
gue la remise en suspension soit plus difficile. De plus, le principe actif est toujours efficace
aprés stérilisation. Des nanoparticules de poly(anhydride) mannosylés®® ont été chargées
avec des extraits antigéniques. Ces nano-objets ont ensuite été irradiés par des rayons
gamma a 10 et 25 kGy. Ni la taille, ni la morphologie, ni le chargement en antigéne n’a été
modifié. Cependant a 25 kGy, l'antigene est relargué plus rapidement. L'équipe de
Maksimenko®! a préparé des nanoparticules de poly(butyl cyanoacrylate) (PBCA) qui ont été
chargées avec de la doxorubicine, un anti-cancéreux, puis stérilisées avec des rayons
ionisants de type gamma ou électrons accélérés. De plus, ces nanoparticules ont été
contaminées volontairement avec du Baccilus pumilus. Pour les deux types d’irradiation, une
dose de 15 kGy est suffisante pour stériliser les nanoparticules. Aucun effet sur la taille ou la
masse moléculaire n’a été observé sur les nanoparticules vides ou chargées en doxorubicine

a des doses de 10, 15, 25 et 35 kGy pour les deux types d’irradiation. Seules les
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nanoparticules chargées et stérilisées avec des rayons gamma a 35 kGy ont montré une
augmentation de la masse molaire et de la polydispersité des polyméres (PBCA). Memisoglu-
Bilensoy et col.’? ont préparé des nanosphéres et des nanocapsules amphiphiles « vides » a
partir de B-cyclodextrin et avec du principe actif (Tamixifen) puis regardé leur comportement
sous irradiation gamma dans le but de les stériliser. Les rayons gamma n’ont pas d’effet sur
la taille des particules de B-cyclodextrin, ni sur le chargement ou le relargage du principe
actif. Cependant, certains changements ont été mesurés sur le potentiel zéta des particules

sans que cela ne change significativement les propriétés des nanoparticules.

Les études décrites ci-dessus montrent que l'irradiation est possible pour la stérilisation de
nanoparticules chargées ou non en principes actifs. Cependant, il a également été montré
gue l'irradiation peut avoir des effets sur les nanoparticules a partir d’'une certaine dose. De
ce fait, il est nécessaire d’étudier chaque systeme de maniére individuelle pour valider la

méthode de stérilisation.

Plusieurs questions se posent sur l'irradiation de systemes de taille nanométrique dans
I'eau : y-a-t-il une perte de la nanostructure ? Les effets sont-ils directs ou indirects ? Les
polyméres en solution sont-ils plus ou moins sensibles par rapport a I'état solide ? La

radiostérilisation produit-elle des résidus toxiques ?

En radiostérilisation, l'irradiation est utilisée dans le but de tuer les micro-organismes
présents sur le nanovecteur tout en protégeant le médicament qu’il contient. En « drug
delivery », I'effet inverse est recherché : I'irradiation doit détruire le nanovecteur afin de

libérer le médicament.

1.2.3 Nano-objets et « drug delivery »

Les nanovecteurs dits intelligents sont capables de relarguer le principe actif suite a un
stimulus. Un stimulus est un facteur physique capable a un temps donné de provoquer une
réponse susceptible de dégrader le nanovecteur pour délivrer le médicament. Parmi les
stimuli couramment utilisés, on compte la modification du pH, de la température, de la force
ionique ou encore du champ magnétique. Par contre, l'irradiation a été tres peu utilisée

comme stimulus. Pourtant, cette stratégie propose plusieurs avantages.
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Figure L.5 : Relargage d’un nanovecteur sous irradiation

L'utilisation d’un nanovecteur capable de se dégrader sous irradiation permet de protéger le
principe actif jusqu’aux cellules cancéreuses et d’augmenter I'effet de la radiothérapie en
utilisant un principe actif capable d’agir au méme moment. De plus, par le positionnement
du faisceau, I'efficacité de ce processus est améliorée. Ce mode de relargage combine a la
fois la chimiothérapie liée au principe actif et la radiothérapie liée aux rayonnements

jonisants.

L’équipe de Zhang® a synthétisé des copolymeéres amphiphiles 3 base de PEG-PU-Se-Se-PEG
(PU = polyuréthane) contenant une liaison diséléniure. Cette liaison est connue pour avoir
une faible énergie de liaison (172 kJ .mol™) permettant aux micelles formées dans I'eau par
auto-assemblage d’étre radiosensibles. La doxorubicine a été encapsulée dans ces micelles.
Le relargage de 45 % de ce principe actif est observé dés une dose d’irradiation de 5 Gy
(rayons gamma). Cette dose est proche de celle recue par un patient en radiothérapie (2 Gy
par jour).

La méme équipe a aussi développé des liposomes sensibles aux rayons X par le co-
assemblage de phospholipides et de composés contenant des diséléniures*. La doxorubicine
est également chargée dans ces liposomes qui la relarguent a 45 % avec une dose de 15 Gy.
Des brins d’ADN dits amphiphiles ont été synthétisés avec des liaisons soufre. La dégradation
de ces brins d’ADN apres auto-assemblage ainsi que le relargage du principe actif encapsulé
sous irradiation hypoxique (en absence d’oxygeéne) a été montré pour une dose de 360 Gy”.
L'irradiation en condition hypoxique est faite pour mimer les conditions dans les cellules

cancéreuses connues pour étre privées d’oxygéne.

Ce sont principalement des nanoparticules polymeres qui sont utilisées sous irradiation en
lithographie, radiostérilisation et « drug delivery ». Alors que les nanoparticules métalliques

sont plutot utilisées dans le domaine de la radiosensibilisation.

33



Chapitre | : Contexte de I'étude

I.2.4 Nano-objets hybrides et radiosensibilisation

1.2.4.1 Définition

Les nanoparticules métalliques ont montré a travers leurs propriétés physiques et chimiques
un grand potentiel d’applications et de perspectives. Parmi celles-ci, on compte
I’'amélioration des traitements déja existants pour le cancer comme la radiothérapie. Les
rayonnements ionisants de hautes énergies comme les rayons gamma ou les rayons X sont
souvent utilisés pour ioniser les composantes cellulaires ou I'eau et ainsi détruire les
cellules®®. Depuis quelques années, il y a eu un intérét considérable pour I'utilisation de
formulations pour améliorer les effets radiothérapeutiques, notamment dans I'utilisation de
nanoparticules d’or. L'idée d’utiliser des matériaux avec des numéros atomiques élevés pour
améliorer I'effet de I'irradiation a vu le jour dans les années 1970 lorsque l'iode a été utilisé
sur des patients pour faire une angiographie et qu’une toxicité au niveau des lymphocytes a
été observée?’. Parmi les radiosensibilisateurs fréquemment étudiés dans la littérature, on
retrouve les nanoparticules métalliques, les quantum dots®®, les oxydes (de fer® de
gadolinium®®, de titane®! et d’hafnium®) et les nanoparticules non métalliques (silice®® ou

fullerene®®). Les premiéres sont les plus étudiées, en particulier les nanoparticules d’or.

.2.4.2 Les nanoparticules d’or

Parmi les nanoparticules métalliques, les nanoparticules d’or sont les candidates idéales
pour la radiosensibilisation. En effet, ces nanoparticules présentent de nombreux
avantages™ :

- Lor est connu pour étre inerte et biocompatible

- Les nanoparticules peuvent étre éliminées lentement par le corps ce qui leur permet
d’avoir suffisamment de temps pour étre absorbées dans les tissus tumoraux

- Elles sont connues pour avoir une bonne circulation et une meilleure pénétration
dans les tissus tumoraux. Associé a leur faible clairance, on obtient I'effet EPR
(Enhance Permeation and Retention)

- En attachant des molécules cibles comme des anticorps, les nanoparticules peuvent
étre délivrées en plus grand nombre et de maniére spécifique aux tissus tumoraux

- Lataille et Ia forme des nanoparticules sont modulables selon les tissus ciblés

- Les nanoparticules étant faciles a imager et a quantifier, les études dans les tissus
peuvent étre optimisées
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La premiére étude sur la radiosensibilisation par des nanoparticules d’or a été faite par

Hainfield et coll*®

. Il a été montré que la régression de la tumeur chez des souris, avec une
augmentation significative de la survie d’un an, passait de 20 % avec des rayons X seuls, a 86
% lorsque ces rayons X sont combinés a des nanoparticules d’or. Cette étude in vivo a
précédé de nombreuses autres études majoritairement in vitro afin de caractériser les effets
radiosensibilisants de I'or. Il est difficile de tirer des conclusions de ces trés nombreuses

études qui ont suivies. Ces expériences ont été résumées dans plusieurs revues®® 337,

Un tableau non exhaustif (présenté en Annexe 5) reprend les différentes études menées in
vitro sur les nanoparticules d’or en tant que radiosensibilisateurs. Ce tableau tient compte
de différentes caractéristiques comme I'année d’étude, la taille, la concentration et le
revétement des nanoparticules, la lignée cellulaire utilisée ainsi que le type d’irradiation et
son énergie. Enfin, I'effet radiosensibilisateur est quantifié en général en terme de facteur

d’augmentation de la dose d’irradiation (DEF) mais pas toujours.

La premiére observation faite a partir du tableau est la diversité des informations apportées
mais surtout I'absence de parametres communs entre les différentes études. En effet, la
taille des nanoparticules étudiées varient de 1,9 nm a 74 nm, leur effet radiosensibilisant est
étudié sur des lignées cellulaires (cellules normales ou cancéreuses, animales ou humaines)
ou sur d’autres cibles biologiques comme I’ADN ou des protéines. De plus les critéres de
radiosensibilisation ne sont pas toujours évalués selon le DEF. Un autre parameétre beaucoup
étudié est la concentration. Il existe cependant une ambiguité dans la littérature concernant
la concentration reportée. Dans certains cas, il s’agit de la concentration molaire en
nanoparticules d’or et dans d’autres, c’est la concentration en or atomique. Or ces deux
concentrations ont des ordres de grandeur trés différents. Le second tableau en Annexe 5
donne la conversion entre ces deux concentrations pour une concentration molaire initiale
en particules de 1 nM. Le plus simple nous semble de travailler avec des concentrations
massiques en or qui rend compte du pourcentage massique en or impliqué dans l'effet

radiosensibilisant.

La radiosensibilisation est plus ou moins importante selon la source d’irradiation utilisée et
selon les études. La grande majorité des travaux présente des nanoparticules avec des
molécules a la surface (citrate, thiol). Lorsque les nanoparticules sont recouvertes avec du
polymére, il s’agit en général de polyéthyléene glycol (PEG). La présence d’une
macromolécule en surface des nanoparticules ne semble pas affecter leur effet

radiosensibilisant. Enfin, Zhou et coll.*® ont étudié la radiosensibilisation de nanoparticules
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d’or couplées avec de la doxorubicine. Le DEF n’a pas été calculé dans ce cas, mais les

auteurs ont constaté une augmentation de la mort cellulaire d’un facteur supérieur a 2,5.

Malgré les nombreuses études présentes dans la littérature, il n’est pas possible de prévoir
I'effet de lirradiation sur les nanoparticules. Le mécanisme a l'origine de cet effet
radiosensibilisant n’est pas vraiment identifié. De nombreuses questions se posent encore :
A quelle étape I'effet se produit-il ? Ou a lieu le dépot d’énergie ? Est-ce lié a la radiolyse de
I'eau ? Y a-t-il une catalyse de surface ? De plus, I'effet est-il local ou a distance ? Physique

ou chimique ?

Pour mieux comprendre les phénomenes a l'origine de |'effet radiosensibilisateur des
nanomatériaux, I'interaction entre les rayonnements et la nanoparticule est étudiée. Dans
les cellules, les nanomatériaux sont principalement entourés d’eau. Les produits issus de la

radiolyse de I'’eau sont également impliqués dans ce phénomene.

1.2.4.3 Meécanismes hypothétiques a I'origine de I’effet radiosensibilisateur

En théorie, en présence d’éléments hautement absorbants dans les tumeurs, la
photoabsorption des rayons X ou gamma dans les tissus peut-étre efficacement augmentée
en réglant I'énergie des rayons a celle de I'absorption de la couche interne des éléments
ciblés. Cette photoabsorption ameéne a I’émission d’électrons selon, trois interactions

principales qui sont susceptibles d’amplifier physiqguement les doses recues.

Photoélectrons

/

Electrons Compton €~ v

€e

Rayons ionisants

Electrons Auger e o

Figure 1.6 : Interaction entre des rayons ionisants et des nanomatériaux

Les photoélectrons et électrons Compton conduiraient a une augmentation de la dose a
longue distance des particules, alors que les électrons Auger, de plus faible énergie, auraient

un effet local.

De fait, expérimentalement, deux types d’amplifications physiques ont été identifiés:
I’'amplification physique de type 1 (APT1) et I'amplification physique de type 2 (APT2). L’APT1
est causée par des électrons énergétiques qui peuvent traverser plusieurs microns dans I'eau

et se répandre de maniere uniforme a travers tout le volume de I'échantillon. Cette
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amplification est indépendante de la localisation du nanomatériau. L’APT2, qui serait causée
par des électrons de faible énergie de type Auger, est confinée a la région en surface du
nanomatériau (a une dizaine de nanometre de la surface). De ce fait, cette amplification est

appelée amplification physique locale.

Selon le matériau et I'énergie des rayonnements utilisée, on observe de maniére majoritaire
'une des deux amplifications. Les électrons émis lors de ces phénomenes par les
nanomatériaux étant des sources d’irradiation secondaires, ils vont agir en augmentant les
concentrations des produits issus de la radiolyse de I'eau et en particulier, la production
d’especes activées de I'oxygene (ROS). Récemment, un nouveau mécanisme a été proposé

1. qui met en jeu a la fois les ROS et la surface des nanomatériaux :

par Guo et col
I’'amplification chimique (AC). En effet, les ions superoxides (O,) générés par la radiolyse de
I'eau peuvent réagir avec la surface des nanoparticules pour constituer une source

secondaire de radicaux hydroxyles.

La Figure 1.7 résume les différents phénomenes pouvant avoir lieu lors de l'irradiation de

nanomatériaux dans 'eau.

Rayonnement

ROS

Figure 1.7 : Phénomeénes survenant lors de l'irradiation d’un nanomatériau

Dans cette partie, différents nano-objets utilisés sous irradiation ont été présentés. Bien
gu’ils soient présents dans différents domaines (lithographie, radiostérilisation, « drug
delivery » et radiosensibilisation), ils sont tous utilisés dans le but de produire un effet par
rapport a l'irradiation. En lithographie, les nano-objets sont utilisés pour créer un modeéle de
taille nanométrique sous irradiation. En radiostérilisation, le nano-objet doit étre capable de

garder sa forme apres irradiation et empécher le principe actif d’étre relargué. Alors qu’en
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« drug delivery », les nano-objets doivent délivrer des principes actifs a I’endroit désiré apres
irradiation. Enfin, en radiosensibilisation, la nanoparticule d’or est évaluée sur sa capacité a
augmenter l'effet de l'irradiation. Dans tous les cas cités ci-dessus, I'intérét de I'étude est
porté sur les effets engendrés par l'irradiation, dans des gammes de dose tres variables. On
s’'intéresse dans le cadre de cette thése a étudier le comportement de ces nano-objets sous

irradiation conduisant a ces effets.

1.3 Positionnement du sujet et objectifs de la these

Le point commun des différents nano-objets organiques étudiés ci-dessus est le fait qu’ils
soient des systemes de taille nanométrique contenant des polyméres soumis a des
rayonnements. Cependant, I'effet attendu de l'irradiation n’est pas le méme. Dans certains
cas, il doit étre maximum (radiosensibilisation, lithographie, relargage) et dans d’autres,
minimum (radiostérilisation). L’hétérogénéité de ces systémes a I'échelle nanométrique

amene a poser plusieurs questions.

Comment les processus de dépo6t d’énergie sont-ils modifiés a ces échelles ? Y a-t-il des
transferts d’énergie entre les différentes parties des nano-objets ? Cette question est

particulierement importante lorsqu’un effet radiosensibilisant est visé.

Les rendements et les mécanismes radiolytiques sont-ils modifiés par cette nano-
hétérogéneité ? En particulier, dans le cas de polyméres en suspension dans |'eau, quel est
I'effet de la radiolyse du solvant sur le polymere? Y a-t-il des sites privilégiés de

production/consommation de radicaux ?

Les processus d’irradiation peuvent-ils altérer la nanostructure ? La forme des nano-objets,

et donc leurs propriétés spécifiques, sont-elles modifiées ?

Il est important de bien maitriser via la compréhension des effets mis en jeu, tous ces

aspects des systemes pour pouvoir envisager une application.

Nous proposons ici de synthétiser des nano-objets dits modeles pouvant répondre a ces
guestions. Deux structures organisées sont envisagées. D’une part, des structures de type
micelles a partir de copolyméres amphiphiles généralement retrouvées en radiostérilisation

et « drug delivery ». D’autre part, une structure hybride nanoparticule métallique greffée
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polyméres permettant de répondre aux questions relatives au domaine de |la

radiosensibilisation, lithographie et « drug delivery ».

Figure 1.8 : Structures des nano-objets modeéles (micelle polymére et nanoparticule métallique greffée
polymere)
Les copolymeéres a blocs amphiphiles s’organisent en micelles ou nanoparticules dans I'eau.
Deux types de copolymeéres ont été synthétisés. La nature du bloc hydrophobe varie d’un
copolymere a l'autre par sa sensibilité aux rayons ionisants. Un polyéthyleneglycol (PEG)
fonctionnalisé utilisé comme macro-amorceur va permettre de copolymériser par
polymérisation radicalaire controlée par transfert d’atome (ATRP) un méthacrylate formant
le premier copolymeére a bloc PEG-b-poly(méthacrylate de tert-butyle) (PEG-b-PMAtBu). En
effet, les polyméthacrylates ont été choisis car ils sont connus pour se dégrader sous
irradiation. Le second copolymere est a base de polysulfone aliphatique connu pour étre
particulierement radiosensible. Sa synthese est réalisée via une chimie plus complexe basée
sur une polyaddition thiol-éne (chimie click), suivie d’'un couplage avec un PEG fonctionnalisé
formant un copolymére a bloc PEG-b-Polysulfone (PEG-b-PSu). Les nano-objets formés par
auto-assemblage dans I’eau par une technique de nanoprécipitation, sont caractérisés avant
et apres irradiation par des techniques de diffusion (lumiére et neutron), de spectroscopie

(RMN, FTIR) et de chromatographie d’exclusion stérique (CES).

Les nano-objets hybrides, a travers I'étude de la couronne de polymere apres irradiation,
vont permettre de localiser les effets de l'irradiation en présence de la nanoparticule. La
nanoparticule métallique (NP) est une NP d’or qui sera greffée de polyméres hydrophiles
(PMAA). Les polymeéres seront obtenus par ATRP suivie d’'une hydrolyse et caractériser par
CES. Les NPs d’or greffées de polymeéres seront obtenues via une méthode « grafting to ».
Ensuite, les nano-objets seront caractérisés par des techniques de diffusion de rayons X
(SAXS) et neutrons (DNPA) aux petits angles. Ces nano-objets pourront ensuite étre irradiés
et leur comportement étudié a la fois sur la taille par les techniques de diffusion mais aussi

sur la masse molaire des polymeéres par CES.
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Chapitre Il : Synthése de nano-objets polyméres : micelles/nanoparticules

Ce deuxieme chapitre porte sur la synthése de nano-objets a base de copolyméres a blocs
amphiphiles. Ces structures sont en effet largement utilisées dans les domaines de
radiostérilisation et de « drug-delivery » (relargage) et aussi, dans une moindre mesure, dans
le domaine de la lithographie. Apres un rappel sur les différentes méthodes de synthese de
copolymeres a blocs amphiphiles, les deux types de copolymeres synthétisés dans ce travail
seront décrits. La partie hydrophile est le poly(éthyléne glycol) (PEG), tandis que la partie
hydrophobe est le poly (méthacrylate de tert-butyle) (PMAtBu) ou un polysulfone (PSu)
aliphatique. Le PMAtBuU a été choisi car la dégradation du poly(méthacrylate de méthyle) a
déja été étudié sous irradiation au Laboratoire sous forme de films minces, et a prouvé son
efficacité en terme de relargage. Ce polymeére est connu pour se dégrader sous irradiation
par coupures de chaines'. Le PMAtBu posséde aussi des groupements hydrolysables qui
peuvent étre utiles pour un éventuel greffage de principes actifs. Le polysulfone aliphatique
est quant a lui connu pour étre particulierement sensible aux irradiations en se dégradant
par coupures de chaines avec le départ de SO,.%2 Il est déja utilisé dans le domaine de la
lithographie®. Ces copolymeéres sont caractérisés par des méthodes classiques (RMN *H, FTIR,
CES). Les micelles obtenues apres auto-assemblage par une méthode de nanoprécipitation,
sont étudiées par microscopie électronique a transmission (TEM) ainsi que par des

techniques de diffusion : lumiére (DLS) et neutrons (DNPA).

.1 Les copolymeéres a blocs amphiphiles

1.L1.1 Définition/ Avantages

Un copolymere est dit « a blocs » lorsqu’il est constitué d’une chaine macromoléculaire
possédant deux segments consécutifs de natures différentes. Le terme amphiphile est utilisé
pour caractériser certains de ces copolymeéres lorsque les deux segments présentent des
affinités chimiques opposées : 'un des deux segments ou blocs est soluble dans un solvant
et I'autre ne I’est pas. Dans le cas ou ce solvant est I'eau, un bloc est dit hydrophile et I'autre

hydrophobe.

L’auto-assemblage de copolyméres a blocs conduit 3 de nombreuses structures complexes”,
grace a leurs propriétés modulables par la variation du type de monomere ou la taille et Ia
proportion des blocs constituants. De plus, lorsque ces blocs sont amphiphiles, les objets

obtenus en solution forment des structures plus ou moins définies qui trouvent un intérét
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dans de nombreux domaines d’applications comme la vectorisation ou I'encapsulation de

médicaments’, ou encore la lithographie®.

Il existe deux grandes méthodes pour obtenir des copolymeres a blocs. La premiéere consiste
a polymériser un monomeére B a partir d’'un macro-amorceur A préformé. Le macro-
amorceur A étant un homopolymere dont le bout de chaine est capable d’amorcer la
polymérisation du monomeére B. La seconde est une réaction de couplage entre les
extrémités de chaines de deux homopolymeéres A et B conduisant a la formation d’une
liaison covalente. Cette réaction doit étre sélective, rapide et totale grace a la faible
concentration des bouts de chalnes réactifs opposés et a I'encombrement stérique des

polymeéres.

1.L1.2 Méthodes de synthéses

La premiere méthode nécessite que la polymérisation soit controlée afin d’obtenir un bloc
de longueur choisie. Dans ce domaine, I'apport de la polymérisation radicalaire contrélée
(PRC) a été notable. Avant de présenter les différents travaux qui ont été faits par cette

méthode, il est important de rappeler ce qu’est une PRC.
1.L1.2.1 La polymérisation radicalaire controlée

1.L1.2.1.1 Principe de la PRC

La polymérisation radicalaire « classique » est une technique trés largement utilisée car elle
est facile a mettre en place et applicable a une large gamme de monoméres. Néanmoins,
elle présente de nombreux inconvénients liés a la grande réactivité des radicaux alkyles qui
entraine des réactions de terminaison irréversibles. De ce fait, ces polymérisations sont
difficiles a controler et engendrent des chaines polyméres avec de large polymolécularité. A
I'inverse, une polymérisation dite « vivante » comme la polymérisation anionique ou les
réactions de terminaisons sont inexistantes, permet la synthése de polyméres avec des
structures parfaitement définies mais les conditions sont tres strictes rendant sa mise en

ceuvre difficile.

Une polymérisation vivante se caractérise par une propagation continue sans réaction de
transfert ou de terminaison, tout au long de la polymérisation, grace a la réactivité du
groupement terminal qui est maintenue. En PRC, cette propagation continue peut étre
obtenue par le piégeage réversible de macroradicaux en croissance, permettant de travailler

a une concentration suffisamment faible en radicaux pour que les terminaisons irréversibles
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soit négligeables. Les réactions de transfert et de terminaison sont toujours partiellement
présentes en PRC méme si elles sont majoritairement réduites. Cette polymérisation est

ainsi qualifiée de « contrdlée » et non de « vivante ».

Une polymérisation radicalaire controlée permet la synthése de chaines polyméres
présentant une polymolécularité faible. Cela se traduit par une homogénéité en taille
mesurable par I'indice de polymolécularité I, qui est le rapport de la masse molaire moyenne
en masse (M,,) sur la masse molaire moyenne en nombre (M,). Matyjaszewski et coll.” ont

défini une polymérisation de radicalaire contrélée lorsqu’elle valide les points suivants :

- La durée de I'amorgage doit étre courte devant le temps de polymérisation, et la
vitesse d’échange entre chaines dormantes et chaines en croissance doit étre au
moins aussi rapide que la vitesse de propagation

- L’évolution de In ([M]o/[M]) en fonction du temps doit étre linéaire, avec [M] la
concentration en monomere au temps t et [M]o la concentration initiale

- La masse molaire du polymere doit varier linéairement avec la conversion et cette
évolution doit suivre une courbe théorique M, = DP, * Mmono = ([M]o — [M])/[Alo, avec
DP, le degré de polymérisation, Mono €st la masse molaire du monomere et [A] la
concentration initiale en amorceur

- Lindice de polymolécularité doit diminuer avec la conversion pour tendre vers celui
d’une distribution de Poisson (I, =1 + 1/DP,).

En PRC, il existe trois techniques principales : la RAFT (Reversible Addition-Fragmentation
chain Transfer), la NMP (Nitroxide Mediated Polymerization) et I’ATRP (Atom Transfer
Radical Polymerization). Dans la partie suivante, la principale technique utilisée dans nos

travaux, 'ATRP, est présentée.

11.L1.2.1.2 Polymérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP)

L'ATRP est la technique la plus ancienne et la plus utilisée des PRC. Le principe de cette
technique repose sur une réaction réversible d’oxydo-réduction entre une espéce dormante
notée P,-X et un complexe de métal de transition noté M;"-X /Ligand. Ce dernier est un
catalyseur qui va s’oxyder via le transfert d’'un atome d’halogéne X provenant de I'espéce
dormante pour donner une espéce activée P," et le complexe M= X,/Ligand. Le
mécanisme de cette réaction est présenté sur la Figure Il.1. L’équilibre de cette réaction est
fortement déplacé vers la formation de I'espéce dormante dont la cinétique est régie par

I’effet du radical persistant.
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Polyméres morts

P,—X + MP—X/Ligand P, + X—MPM?1—X/Ligand

\

ke

Figure Il.1 : Mécanisme réactionnel de I'ATRP

Cette technique a été développée par les équipes de Matyjaszewski® et Sawamoto®. La
premiere équipe a étudié la polymérisation du styrene en présence d’'un complexe a base de
cuivre et celle de Sawamoto, la polymérisation du méthacrylate de méthyle avec un
complexe a base de ruthénium. Le choix du systeme de polymérisation (sel métallique,
ligand, solvant) est primordial pour assurer un bon déroulement de la polymérisation. Une
revue compléete sur le role de chaque facteur impliqué dans une ATRP a été publiée par
Matyjaszewski en 2001, 1l est important de maitriser les rapports de concentration
d’amorceur, de monomere, de métal et de ligands du point de vue du contréle de la
réaction, de sa vitesse et de la conversion. Bien que la littérature propose un grand nombre
de métaux pour I'ATRP, le cuivre(l) reste le métal le plus utilisé a ce jour comme métal de
transition. Il est de faible colt et permet la polymérisation d’'un grand nombre de
monomeres dans un large choix de solvants. Le ligand doit solubiliser le sel métallique en
solvant organique mais également ajuster le potentiel redox du métal pour obtenir la
réactivité appropriée a la réaction de polymérisation. Ce sont les ligands azotés qui sont les
plus  efficaces pour complexer le cuivre. Généralement, Ila  PMDETA

(pentadiméthyldiéthyleéne-triamine) ou la Bipy (bipyridine) sont utilisées.

L'ATRP est une technique trés avantageuse permettant d’utiliser un grand nombre de
monomeres. Les ligands, amorceurs et sels métalliques sont disponibles commercialement.
De plus, I'extrémité halogénée des chaines permet de réamorcer la polymérisation et
d’obtenir des copolymeres a blocs mais également de fonctionnaliser les extrémités par des
réactions de couplage. Son inconvénient majeur provient de la difficulté a éliminer le couple
métal/ligand. Plusieurs méthodes de purification ont été développées basées sur la filtration
ou la précipitation. Récemment, Matyjaszewski'’ et son équipe ont développé une
technique qui permet de polymériser par activateurs régénérés par transfert d’électron

(ARGET). Un agent réducteur qui ne forme pas de radical est utilisé pour régénérer le Cu(l),
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celui-ci ne doit réagir avec aucun radical ou autre réactif du milieu réactionnel, seulement
avec le Cu(ll). Cette technique a la particularité d’utiliser trés peu de cuivre (seulement

guelques ppm) et ainsi faciliter I'étape de purification.

1.L1.2.1.3 Polymérisation radicalaire contrélée a partir d’'un macro-amorceur

Apres avoir vu les avantages présentés par |'utilisation d’'une PRC, nous nous sommes

intéressés a l'appliquer pour la synthése des copolyméres a blocs amphiphiles.

Nous avons choisi de travailler avec un copolymére a blocs non ioniques pour limiter les
effets d’interactions. Le bloc hydrophile principalement décrit dans la littérature est le PEG
qui présente une hydrosolubilité et une bonne biocompatibilité. La préparation de ce type
de copolymeére amphiphile a beaucoup été étudiée en ATRP et en RAFT. Des PEGs a-
méthoxy ou w-amino sont disponibles commercialement et sont généralement utilisés pour
former les macro-amorceurs. Le groupement méthoxy permet d’avoir un seul bout de chaine
réactif (le groupe hydroxyle) qui sera fonctionnalisé avec une fonction bromée par réaction
d’estérification avec le bromure de 2-bromo-isobutyryle’? ou encore I'acide 2-bromo-
isobutyrique® dans le cas d’une ATRP (cf. Figure 11.2). Lorsqu’une polymérisation RAFT est
utilisée, le PEG est fonctionnalisé avec un macro-agent de transfert obtenu par estérification

du groupement carboxylique d’un acide trithiocarbonate™ ou dithiocarbonate™.
Les monomeres généralement copolymérisés en RAFT sont des styrenes ou des acrylamides.

Ici, nous avons choisi la méthode ATRP plus utilisée pour synthétiser des copolyméres

Br
Br% PEG Amorceur ATRP
o]
5 o opLe
Et;N, THF n

1) CuBr, PMDETA, THF

2)
© o o °

A 7
HyC” \"CH; 4{

Copolymére diblocs CHs

amphiphiles a base de méthacrylates®®.

Figure 1.2 : Synthése des copolymeéres a blocs a partir d’'un PEG-Br par Ranger et coll.’®

La synthése du second copolymeére a base de polysulfone aliphatique n’a pu étre réalisée

dans les mémes conditions car la polyaddition (voie de synthése des polysulfones) est
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difficilement applicable a la méthode du macro-amorceur. C’est donc le couplage des bouts

de chaines qui a été utilisée.

1.L1.2.2 Réaction de couplage entre deux homopolyméres

Dans cette méthode, les deux blocs sont préalablement synthétisés et possedent une
fonction en bout de chaine pouvant réagir 'une avec l'autre pour former une liaison
covalente. Un bon couplage nécessite des rendements quantitatifs entre les homopolymeres

dont la fonctionnalisation en bout de chaines doit étre préalablement élevée.

Il existe de nombreux exemples de couplage dans la littérature pour la préparation de
copolyméres a blocs comme les liaisons peptidiques ou les réactions d’estérification'’ entre
les bouts de chaines des deux blocs. Une autre technique de couplage basée sur la chimie
« click » permet de lier de maniére covalente deux blocs grace a leurs fonctions réactives™®.
Introduite récemment par Sharpless19 en 2001, la chimie « click » est efficace, modulable,

sélective et sa mise en place est simple. Il existe quatre principaux types de chimie « click » :

- Les réactions de cycloaddition, comme la cycloaddition dipolaire 1,3-Huisgen (plus
connu sous le nom de cycloaddition azoture-alcyne catalysée par le Cu(1))* ou la
réaction de Diels-Alder.

- Les réactions d’ouverture de cycle nucléophiles d’hétérocycles électrophiles
contraints.

- Les réactions sur les carbonyles non aldoliques (urée, oxime, hydrazone).

- Les réactions d’addition sur les liaisons multiples (C-C) (époxydation,

déhydroxylation, addition de Michael...).

Parmi les réactions d’addition sur les liaisons multiples (C-C), la réaction thiol-ene®* et la
réaction thioI—yne22 ont largement été étudiées et récemment dans le cadre de la synthese
des polythioethers (thiol-ene)®® (précurseurs de polysulfone) et des copolyméres a blocs

(thiol—yne)24. Un rappel sur ces deux réactions est présenté.

1.L1.2.2.1 Rappel sur la réaction thiol-éne

La réaction thiol-ene?!, connue depuis plus de 100 ans, est I'hydrothiolation d’une liaison
(C=C) via une voie radicalaire ou nucléophile. La thiol-eéne est souvent associée a la voie
radicalaire découverte en 1905 par Posner”. La premiére application de I’addition
radicalaire d’un thiol sur des polymeéres insaturés date de 1948%, Jusqu’a récemment, la

. \ , . . oy s \ ope . 2 . 2 \ ) .
thiol-ne était limitée a une utilisation lors de synthéses organiques?’, a la modification de
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polydiénes et a la génération de films et de réseaux de polyméres®. Au début des années
2000, le potentiel de cette réaction a été reconnu comme une chimie « click », pour la
modification de biomacromolécules®, de particules/colloides et de surfaces®® mais aussi

pour la synthése de polymeres®® et de dendrimeres® 3",

R —
R\\/\S/ R—SH

(2)
R—sH -V 5 R—s* R\_/\s/ R
(1)
ﬂw

Figure 1.3 : Mécanisme de la réaction « thiol-eéne »

En général, un systéme thiol-éne réagit via un mécanisme de chaines impliquant deux
étapes: 1) un radical amorceur activé par la chaleur ou la lumiere transforme un
groupement thiol en un radical thiyl (initiation) puis I'addition de ce radical sur un alcene
génére un radical centré sp> (propagation) et 2) ce radical capte un hydrogéne d’un autre
thiol pour former un thioether avec une orientation anti-Markovnikov et régénérer un

radical thiyl qui va se propager dans un nouveau cycle (transfert de chaines).

La terminaison se fait par couplage de radicaux. La réactivité de la thiol-éne est tres
dépendante de la structure du thiol et de I'alcene. La réactivité des alcénes diminue avec la
diminution de la densité électronique des doubles liaisons. De plus, le degré de substitution
a également un effet sur la réactivité. Les alcénes terminaux sont plus réactifs que les
alcénes internes®. La réaction thiol-&ne est également connue pour convertir des liaisons

(C=C) cis en trans™.

La fonctionnalisation par bouts de chaines de deux polymeres via la thiol-éne peut étre
menée lorsque l'un des polymeéres possede une fonction terminale alcéne et l'autre
polymére une fonction terminale thiol. Bien qu’il existe de nombreux couplages de
polymeéres par cette réaction, il y a des limites a I'utilisation d’une réaction thiol-éne pour le
couplage de deux polyméres®® comme la nécessité d’utiliser un excés de thiol par rapport a

I'alcéne ou les nombreuses réactions de terminaison. Ici, on s’intéressera particulierement a
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cette réaction non pas pour le couplage de copolymeéres mais comme réaction de

polyaddition pour la formation de précurseurs de polysulfone (voir 11.3.1.1).

Pour le couplage entre chaines polymeres, il faut une réaction avec une plus grande

réactivité comme la thiol-yne.

1.L1.2.2.2 Rappel sur la réaction thiol-yne

La réaction thiol-yne34, réaction entre une triple liaison et un thiol, a également connu une
popularité grandissante pour les méthodes de synthese de polymére comme les
dendriméres®, les polyméres hyperbranchés®®, les gels®’ ou encore la post-
fonctionnalisation de polyméres déja formés®. L’addition d’un thiol sur des insaturations

peut se produire de maniéere radicalaire mais aussi par des mécanismes nucléophiles.

Le mécanisme de la réaction thiol-ene est compris dans celui de la thiol-yne avec un cycle de
propagation additionnel (cf. Figure 11.4). A partir du premier cycle, un sulfure de vinyle (1) est
produit qui subit une seconde addition d’un thiol (2) pour donner le produit final. Ainsi, une
réaction thiol-yne totale consiste a I'addition consécutive de 2 équivalents de thiols pour un

alcyne.

Des études cinétiques de cette réaction montrent que la deuxiéme addition est trois fois
plus rapide que la premiére addition®. La réactivité dépend principalement de I'alcyne et
non celle du thiol. Un alcyne simple et terminal est beaucoup plus réactif qu’un alcyne en

présence d’un groupe propargyle ou d’un alcyne interne®.
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Figure 11.4 : Mécanisme de la réaction "thiol-yne"

Pour la synthése du copolymeére a blocs, une seule addition est souhaitée. De ce fait, un seul
équivalent de thiol sera utilisé pour un équivalent d’alcyne. De plus, afin d’étre sélectif par
rapport a la monoaddition, il est possible de travailler avec un alcyne dont le radical est
stabilisé apres I'addition du thiol. Sprakfe et coll. ?* ont fonctionnalisé le bout de chaine d’un
polystyrene avec un phénylacétyléne et I'ont greffé a un PEG avec un thiol en bout de
chaines dans des quantités stoechiométriques. L’alcéne étant terminal, I'addition du thiol se
fait rapidement. Néanmoins le radical benzylique étant stabilisé et en conditions

stcechiométriques, une seule addition a lieu et un copolymére a blocs est obtenu.

La réaction thiol-yne est choisie pour la réaction de couplage afin d’obtenir un copolymeére a
bloc. Le polymére hydrophobe final doit posséder une fonction terminale thiol disponible
pour réagir via la réaction thiol-yne avec un alcyne présent sur le PEG et ainsi créer une

liaison covalente entre ces deux polymeéres.

1.2 Copolymeres a blocs PEG-b-polyméthacrylate

11.2.1 Syntheése par polymérisation radicalaire contrélée

Comme décrit précédemment, deux différents copolymeéres vont étre synthétisés. Ces
copolymeres different par leur groupement hydrophobe: dans un cas c’est un poly
(méthacrylate de tert-butyle) (PMAtBu) et dans l'autre cas c’est un polysulfone (PSu)
aliphatique.

En plus de ses propriétés intéressantes sous irradiation, le PMAtBu est potentiellement

hydrolysable pour un greffage ultérieur de molécules de type principe actif. De plus, sa
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copolymérisation par ATRP a déja été étudiée’™. Ainsi, il est possible de controler sa

longueur pour avoir des objets organisés.

O

H3<34kc|-|3
HsC CHs

HiC CcH,

Figure IL.5 : Structure du copolymére PEG-b-PMA¢tBu

L'ATRP d’'un monomere n’est possible qu’apreés avoir déterminé le systeme métal de
transition/ligand/amorceur qui lui convient. Chague monomeére ayant ses propres
constantes d’activation et de propagation, il faut contréler la concentration en espéces
radicalaires ainsi que la vitesse de désactivation. L’équipe de Matyjaszewski'® a recensé dans
une publication les réactifs a utiliser ainsi que les proportions correspondantes selon la
nature du monomere. Les conditions optimales de polymérisation de monomeéres de type

méthacrylate ont été repris ici.

Le PEG va étre fonctionnalisé avec une fonction ester bromée car la polymérisation de
méthacrylate est plus efficace avec ce type d’amorceur. Pour le métal de transition, c’est le
cuivre qui est utilisé sous forme de bromure de cuivre(l) (CuBr). Le ligand est la
pentaméthyldiéthyléne triamine (PMDETA). C’est un ligand amine multidentate connu pour

. ey s , 41
son efficacité avec les méthacrylates™.

1.2.1.1 Synthése d’un macro-amorceur PEGylé

Un a-méthoxy-w-hydroxyl-polyéthyléneglycol™® commercial de masse molaire 5000 g/mol et
d’indice de polydispersité 1,03 est d’abord lyophilisé puis une réaction d’estérification est
effectuée entre le bout de chaine hydroxyle et le bromure de 2-bromo-isobutyryle. La

réaction est conduite dans le THF en présence de triéthylamine sous atmosphére contrélée :

O\ CHs . (|D
EtsN /(o CH;
’(O + >—’;CH3 > HC \/}O/H(CH + HBr
HaC ¥ OH N pote
n Br  Br

THF

Figure 11.6 : Synthése du PEG fonctionnalisé par une fonction bromée
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Aprés 48 h de réaction, le polymere est précipité deux fois dans I’éther diéthylique froid et

lavé avec une solution aqueuse d’hydrogénocarbonate de sodium saturée.

45 40 35 30 25 2,0
(ppm)

Figure I1.7 : Spectre RMN ‘H du PEG-Br dans le DMSO-d

Par RMN 'H, on vérifie que I'estérification a bien fonctionné. D’autre part, 'absence
d’impuretés atteste de la bonne purification du produit. En effet, les intégrations des pics de
la chaine principale (d) et du nouveau bout de chaines (g) donnent un degré de

polymérisation (DP,) de 113 qui correspond au DP,, du polymere de départ.

1.2.1.2 Copolymérisation par Polymérisation Radicalaire par Transfert d’Atomes (ATRP)

Le PEG fonctionnalisé d’'une fonction bromée (macro-amorceur ATRP) va servir d’amorceur

pour la copolymérisation du MAtBu.

Ici, le rapport CuBr/ligand/amorceur optimisé est de 1/1,5/1. Aprées arrét de la réaction, le
cuivre est extrait du milieu réactionnel par passage dans une colonne d’alumine puis le

polymere purifié est séché sous air.

Un suivi cinétigue de la copolymérisation a été fait en réalisant des prélévements a
différents temps. Le taux de conversion calculé par gravimétrie est de 37 % pour le

prélevement final. La masse molaire en nombre théorique visée est de 22000 g/mol.

Sur la Figure 11.8.a, le taux de conversion en fonction du temps est représenté. On peut voir
gue la vitesse de copolymérisation du MAtBu est rapide durant les deux premiéres heures
ou le plateau de conversion est presque atteint. L’évolution linéaire de In ([M]o/[M]) en
fonction de t%/3 présentée sur la Figure I1.8.b atteste d’une polymérisation radicalaire

contrblée dans le cas des méthacrylates“.
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Figure 11.8 : Cinétiques de polymérisation : a) Taux de conversion en fonction du temps - b) In ([M],/[M]) en
fonction de t**

La masse molaire ainsi que la polymolécularité de ces différents prélevements ont
également été analysées en chromatographie d’exclusion stérique (CES). La masse molaire
en nombre du polymére final est de 17 350 g/mol avec un I, de 1,1. L’évolution des masses
molaires en fonction du taux de conversion par rapport a la courbe théorique ainsi que
I’évolution de l'indice de polymolécularité en fonction de la conversion sont également
présentées dans la Figure I1.9.
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Figure 1.9 : Masses molaires (M,) et indices de polymolécularité (I,) en fonction de la conversion

L'indice de polymolécularité, I,, reste constant en fonction de la conversion (inférieur a 1,2).
L’évolution des masses molaires est éloignée de la courbe théorique indiquant un défaut
d’amorcage. L'efficacité d’amorcage de la copolymérisation calculée a partir de la masse
molaire en nombre comparée a celle attendue théoriquement est de 57 %. Ce qui signifie

gu’il reste une quantité non négligeable de PEG libre. Afin de I'éliminer, le copolymeére est

lavé dans I’eau plusieurs fois.
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Le Tableau Il.1 énumere les principales polymérisations faites a partir du macro-amorceur
PEG de masse molaire 5000 g/mol.

Conversion Temps M théorique M,
Echantillon Monomeére
(%) (h) (g/mol) (g/mol)
1 MABu 56 20 18000+5000 13700 1,2
2 MAtBu 18 3 10000+5000 10600 1,0
3 MAtBu 37 24 22000+5000 17350 1,1

Tableau II.1 : Résumé des différentes polymérisations

Les copolyméres PEG-b-PMABU et PEG-b-PMAtBuU ont ensuite été caractérisés par RMN 'H et

FTIR pour attester de la présence des deux blocs dans leur proportion respective.

c
CH
a CHs 3

HiC
3 to/\>/o b Br
n CH
fe) 3

m

o

. , . .
40 35 25 2,0 15 1,0
(ppm)

Figure 11.10 : Spectre RMN 'H du copolymere PEG,,3-b-PMAtBug;-3 dans le CDCl;

Les protons du PEG (a) sont présents a 30 % contre 70 % pour les protons du bloc PMAtBu

(b, c et d), ce qui est le rapport aussi des masses molaires déterminées (17350 g/mol au total
avec un PEG de masse molaire 5000 g/mol).
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Figure 11.11 : Spectre FTIR du copolymére PEG-b-PMAtBu
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La Figure 11.11 représente le spectre FTIR du copolymeéere PEG-b-PMAtBu. Des bandes
caractéristiques de chaque bloc sont présents : & 1717 cm™ le pic est attribué a la vibration
d’élongation de la liaison C=0 de la fonction ester du bloc PMAtBu et la bande a 1100 cm™

correspond a la vibration d’élongation de la liaison C-O de la fonction éther du bloc PEG.
1.2.2 Auto-assemblage par nanoprécipitation

1.2.2.1 Auto-assemblage des copolyméres a blocs amphiphiles

Les molécules amphiphiles dans I'eau s’auto-assemblent spontanément pour former des
micelles avec une partie hydrophile soluble qui s’étend, tandis que la partie hydrophobe
collapse et forme le coeur de la micelle. Le terme micelle regroupe une variété de structures
allant de la sphére a des morphologies plus complexes. Pour une température donnée, la
micellisation survient lorsque la concentration en copolymére dépasse une concentration
appelée « concentration micellaire critique » (CMC). Dans le domaine des fortes

concentrations, les micelles s’organisent en réseaux, jusqu’a former des gels.

Les micelles obtenues ici sont des micelles directes. Dans un solvant polaire comme l'eau, ce
type de micelles possede un coeur hydrophobe et une couronne hydrophile. Lorsque les
micelles sont formées dans un solvant apolaire, les blocs hydrophiles constituent le cceur et
la couronne est formée par les blocs hydrophobes, inversant la localisation des blocs ; on

parle de « micelles inverses ».

En fonction de la longueur relative des deux blocs, les micelles directes et inverses sont
subdivisées en deux sous-catégories : les micelles dites « star » et celles dites « crew-cut »
(cf. Figure 11.12). Les micelles de type « star » ont des tailles de couronne plus importantes
qgue celles du cceur du fait que les copolymeéres ont un bloc soluble plus long que le bloc
insoluble. Les micelles de type « crew-cut » ont un cceur de taille beaucoup plus important

et une épaisseur de couronne plus fine.

Ces deux types de micelles se différencient également par leur méthode de préparation. En
général, les micelles de type «star» sont préparées en dissolvant directement le
copolymere asymétrique dans un solvant sélectif pour le bloc le plus long. Alors que pour
préparer des micelles de type « crew-cut », le copolymere a blocs est solubilisé dans un bon
solvant organique commun aux deux blocs. Ensuite la solution est ajoutée a un solvant

précipitant pour les blocs longs et bon solvant pour les blocs courts.
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Figure 11.12 : Représentation des micelles « star » et « crew-cut »

Plus récemment, une méthode dérivée, dite de nanoprécipitation® basée sur I'effet
« Ouzo » a été développée. Ce processus d’émulsion spontanée a été nommé I'effet Ouzo
par Vitale et Katz** en référence a la boisson grecque a base d’anis (Pastis en France). Elle
permet de former des nanoparticules polymeéres a partir de molécules hydrophobes (pas
spécifique aux copolyméres). Cette méthode est également utilisée pour charger ces
nanoparticules en petites molécules organiques. En pratique, cela consiste a faire précipiter
la solution de soluté hydrophobe dans une grande quantité de solvant précipitant pour le
soluté (ici, I'eau) miscible avec le solvant organique. La solution binaire devient un non
solvant pour le copolymeére et le systeme évolue vers une séparation de phases, conduisant
a la formation de nanoparticules. Enfin le solvant est éliminé par évaporation ou dialyse.
Cette méthode est facile a mettre en place mais il est difficile de trouver les bonnes
proportions (voir Figure 11.13) entre les trois composants du systeme (soluté
hydrophobe/solvant/eau). La limite principale étant le risque de floculation des particules et
la formation de gros agrégats. Sous les bonnes conditions, ce processus génere une
dispersion de petites gouttelettes ou nanoparticules avec une distribution en taille étroite et

unimodale.

Nous avons utilisé des conditions proches de celles décrites pour l'effet «Ouzo » et
I'obtention de nanoparticules, la longueur des blocs étant dans notre cas favorablement
asymétrique. Cependant, au vu des diverses caractérisations (TEM, diffusion de la lumiére ou
neutrons), on est dans ce cas plus proche d’'une auto-organisation de type « crew-cut » que

de nanoparticules.
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Figure 11.13 : Diagramme de phase du systéme ternaire soluté hydrophobe/solvant/eau décrit par Couvreur”

11.2.2.2 Nanoprécipitation

La méthode choisie pour promouvoir I'auto-assemblage est donc la nanoprécipitation. Le
copolymere dibloc est dissout dans un solvant organique, miscible a I’eau et bon solvant des
deux blocs. Ensuite, cette solution est précipitée goutte a goutte dans I’eau pour obtenir des

nanoparticules de copolymeres amphiphiles. Il faut ensuite éliminer le solvant organique.

Solution de
PMAtBuU-b-PEG dans un

solvant organique
ganiq Elimination du

solvant
organique
_—
Auto-assemblage

Nanoparticules de
PMAtBu-b-PEG

Figure 11.14 : Nanoprécipitation du copolymére PEG-b-PMAtBu

D’apres I'équipe de Vauthier®, pour avoir des nanoparticules de plus petites tailles et dans
des quantités plus importantes, le polymére doit étre solubilisé dans un solvant théta, soit
un solvant dans lequel les chaines polymeéres ont une conformation idéale, sans subir de
contraintes. De plus, la concentration de la solution en polymére doit étre en régime dilué

plutot que semi-dilué pour avoir un bon rendement de formation de nanoparticules.

Dans notre cas, plusieurs essais ont été faits pour connaitre les bonnes conditions pour la

formation de nanoparticules de PEG-b-PMAtBu en modifiant différents paramétres.

Les solvants organiques utilisés sont le DMF et le THF. Les concentrations en copolymeére

dans la solution initiale vont de 1 a 5 mg/mL. Les ratios phase organique/phase aqueuse
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utilisés vont de 1:2 a 1:5. Et enfin, pour éliminer le solvant, I'’évaporation ainsi que la dialyse

ont été testées.

Suivie en DLS, la nanoprécipitation avec le DMF conduit a des nanoparticules de tailles plus

grandes qu’avec le THF, qui est un meilleur solvant du copolymeére.

La concentration initiale en copolymeére est cruciale sur la production de nanoparticules. En
effet, les copolymeres qui ne s’auto-assemblent pas sous forme de nanoparticules,
précipitent. Lorsque la concentration en copolymeére initiale est trop importante (supérieure

a 5 mg/mL), une précipitation est observée dans I'heure qui suit I'élimination du solvant.

Il en est de méme pour le ratio phase organique/phase aqueuse. Lorsqu’il est trop faible,
celui-ci entraine la précipitation des nanoparticules. Dans notre cas, lorsque le ratio 1:5 est

utilisé, le phénomene de précipitation est toujours observé.

Pour la nanoprécipitation avec le DMF, on utilise la dialyse comme méthode d’élimination du
solvant. Avec le THF, la technique d’évaporation n’est pas toujours efficace a cause des

variations de température.

Ainsi les meilleures conditions pour nanoprécipiter le copolymeére, sont de travailler avec
une concentration de 1 mg/mL dans le THF puis de nanoprécipiter dans I’eau avec un ratio
1:2 et enfin d’éliminer le solvant par dialyse. Dans ces conditions, les nanoparticules
obtenues sont de petites tailles et plus stables qu’avec les essais précédents (la solution
reste transparente). Une limite de cette technique de nanoprécipitation est sa dépendance
avec la température a laquelle elle est réalisée. Pour se prémunir de tout probléme pouvant
étre lié a des phénomenes de précipitation parasites, une filtration avec une membrane de

0,45 um est effectuée avant toute autre mesure. La concentration finale est de 0,25 mg/mL.

1.2.2.3 Caractérisation des nano-objets dans I'eau
La taille des nanoparticules a été déterminée de trois maniéres différentes : par microscopie
électronique a transmission (TEM), diffusion dynamique de la lumiéere (DLS) et diffusion de

neutron aux petits angles (DNPA).

Les nanoparticules de PEG-b-PMAtBu ne peuvent étre observées dans des conditions
classiques de TEM. En effet, les polymeres sont généralement dégradés sous le faisceau
d’électrons. La technique utilisée ici est celle de la coloration négative. Cette technique
permet, viag 'utilisation d’un agent contrastant, de faire apparaitre de maniére plus claire la

matiere organique du reste qui I'entoure. L'échantillon est d’abord adsorbé sur une grille
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recouverte d’un film carbone puis I'agent contrastant, dans notre cas |'acétate d’uranyle, est
ajouté sur la grille durant quelques secondes. L’agent contrastant va se fixer sur les bords
des objets adsorbés sur la grille. En raison du Z élevé de I'uranium, il va faire apparaitre

I’échantillon blanc sur un fond plus sombre d’ou I'appellation coloration négative.

La Figure 11.15 présente un cliché TEM des nanoparticules PEG-b-PMAtBu ainsi que leur
distribution en taille apres traitement par le logiciel « Imagel » de plusieurs clichés. Les
nanoparticules sont de forme sphérique et ont une taille moyenne comprise entre 14 et 18

nm. Les nanoparticules sont proches les unes des autres (d{ au séchage sur la grille) mais ne

semblent pas étre agrégées.

% de population de nanoparticules

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Diamétre (nm)

Figure 11.15 : a) Image TEM aprés coloration négative et b) distribution de tailles des nanoparticules PEG-b-
PMAtBu

La taille des nanoparticules a également été déterminée en diffusion dynamique de la
lumiere (DLS).

La DLS permet de mesurer la taille des nanoparticules en solution. Elle repose sur I'étude du
mouvement brownien de ces nanoparticules. En mesurant les temps de relaxation des
particules, on peut remonter a leur coefficient de diffusion (voir Annexe 2 pour les détails).
En DLS, la valeur mesurée correspond au diametre hydrodynamique, le diametre d’une
sphere qui a le méme coefficient de diffusion que les nanoparticules. Expérimentalement, ce
gue I'on observe en DLS, c’est la fonction de corrélation de I'intensité diffusée, mesurée a un
angle donné. La taille des particules peut étre obtenue a partir de cette fonction de
corrélation, en utilisant différents algorithmes dont la méthode des cumulants. Cette

méthode (celle que nous avons généralement utilisée) consiste a ajuster la fonction de
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corrélation comme une seule exponentielle permettant d’obtenir une taille moyenne

(diametre moyen) et une estimation de la largeur de la distribution de taille (polydispersité).

La Figure 11.16 représente le corrélogramme d’une solution de nanoparticules de PEG-b-
PMATtBu filtrée.
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Figure 11.16 : Fonction de corrélation des nanoparticules PEG-b-PMAtBu

La méthode des cumulants donne une taille moyenne de nanoparticules de 45 nm avec une
polydispersité de 0,14. La taille déterminée ici est pratiquement trois fois plus importante
gue celle obtenue par TEM. La DLS donne un diametre hydrodynamique moyen en solution,
donc forcément plus important que celui donné par le TEM pour lequel les nanoparticules

sont préalablement séchées sur la grille de microscopie.

Une autre technique de diffusion a été utilisée pour caractériser de maniere plus précise ces

nanoparticules en termes de taille et de forme.

La diffusion de neutrons aux petits angles est une technique qui permet de déterminer la
forme et I'organisation d’objets dispersés dans un milieu homogéne. Lors d’'une expérience
de DNPA, un faisceau de neutrons collimaté et monochromatique de longueur d’onde A est

envoyé sur un échantillon (voir Annexe 2 pour les détails).

La variation de l'intensité I(q) est mesurée en fonction du vecteur de diffusion g. Au
Laboratoire Léon Brillouin (LLB), sur le spectrométre PA20, la gamme de longueur d’onde
des neutrons utilisables est comprise entre 4 et 25 A et les distances entre I’échantillon et le
détecteur sont comprises entre 1 et 20 m, on peut ainsi couvrir une gamme de g qui va de
102305 A7 Les objets observables doivent avoir une taille comprise entre 2 et 1000 A.

Pour obtenir la courbe de I'intensité diffusée en fonction du vecteur de diffusion, I(q) = f(q),
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il faut traiter le signal et soustraire la contribution du solvant et de la cellule vide (cuve).
L’expression de I(q) est égale a :
(n-1)

1(q) = PVopjer(Ap)*P(q)S(q)

Nous avons travaillé a des concentrations faibles donc le facteur de structure S(q) est

considéré égal a 1.

En DNPA, ce sont les interactions entre les neutrons et les noyaux de chaque atome de
I'objet étudié qui vont permettre la diffusion, ainsi le contraste dépend de la différence de
longueur de diffusion cohérente entre les atomes. La densité de longueur de diffusion
lorsque I’on considére les neutrons se calcule a partir de cette équation :

(n-2)
d X Ny
Ppnrpa = M ' a;b;
L

ou d est la densité du composé en g.cm'3, Na le nombre d’Avagadro, M la masse molaire du

composé en g.mol™ et a; le nombre d’atomes de longueur de diffusion b; dans I'objet.

Le copolymeére étant hydrogéné, pour avoir le maximum de contraste on utilise le D,0

comme solvant.

Composé Ponpa (10*° cm?) ‘
D,0 6,39
H,0 -0,56
PEG hydrogéné 0,68
PMAtBuU hydrogéné 0,54

Tableau I1.2 : Densités de longueur de diffusion p des composés utilisés

La nanoprécipitation du copolymeére est faite directement dans le D,O puis les solutions de
nanoparticules sont analysées en DNPA. Le signal de l'intensité diffusée en fonction du

vecteur de diffusion est représenté sur la Figure 11.17.
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Figure 11.17 : Spectre DNPA des nanoparticules PEG-b-PMAtBu a 0,25 mg/mL dans 100 % de D,0

Le signal obtenu présente dans le domaine des q intermédiaires une décroissance en q'4,
I'objet a donc une interface nette comme dans le cas d’une sphére dure. Néanmoins, on ne
peut utiliser un facteur de forme de sphere pour ajuster I'intensité car le contraste n’est pas
le méme dans toute la nanoparticule (chaines de natures différentes et présence de solvant).
De fait, un modéle spécifique a été développé par Pedersen®® pour des micelles de
copolymeres a blocs. La couronne est modélisée par des chaines gaussiennes idéales avec un
rayon de giration R, qui n’interagissent pas entre elles et qui sont présentes sur un coeur dur.
Le signal obtenu en Figure I1.17 est ajusté par ce modéle de Pedersen lorsque le cceur est
une sphere dure de rayon Reeeur. |l €st appelé modeéle « hairy-sphere » dont le facteur de
forme s’écrit :
(1-3)
P hairy—sphere (q» Rcoeur: Rg) = Vc%)eurApgoeurPsphére (q' Rg)
+ NApghaine chhaine Pchaine (q' Rg)
+ ZNVcoeurVchaineApcoeurApchafneScoeur—chaine (q' Rcoeur' Rg)
+ N(N - 1)Ap§hainechhaineschaine—chaine (q' Rcoeurr Rg)

0U Voeur €t Vehaine SONt les volumes du cceur hydrophobe et des chaines hydrophiles. Pgpere et
Pchaine les facteurs de forme d’une sphére dure et d’une chaine. Ap?coeur €t APZchaine SONt les
contrastes respectifs entre le coeur et le solvant et entre la chaine et le solvant. Scoeur-chaine €t
Schaine-chaine SONt les termes croisés coeur-chaine et chaine-chaine (interactions inter-chaines),
et N est le nombre de chaines par micelle. Les expressions des facteurs de forme d’une

sphere dure et d’une chaine ainsi que des termes croisés sont :
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(n-4)
sin(qR) — qR cos(qR)1°
P Sphére (q' R) =13 (qR)3
(n-5)
2 (eCIRE) — 1 + ¢?Rg?)
P chaine(q, Rg) = (qugz)z
(11-6)
Scoeur—chaine (CI, Rcoeur» Rg)
=3 Sin(choeur) - choeur COS(choeur) % (1 - quR‘é)
(choeur)3 CIZRE
Sin(CI(Rg + Rcoeur))
Q(Rg + Rcoeur)
(1-7)

2
1- equé) Sin(CI(Rg + Rcoeur))
Schajne_chaine (q; Rcoeur: Rg) = qué q(Rg + Rcoeur)

Le signal obtenu puis ajusté est représenté sur la Figure 11.18. A partir de ce modeéle, on peut
déterminer la valeur du rayon du coeur hydrophobe Ry ainsi que le rayon de giration des

chaines polymeres R, et le nombre de chaines par micelle N.

10 T T T T
@y © Nanoparticules PEG-b-PMAtBu
Ajustement

I (cm'1)

0,14

q (A"

Figure 11.18 : Spectre DNPA des nanoparticules PEG-b-PMAtBu a 0,25 mg/mL dans 100 % de D,0 et la courbe
ajustée

Les nanoparticules PEG-b-PMAtBu ont un spectre DNPA ajustable avec celui d’une micelle de

copolymere dont le cceur hydrophobe a un rayon de 10,0 + 0,1 nm et la couronne hydrophile

69



Chapitre Il : Synthése de nano-objets polyméres : micelles/nanoparticules

de 2,0 £ 0,1 nm. Le nombre de chaines par micelle estimé par le modele est de 155 * 25. La
micelle a donc bien une structure « crew-cut » prévisible par la composition du copolymere.
Le rayon de giration de la micelle calculée est de 12,0 £ 0,2 nm. Si on le compare au rayon
hydrodynamique obtenu en DLS, le rapport de ces deux rayons (Rg/Ry) est égal a 0,53.
D’apres la littérature, pour une sphére dure, ce rapport est de 0,77 alors que pour une
sphere creuse de type vésicule, ce rapport est de 1. Pour des micelles, le rapport est
inférieur a celui d’une sphére dure, ce qui est notre cas ici. Ceci confirme la conformation

de type micelle de ces copolymeres a blocs lors de la nanoprécipitation dans I'eau.

1.3 Copolymeéres a blocs PEG-b-polysulfone

11.3.1 Syntheése par chimie « click »

1.3.1.1 Syntheése du polythioether via la réaction « thiol-éne »

Le second copolymére a base de polysulfone aliphatique (PSu) est choisi pour sa grande

sensibilité aux irradiations.

La synthése de polysulfone est présentée classiquement via la réaction de SO, et d’un
monomere vinylique (voir réaction ci-dessous). Néanmoins, cette réaction est difficile a

mettre en ceuvre du fait de 'utilisation de réactifs sous forme gazeuse.

BUOOH o

50, s
R low T o

FOS
1R= {CH;)3CH,

Figure 11.19 : Polymérisation d’un Polysulfone aliphatique par Lobez et coll.?

Nous avons préféré nous tourner vers une synthése a priori plus simple : la polyaddition

thiol-éne. Cette voie conduit a la formation d’un polysulfone.

La polyaddition thiol-éne permet la synthése d’un polythioether (PTE). Deubel® a présenté
la polymérisation d’'un monomere avec une fonction thiol et une fonction alcene induite par
irradiation UV. Les PTE peuvent également étre obtenus par polymérisation de deux

monoméres difonctionnels®,
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Par conséquent, dans ce travail, on procédera a la syntheése du polythioether par thiol-éne
selon deux voies principales, comme le montre la Figure 11.20 :
- Voie 1: a partir d'un monomere contenant une double liaison et un thiol

- Voie 2 : a partir de deux monomeres difonctionnels

Voie 1
uv s S \ S
e AP AP
N - m m " 'm
7 n
Voie 2

SH uv = . SH
H.Cc¥ y \ . X .
2 - m n m n [¢] m

Figure 11.20 : Voies de synthése par thiol-éne

Un protocole classique de polyaddition thiol-éne consiste a introduire le ou les monomeres
dans un ballon avec du THF. Puis en présence d’un photo-amorceur, la réaction est amorcée
par une lampe UV (A = 365 nm ; 15W). La réaction est arrétée puis le milieu réactionnel est

précipité dans du méthanol.

Les premiers essais avec la voie 1 ont été réalisés sur un monomere commercial, le 2-
propénethiol. A cause du faible nombre de carbones sur sa chaine alkyle, sa polymérisation

conduit a des masses molaires tres faibles.

Des monomeres avec des chaines alkyles plus importantes ont été synthétisés par réaction

d’un alcéne bromé et de thiourée : un pentene-thiol et un hepténe-thiol.

S

M

HoN NH,

SH
HszBr —’NaOH HZCN\/

Figure 11.21 : Synthése d’un penténe-thiol

Dans les deux cas, les rendements sont de I'ordre de 35 %. La polymérisation de ces
monomeres conduit a des masses molaires plus élevées (> 1400 g/mol). Cependant, les
faibles rendements obtenus ainsi que le nombre d’étapes rendu plus important par la

synthése préalable du monomere, nous ont conduits a choisir la seconde voie.

La seconde voie est basée sur une réaction thiol-ene entre deux monomeéres

48-49

difonctionnels™ ™. Nous avons repris le protocole de Jasinski décrit pour des systémes

hétérogeénes (émulsion) pour I'appliquer a nos systemes.
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Les différents résultats obtenus avec cette voie sont montrés dans le Tableau 11.3. Pour les
premieres syntheses, le dithiol utilisé est un butanedithiol ou un hexanedithiol et le diene
est un hexadiéne. Ces premiéeres synthéses prennent en masse au bout d’'une heure et
demie et les polythioethers obtenus ont des polymolécularités importantes (autour de 3) et

une masse molaire (M,) déterminée par CES ne dépassant pas 2000 g/mol.

Pour avoir une masse plus importante, on joue sur la solubilité des PTE afin d’empécher la
prise en masse rapide. L'introduction d’atomes d’oxygéne dans la chaine alkyle du dithiol
permet d’augmenter la solubilité dans le THF et d’obtenir un M, plus important (14 750
g/mol), tout en ayant un indice de polymolécularité plus faible (1,3). Cependant, au bout de

trois heures, le PTE obtenu est trés visqueux mais n’a pas pris en masse.

Un suivi cinétique a montré qu’au bout de 15 minutes de réaction, le plateau de conversion

est déja atteint.

N T NN

1 HS H,C 0 (solide) 1300 3,0 3200
1h45

2 HS/\/\/ HZC/ 30 (solide) 1450 4,9 3500
1h30

3 /\/\/\/SH /WCHZ

HS H,CZ 50 colide) 1200 3,7 7600
45O ~_-SH WCHZ 50 2h50 14750 1,3 -
o H,C (visqueux) !
5 HS/\/O\/\O/\/SHH2 c %\/\%CH2 50 40 min 4000 1,6 5200

Tableau 1.3 : Résumé des conditions de polymérisations pour les différentes synthéses

Une analyse par RMN 'H est faite pour vérifier la structure du PTE4 (cf. Figure 11.22). Les pics
c et d correspondent aux protons du dithiol et les protons e, f et g a ceux du diéne.
L'intégration de tous ces pics est réalisée, normalement a partir des signaux des protons de
I'alcéne (a et b) présents en bout de chaines du polythioether, or en raison d'une longueur
de chaines tres importante dans le cas du PTE4, les intensités des pics correspondant aux
alcenes en fin de chaine sont trés faibles. Pour un PTE de masse plus faible (PTE5), il est
possible de faire ces intégrations et celles-ci sont en accord avec la structure du

polythioether.
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f
\/\/\/6 \/\O/\/O\/\S S\/\O/\\/ \/\SH

(Ppm)

Figure 11.22 : Spectre RMN 'H du polythioether-5 dans le CDCl;
11.3.1.2 Synthése du copolymeére par couplage thiol-yne

Une fois le polythioether synthétisé, on le fait réagir avec un PEG fonctionnalisé via une
réaction thiol-yne (voir partie introduction de ce chapitre). Aprés le greffage du PEG, le
copolymere a blocs sera oxydé pour transformer le polythioether en polysulfone (cf. Figure
[1.23). On ne peut pas opérer dans un ordre différent car I'oxydation du PTE en polysulfone
entraine une perte de solubilité de ce dernier dans les solvants organiques. Donc le couplage

avec le PEG ne pourrait pas se faire.

~CH . \
HsC'(O\/a:// + Hs/\/o\/\o/\/s{J\/\/\S/\/O\/\o/\/SW

l Greffage

M o) s N N 1 T TR\ P
n m
l Oxydation

O O

N S /VSW O P
Hac\e /W"“‘l}/\\ (o) 0//3\\/0\/ TN TN W

Figure 11.23 : Stratégie envisagée pour la synthése du copolymére PEG-b-Polysufone

Lors d’une réaction thiol-yne, le radical formé aprés addition du thiol doit étre stabilisé pour
empécher la seconde addition d’un thiol. Ainsi, un a-méthoxy-w-hydroxyl-PEG commercial
est fonctionnalisé avec une fonction alcyne par réaction d’estérification avec |'acide 4-

pentynoique(Figure 11.24).
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0 9
LO\A + )‘V\ oee, PUAP 40\/7\ )‘k/\
HO X —— » HiCX o
H,C X /o ey 3 0 \\\CH

CH,Cl,

Figure 11.24 : Synthése du PEG fonctionnalisé par une fonction alcyne

Apres 24 h de réaction, le polymere est précipité dans I'éther diéthylique froid. Une poudre

blanche est obtenue aprés filtration.

Le spectre RMN *H du PEG-alcyne est représenté sur la Figure 11.25. On retrouve bien les pics
caractéristiques du PEG (a, b, ¢, d, e et f) ainsi que ceux de I'acide (g, h et i). L'intégration du
proton de I'alcyne montre que I'estérification a été totale.

a
b d e g __CH
HaC\O/\%O\/\}O /\/O\[(\//
c n f h

O

f g h i
Mo I .
r T T T T T
4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0

(ppm)

Figure 11.25 : Spectre RMN 'H du PEG-Br dans le CDCl;
La réaction de couplage a partir de ce PEG-alcyne a ensuite été conduite.

La réaction est faite dans le THF en présence de DMPA (2,2-diméthoxy-2-
phénylacétophénone) sous irradiation UV. Le copolymére obtenu est précipité dans I'éther
diéthylique froid puis filtré. La poudre blanche obtenue est analysée par CES. La réaction de
couplage se faisant sur les bouts de chaines des deux homopolymeres, la masse molaire de
ces derniers va fortement influencer la réactivité. Par exemple, le couplage avec le PTE4 de
masse 14750 g/mol n’a pas fonctionné. Le couplage sur un PTE de masse plus faible mais

dont I'l; est proche de 1 a été conduit.

Dans la précédente partie, nous avons vu que la vitesse de polymérisation du PTE est tres
rapide conduisant dées les premieres minutes de la polymérisation a des PTE de masses
supérieures a 2000 g/mol. Afin d’obtenir des M, plus petites, nous avons joué sur la
puissance de la lampe. Dans certaines conditions, nous avons observé que la puissance de la

lampe de la sorbonne est suffisante pour amorcer la polymérisation. Au bout de 40 min, un
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polymeére avec une masse molaire de 4000 g/mol et un indice de polymolécularité de 1,6 est
obtenu (PTE 5 dans le Tableau 11.3).

Avec ce nouveau PTE de masse plus faible, le greffage du PEG a été lancé sous irradiation
UV. Comme précédemment, une précipitation dans I'éther diéthylique est effectuée suivie

d’une filtration. Puis le copolymére est lavé avec de I’eau pour éliminer le PEG non greffé.

La Figure 11.26 représente les chromatogrammes du PEG, du PTE et du copolymére PEG-b-
PTE issu de ce greffage. Le décalage vers les masses plus importantes du copolymere par
rapport au PTE indique que le greffage a fonctionné. La masse molaire trouvée est de 7600

g/mol avec un indice de polymolécularité de 1,5.

—— PEG-b-PTE
e PEG

A)

PTE

Signal en indice de réfraction (U.

10 11 12 13 14 15 16 17
Temps de rétention (min)

Figure 11.26 : Chromatogrammes du copolymeére PEG-b-PTE, du PEG et du PTE initial

Le spectre RMN 'H du copolymere est représenté sur la Figure 11.27. Les pics caractéristiques
de chaque bloc sont présents sur ce spectre. Les protons du PTE sont attribués aux pics e, f,

g, hetietceuxduPEGaux picsa, b, cetd.

o
i i h e g fo /\,,:“\)L b .
R e A R
n m

45 40 35 30 25 20 15 1,0
(ppm)

Figure 11.27 : Spectre RMN 'H du copolymeére PEG-b-PTE dans le CDCl;
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11.3.1.3 Sulfonation du copolymeére

Apres le greffage du PEG, on procéede a la sulfonation du PTE selon des conditions décrites
par Van den Berg®® en présence de H,0, et d’acide acétique. Au bout d’une nuit, le
copolymere est précipité dans de I'éther diéthylique puis filtré et enfin lavé abondamment

avec de I'éther.

<
2
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€
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Figure 11.28 : Spectre FTIR du PTE3 et du PSu3 (sans oxygene dans le squelette)

Les spectres FTIR du polythioether et du polysulfone sont trés proches. On ne constate ni
disparition ni apparition de pics. Cette absence de différence provient de la structure du
polythioether qui présente des atomes d’oxygene et donc des pics dans la zone ou des
changements sont visibles. En théorie, les vibrations d’élongations du groupement SO,
apparaissent sous forme de deux pics entre 1250 cm™t et 1150 cm™. Lorsque la sulfonation
est conduite sur un polythioether sans atome d’oxygéne, ces pics sont clairement visibles (cf.
Figure 11.28).

//\\

\\// /\s«“\)‘L
{’S\/\ /‘\/ \/\3/\/\/\/)’5\/\ /\/o\/\/s\\ {/\/O}m..a
o]

Vi
o]

(ppm)

Figure 11.29 : Spectre RMN ‘H du PEG-b-PSu dans le CDCl;
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En revanche, I'oxydation des soufres du bloc PTE (avec oxygéne dans le squelette) change le
spectre RMN *H du copolymére (cf. Figure 11.29). Aprés sulfonation, tous les protons du bloc

PTE sont plus déblindés excepté les protons h qui sont entre deux oxygenes.

Le PEG-b-PSu, bien qu’il soit plus soluble que le polysulfone seul en se dissolvant dans le
chloroforme, par exemple, n’est pas soluble dans le THF. L’analyse en chromatographie

d’exclusion stérique est donc effectuée dans un mélange DMSO/THF.

] —— PSU-b-PEG
] I PTE-b-PEG]

Signal en indice de réfraction (U.A.)

Temps de rétention (min)

Figure 11.30 : Chromatogrammes des copolyméres PEG-b-PSu dans DMSO/THF et du PEG-b-PTE dans THF

Le chromatogramme du PEG-b-PSu dans le DMSO/THF est représenté sur la Figure 11.30. Par
rapport au copolymeére non sulfoné, son temps de rétention est décalé vers les plus petites
masses du fait du changement de solvant. La masse molaire apparente correspondante est
de 3000 g/mol avec un indice de polymolécularité de 1,3. La masse est bien plus faible que
celle avant sulfonation (7600 g/mol) et I'indice de polymolécularité diminue. De plus, on voit
gue la forme du chromatogramme est différente avec un épaulement important a gauche du
pic principal contrairement au PEG-b-PTE qui a un épaulement vers la droite. La valeur de M,,
déterminée est aberrante. Il semble que le DMSO ne soit pas un bon solvant pour le
copolymere. L'utilisation de cette valeur induit une incertitude dans la suite de I'étude. Il est
plus raisonnable d’utiliser la masse du PTE de départ (avec I'ajout de la masse des oxygenes

aprés oxydation).

11.3.2 Auto-assemblage par nanoprécipitation
L'auto-assemblage du copolymeére PEG-b-PSu dans l'eau a été réalisé également par
nanoprécipitation. Les conditions de nanoprécipitation sont les suivantes: 5 mg de

copolymere sont dissous dans 2 mL de DMSO. Ensuite cette solution est nanoprécipitée
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goutte a goutte dans 4 mL d’eau et le solvant est éliminé par dialyse. Une filtration avec une

membrane de 0,45 um est effectuée et la concentration finale est de 0,45 mg/mL.

La taille de ces nanoparticules est étudiée par des techniques de diffusion et par TEM. En
DNPA, on travaille avec du D,O pour avoir le maximum de contraste. De ce fait, la
nanoprécipitation est faite directement dans ce solvant deutéré et la dialyse est effectuée

contre de I'eau lourde.

D,0 6,39
H,O -0,56
PEG hydrogéné 0,68
PSu hydrogéné 0,03

Tableau I1.4 : Densités de longueur de diffusion p des composés utilisés

Le signal de l'intensité diffusée en fonction du vecteur de diffusion est représenté sur la

Figure 11.31.
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Figure 11.31 : Spectre DNPA des nanoparticules PSu-b-PEG a 0,45 mg/mL

L'absence de plateau visible aux petites valeurs de g indique que les objets sont d’une taille
supérieure a 100 nm et qu’il n’est pas possible de faire des ajustements et de tirer des
données quantitatives. Bien que la masse du copolymeére PEG-b-PSu soit plus faible que celle
du copolymeére PEG-b-PMAtBuU, les objets aprés nanoprécipitation sont plus gros. De ce fait,
la gamme de g n’est pas adaptée pour ces objets. L’effet de I'irradiation pourra, néanmoins,
étre évalué a partir de I'allure des spectres des échantillons aprés irradiation (voir chapitre

suivant).
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En DLS, le diamétre hydrodynamique moyen estimé par la méthode des cumulants est de
112 nm avec une polydispersité de 0,42. Les objets sont donc bien plus gros que les micelles
PEG-b-PMAtBuU.
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Figure 11.32 : Fonction de corrélation des nanoparticules PEG-b-PSu

En TEM, elles sont observées aprés coloration négative des grilles de microscopie. Ici, I'agent

contrastant utilisé est de I'acétate d’uranyle.
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Figure 11.33: a) Image TEM apreés coloration négative et b) distribution de taille des nanoparticules PEG-b-PSu

La Figure 11.33 présente un cliché TEM des nanoparticules PEG-b-PSu et la distribution en
taille correspondante aprés traitement sur Imagel de plusieurs clichés. Les nanoparticules
sont de forme sphérique et ont une taille moyenne d’environ 110 nm. On voit bien la
délimitation de chaque nanoparticule individualisée grace a la coloration négative. Ici, le

TEM et la DLS sont en accord.

Aprés nanoprécipitation, le copolymére PEG-b-PSu s’auto-assemble sous forme de

nanoparticules de 110 nm dont la structure reste a caractériser.
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1.4 Tests de cytotoxicité in vitro

La cytotoxicité des nanoparticules/micelles de copolymeres amphiphiles a été évaluée par
des tests MTT. En effet, une application dans le domaine des nanomédicaments ou encore

en radiosensibilisation, exige de connaitre les effets cytotoxiques de ces nano-objets.

La cytotoxicité des nano-objets a été déterminée en évaluant la viabilité de cellules en
utilisant un test MTT (bromure de 3-(4,5-diMéthylIThiazol-2-yl)-2,5-diphénylTétrazolium). Ces
essais ont été réalisés sur une lignée cellulaire d'une souris male de type fibroblastes (lignée
L929). L'utilisation de ces cellules est recommandée lors de tests MTT par la réglementation
(norme NF EN ISO 10993-5). Le principe du test MTT est de mesurer |'activité de la succinate
déshydrogénase mitochondriale dépendante des cellules vivantes. Cette enzyme, par
coupure du cycle tétrazolium, transforme la MTT de couleur jaune, en cristaux de formazan
de couleur pourpre. Apres dissolution de ces cristaux dans le DMSO, une simple lecture
spectrophotométrique est réalisée a 570 nm pour connaitre la quantité relative de cellules

vivantes et actives métaboliquement.
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Figure 11.34 : Principe de la réduction de la MTT

Les cellules sont cultivées dans un milieu de culture cellulaire puis sont déposées dans des
plagues de 96 puits avec une densité de 2500 cellules/puits. Les solutions de micelles ou
nanoparticules sont ajoutées aux cellules. Le test MTT dont le protocole est développé en

Annexe 1 a ensuite été réalisé.

La limite du seuil de cytotoxicité est fixée a 70 % de viabilité cellulaire par la norme NF EN
ISO 10993-5, c’est-a-dire que pour des pourcentages de viabilité inférieurs a 70 %, les

cellules sont endommagées.
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La Figure I1.35 représente la viabilité des cellules en fonction de différentes concentrations
massiques en micelles de PEG-b-PMAtBu (0 a 100 pg/mL).
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Figure 11.35 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de micelles de PEG-b-PMAtBu

Les cellules incubées avec des micelles de PEG-b-PMAtBu a une concentration supérieure ou
égale a 60 pg/mL sont endommagées. Néanmoins, la prise en compte des barres d’erreurs

donne une toxicité des micelles seulement a partir de 90 ug/mL.

De méme, la toxicité des nanoparticules de PEG-b-PSu via un test MTT a été mesurée. La
Figure 11.36 indique la viabilité cellulaire des cellules L929 en présence de nanoparticules a
différentes concentrations (0 a 225 pug/mL). Sur le diagramme, il y a deux valeurs a 0 ug/mL
car la derniére concentration a été obtenue par une dilution différente des autres
concentrations. De ce fait, un nouveau « blanc » a été réalisé pour correspondre a la bonne

dilution. On peut voir que les nanoparticules ne sont pas du tout cytotoxiques pour la
gamme de concentration étudiée.
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Figure 11.36 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de nanoparticules de PEG-b-PSu
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La cytotoxicité par des tests MTT sur des copolyméres capables de s’auto-assembler a déja
été étudiée. Néanmoins, ces études ont été faites sur des copolymeéres dont la composition
est différente des copolymeres étudiés dans ce chapitre. En général, la gamme de
concentration étudiée est de 1 pg/mL a 1000 pg/mL. L’équipe de Wang>? n’a pas observé de
toxicité des micelles de PEG-b-polyméthacrylamide sur des cellules de fibroblastes de souris
(3T3) avec cette gamme de concentration. Des triblocs poly(acide méthacrylique)-b-PEG-b-
poly(acide méthacrylique) synthétisés par Luo et coll®. présentent une cytotoxicité a partir

de 1000 pg/mL envers des cellules L929.

Pour les micelles PEG-b-PMALtBu, il semble que la cytotoxicité soit plus importante que celle
observée dans la littérature pour les mémes concentrations. Alors qu’avec les nanoparticules
PEG-b-PSu, dans cette gamme de concentration, il n’y a pas de toxicité envers les cellules.
Chaque systéme a une cytotoxicité qui lui est propre, dépendant de la constitution des blocs
et de leur longueur. Il est donc bien nécessaire de faire ces tests pour chaque nouveau

copolymere.
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I.L5 Conclusion

Dans ce chapitre, la synthése de deux types de copolymeéres amphiphiles a été décrite. Ces
copolymeres se différencient par leur partie hydrophobe qui a elle-méme un comportement

spécifique sous irradiation.

Un premier copolymere, PEG-b-PMAtBuU, a été synthétisé a partir d’'un PEG amorceur par
ATRP du méthacrylate de tert-butyle. Aprés des techniques de caractérisation classiques,
permettant de confirmer la présence des deux blocs, I'auto-assemblage de ce copolymere a
été obtenu par nanoprécipitation. Une optimisation de ce protocole de nanoprécipitation a
permis d’obtenir des micelles avec une structure « crew-cut » dont le rayon de giration est

de 12 nm d’apreés les mesures par diffusion de neutrons.

Le second copolymere PEG-b-Polysulfone a nécessité plusieurs étapes de synthese. Un
polythioether (PTE), précurseur du polysulfone, a été synthétisé via une polymérisation
thiol-ene, impliquant [l'utilisation de deux monomeres difonctionnels. Suite a cette
polymérisation, un PEG fonctionnalisé a été greffé a ce PTE via une réaction thiol-yne. Enfin,
I'oxydation du copolymeére permet d’obtenir un copolymeére a base de polysulfone (PSu).
Bien que le copolymére PEG-b-PSu ait une masse plus faible que le copolymére PEG-b-

PMATtBu, des nanoparticules avec un rayon plus grand (55 nm) ont été obtenues.

Micelles PEG-b-PMAtBu Nanoparticules PEG-b-PSu
« crew-cut » Structure a déterminer

Ky

AN/
=

i

<>
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R, =22,5nm

Figure 11.37 : Tailles et structures des copolyméres PEG-b-PMAtBu et PEG-b-PSu dans I'eau
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Chapitre Ill : Irradiation de micelles/nanoparticules de copolyméres amphiphiles

L'irradiation de micelles/nanoparticules de copolyméres amphiphiles synthétisées et
caractérisées dans le chapitre précédent va étre étudiée dans ce chapitre Ill. Ces objets vont
servir de modeles pour une étude de stabilité face a des rayonnements ionisants. En effet, ce
type de nanostructure est présent dans le domaine des nano-médicaments ou la micelle est
un vecteur de principe actif qui doit étre capable de protéger ce principe actif dans le corps
humain. D’autre part, si le polymeéere se dégrade sous l'effet du rayonnement, on peut
envisager de coupler chimiothérapie et radiothérapie pour faire du relargage. Les objets
peuvent également étre irradiés pour les radiostériliser. La lithographie est aussi un domaine

dans lequel on retrouve l'irradiation de structures nanométriques.

Les études de stabilité sont faites dans I'eau. Dans notre étude, les solutions sont irradiées

par un appareil appelé GammaCell 3000 Elan irradiator équipé d’une source de **’

Cs qui
émet des rayons gamma d’une énergie de 660 keV. Les solutions sont irradiées de maniére
uniforme et continue avec une gamme de dose d’irradiation importante pour étudier a la
fois I'effet de la radiostérilisation mais également la possibilité d’un éventuel relargage.
Cette gamme va de 40 Gy (10 min) a 20000 Gy (75h). De plus, l'irradiation a été faite sous
atmospheéres normale et inerte (présence et absence d’oxygene). Seule, l'irradiation de 75h
(20000 Gy) n’a pas été faite sans oxygene car le septum utilisé pour maintenir une
atmosphere inerte fini par se détériorer et n’est plus étanche aprés une période aussi
longue.

Les solutions de micelles PEG-b-PMAtBu sont irradiées a une concentration de 0,25 mg/mL
et les solutions de nanoparticules PEG-b-PSu sont irradiées a une concentration de 0,45

mg/mL.

.1 Irradiation des micelles PEG-b-poly(méthacrylate de tert-
butyle)

Les solutions de micelles PEG-b-PMAtBu ont été irradiées en présence et en absence
d’oxygene. Dans les deux cas, il y a formation d’'un hydrogel (voir Figure 1ll.1). Alors que
celui-ci est quantifié par pesée, seule la fraction de micelles irradiées et solubles est analysée

par différentes techniques.
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e

l Irradiation

. . . Gel insoluble
Micelle irradiée

Techniques d’analyses :

- CES - Pesée
- RMNMH

- FTIR

- DLS

- DNPA

- TEM

Figure lll.1 : Irradiation des micelles PEG-b-PMAtBu

l11.1.1 Irradiation en milieu oxygéné

111.1.1.1 Etude par chromatographie et spectroscopie

Apres irradiation, la solution de micelles est séchée puis la fraction soluble est dispersée

dans du THF pour étre analysée en chromatographie d’exclusion stérique (CES).

—— Avant irradiation

20000 Gy

Signal en indice de réfraction (U.A.)

10 12 14 16 18
Temps de rétention (min)

Figure 1.2 : Chromatogrammes du copolymére PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu oxygéné
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La Figure IIl.2 montre I'effet de I'irradiation sur la masse du copolymeére a différentes doses
d’irradiation. Bien qu’il soit difficile de voir le léger décalage des masses molaires vers les
petites masses, la gélification d’une partie du copolymere est plus évidente avec la
diminution de l'intensité du pic principal. Un hydrogel est formé lorsqu’un polymere subit
des réticulations. On ne peut calculer des rendements de scission et de réticulation a partir
des valeurs de CES car la fraction analysée ne tient pas compte de I'ensemble des micelles
irradiées du fait de la gélification d’'une partie de I’échantillon. Cependant, on peut

déterminer un taux de gel qui correspond a la fraction massique d’hydrogel.

Dose (Gy) Mn Mw Taux de gel
(g/mol) (g/mol) (%)
0 16300 20200 1,2 -
40 16900 20300 1,2 4
400 16600 20100 1,2 10
4000 16700 19700 1,2 50
20000 14700 et 130 17500 et 130 1,2et1,0 65

Tableau lll.1 : M, M,,, Ip et taux de gel du copolymére PEG-b-PMA¢tBu aprés irradiation en milieu oxygéné

Ici, les taux de gel calculés augmentent avec la dose d’irradiation pour atteindre une valeur
de 65 % a 20000 Gy. A cette dose, plus de la moitié du copolymére a donc été gelée. La

gélification semble se produire de maniére majoritaire.

Sur le Tableau IIl.1, les M, et M,, des copolymeéres aux différentes irradiations sont
également présentées ainsi que leur indice de polymolécularité. La masse molaire est
inchangée jusqu’a 4000 Gy et c’est a partir de 20000 Gy que la masse diminue avec
I’apparition d’'une nouvelle masse a 130 g/mol, soit I'équivalent de la masse molaire d’un
monomere MAtBu ou de trois monoméres d’éthyléne glycol. Les polymolécularités restent

constantes également.

Le PMAtBuU qui a été étudié a I'état solide® a un comportement sous irradiation trés proche
du PMMA, connu pour se dégrader par coupure. De plus, la structure du PMAtBu indique
gue ce sont majoritairement des coupures qui peuvent avoir lieu au sein du polymére. En
effet, Miller et coll’. ont montré que selon la structure chimique des polyméres vinyliques la
dégradation (scission) ou la réticulation peut étre anticipée. Suite a l'irradiation, le polymere

vinylique subit un arrachement d’hydrogéne conduisant a un radical carbocentré.
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R .
CH,-G e
. - 27— .
2 —CH,C— —> \ ——CH,-C— - CH, + HXC=—
——CH,-C— | .
R | R
R
Réticulation Coupure

Figure I1l.3 : Réactions de réticulation et de coupure (scission) de chaines

C'est le type de radical formé qui va déterminer lequel des deux événements va se produire.
Dans le cas des acrylates, le substituant ou le groupe pendant du squelette stabilise le radical
formé par arrachement d’un hydrogene en a, il est favorable a la réticulation. Dans le cas
des méthacrylates, (abstraction d’'un hydrogéne en B du groupe pendant) les radicaux sont

moins stabilisés et entrainent plut6t un clivage de la liaison (C-C) dans le squelette.

Dans le cas du PMAtBu, on s’attend donc a avoir des phénomeénes de scissions ou coupures.

Il faut remarquer que I'on n’attend pas de différences majeures en termes de scission entre
des effets directs et indirects sur le PMAtBu. Les radicaux libres amenent en général des
arrachements de H en position la plus accessible, ici sur le groupement R et en beta. On peut
simplement supposer que le groupement tert-butyle, de par son nombre d’hydrogéne, serait
une cible privilégiée pour les radicaux et protégerait la chaine principale des attaques

indirectes.

La présence du PEG a également une influence sur l'irradiation du copolymere. Selon I'état
dans lequel il est irradié, le PEG ne subit pas la méme dégradation. A |'état solide en
présence d’oxygene, les coupures de chaines dominent sur la réticulation jusqu’a plus de
200 kGy d’irradiation®. En solution, le PEG n’a pas le méme comportement. En effet, le
polymeére en solution est mobile, favorisant la recombinaison des radicaux créés pendant
irradiation, surtout sous atmosphére inerte®. C’est la réticulation qui est majoritaire comme

le montre la Figure 111.4.

.

HO
——CHy-CH,—~0—— ——— ——CH,CH—0——
1
2 —CH,CH—O0— ————> CH,-C—O0

1

0

H2'C O
2

Figure 11l.4 : Mécanisme de réticulation du PEG
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Dans notre cas, nous sommes en présence d’'un copolymeéere dont le comportement sous
irradiation peut étre différent des homopolymeres seuls étudiés dans la littérature.
Néanmoins, il est possible de faire des comparaisons pour identifier des analogies ou des

différences.

Comme ce sont les radicaux hydroxyles de I'eau qui agissent ici, il est envisageable que ces
radicaux attaquent dans un premier temps les chaines hydrophiles du PEG entrainant sa
réticulation. L’irradiation de solutions aqueuses de PEG a différentes concentrations a été
faite par Given® pour étudier le pourcentage de gélification en fonction de la dose. Ce
pourcentage atteint 85 % a 20000 Gy a la plus faible concentration de 6 g/L. Dans notre
étude, la concentration en copolymeére est de 0,25 g/L soit une concentration en PEG de
0,095 g/L. Le pourcentage de gélification est de 65 % a 20000 Gy. Les phénomeénes de
réticulation semblent donc plus efficaces dans notre cas, probablement en raison du nano-
assemblage du polymere, qui crée de fait des points de contacts supplémentaires dans le

réseau.

La diminution de la masse a 20000 Gy peut étre due a des coupures de chaines qui ont lieu
ensuite dans la micelle surement au niveau du PMAtBu. Le rendement de scission mesuré'®
pour le PMAtBuU 3 une dose d’irradiation de 300000 Gy est de 1,4.10° mol.J™" & I'état solide.
Dans notre cas, a la dose maximale de 20000 Gy, on s’attend a 0,22 nombre de coupure par
chaine, ce qui correspond a une variation de 3000 g/mol du M,. La différence de masse du
pic initial observée est de 2000 g/mol, les ordres de grandeur des rendements de coupure
semblent donc comparables avec ce qui est connu dans la littérature. Il ne faut cependant
pas oublier qu’une partie significative du PMAtBu est immobilisée dans la fraction insoluble,

ce qui empéche d’étre plus quantitatif quant au rendement de coupure effectif.

Ensuite, des spectres RMN 'H ont été effectués sur la fraction soluble apres séchage et
resolubilisation dans le chloroforme deutéré. Sur la Figure IIl.5, on peut voir avec l'irradiation
gue le ratio du pic des méthyles du tert-butyle du PMAtBu sur le pic des groupements CH, du
PEG augmente. On passe d’un ratio de 2,5 avant irradiation a un ratio de 33 apres irradiation
a 20000 Gy. La CES ne nous indique pas de perte significative de la partie PEG du polymere
apres irradiation. Il y a donc un changement de solubilité du PEG dans le CDClz suite a
Iirradiation qui explique cette diminution de son signal RMN, par la formation de grosses
structures peu mobiles. Ce changement est vérifié avec I'analyse dans le THF deutéré des

copolymeres irradiés ou les deux blocs sont bien solubles.
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PEG PMAtBuU 0 Gy

4,0 3,5 3,0 25 2,0 15 1,0 05 0,0
(Ppm)
4000 Gy
4:0 I 3:5 I 3:0 I 2:5 I 2:0 I 1:5 I 1:0 I 0:5 I O:O
(ppm)
10000 Gy
c) Jt
40 35 30 25 20 15 10 05 00
(ppm)
20000 Gy
a9
4:0 I 3:5 I 3:0 I 2:5 I 2:0 I 1:5 I 1:0 I 0:5 I O:O
(ppm)

Figure IIL.5 : Spectres RMN 'H dans le CDCl; des copolymeéres PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu
oxygéné
Une analyse FTIR a été également menée sur ces micelles irradiées. L'analyse précise de ces
spectres est difficile a cause de la perte de résolution qui se traduit par un élargissement des
pics aprés irradiation. Cet élargissement indique une plus grande héterogénéité au niveau de
la structure des micelles. De plus, un pic large et intense a 1585 cm™ apparait sur le spectre
des micelles irradiées a 20000 Gy. Ce pic est surement di a une fonction carboxylate qui

peut &tre formée lors de 'oxydation du PEG>.
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Suite aux analyses FTIR et RMN 'H, on peut suggérer que des changements fins

d’hydrophobicité du PEG a forte dose sont associés a des oxydations.

111.1.1.2 Etude par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
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o Avant irradiation

0,24
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Figure II.6 : Fonctions de corrélation des micelles PEG-b-PMAtBu aprés irradiation en milieu oxygéné

L'irradiation entrainant la formation d’hydrogel, il est préférable de filtrer les échantillons
pour ne pas étre géné par les grosses particules du gel lors des études en diffusion. A 40 Gy
et 400 Gy, le corrélogramme est inchangé par rapport a celui avant irradiation. Avec
Iirradiation a 4000 Gy, la fonction de corrélation est décalée vers des temps de relaxation
plus élevés signe que les micelles sont de tailles plus grandes. A 20000 Gy, la courbe est de
nouveau décalée vers des temps plus courts, la taille des micelles est plus petite que celle a

4000 Gy, peut étre en raison des coupures a 'intérieur des micelles.

L'augmentation de la taille observée en DLS apres irradiation peut étre due a une agrégation
des micelles ou encore une destructuration de celles-ci. Cependant, les pentes des courbes
de corrélation donnent une indication sur la polydispersité de I’échantillon. La pente
correspondant a l'irradiation a 4000 Gy et a 20000 Gy est beaucoup plus grande que celle de
la courbe initiale. Lirradiation commence a former des gros objets en petite quantité.

L’échantillon est plus polydisperse.

Enfin, la diminution de la valeur a l'intersection de la courbe et de I'axe des ordonnées
indique que la qualité du signal de I’échantillon baisse. Il s’agit simplement de la signature de

la formation de gel qui diminue d’autant la quantité de micelles en solution.
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Dose (Gy) D (nm) Polydispersité

0 45 0,14
40 46 0,18
400 44 0,16
4000 120 0,28
20000 90 0,36

Tableau IIl.2 : Tailles et polydispersités des micelles PEG-b-PMAtBu aprés irradiation en milieu oxygéné
111.1.1.3 Etude par diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA)

La nanoprécipitation du copolymere est faite directement dans le D,0 puis les solutions sont
irradiées, filtrées et analysées en DNPA. Le signal de lintensité diffusée en fonction du
vecteur de diffusion pour les micelles avant et aprés irradiation sous oxygene est représenté

sur la Figure 111.7.

10 . . . .
o Avant irradiation
40 Gy
< 400 Gy
& 4000 Gy
10000 Gy i
20000 Gy

0,14

0,01 01
q (A"

Figure 1.7 : Spectres DNPA des micelles PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu oxygéné

Le signal est inchangé jusqu’a 4000 Gy d’irradiation, signe que la micelle conserve la méme

taille et la méme forme de micelle « crew-cut » vue dans le chapitre Il

Cependant, a partir de 10000 Gy, le signal change brusquement : le plateau n’est plus visible
et la remontée du signal se fait a plus petit g indiquant que les micelles sont de tailles plus
élevées et/ou qu’il y a de I'agrégation. Le signal a 20000 Gy est similaire. De ces différentes
observations, on peut dire que l'irradiation n’a pas d’effet progressif sur la taille et la forme
des micelles. Il semble qu’il y ait un seuil d’irradiation a partir duquel les micelles sont de
plus grande taille et/ou s’agrégent de maniére importante. De plus, méme aprés avoir

atteint ce seuil il n’y a pas d’évolution de la taille ni de la forme.
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Figure 1.8 : Spectres DNPA des micelles PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu oxygéné et leur courbe
d’ajustement

Ces courbes sont ajustées par le modeéle hairy-sphere décrit dans le chapitre précédent. Les
courbes correspondant aux irradiations a 10000 Gy et 20000 Gy n’ont pas pu étre ajustées
avec ce modele. Le Tableau Ill.3 regroupe les valeurs obtenues d’l,, R. et R; apres

ajustement. Le nombre de chaines par micelles (150) reste le méme jusqu’a 4000 Gy.

Dose (Gy) lo (cm™)  Reoeur(hnM) R (nm)
0 9910,3 10,0+0,12 2,0%x0,1

40 10,4+0,4 10,3+0,1 2,2+0,1
400 95+0,3 10,0+0,1 2,0%x0,1
4000 95+0,3 10,0+0,1 2,0%x0,1

Tableau III.3 : Résumé des valeurs estimées d’l, R, et R, pour les micelles PEG-b-PMAtBu apres irradiation en
milieu oxygéné

Ce tableau confirme que l'irradiation n’a pas d’effet sur la taille et la forme des nano-objets

jusqu’a 4000 Gy. On retrouve les mémes valeurs de R. et de Ry définissant la taille de la

micelle.

Si 'on compare ces résultats avec ceux obtenus précédemment en diffusion de lumiére, on
observe également ce seuil d’irradiation en DLS mais a une dose d’irradiation plus faible soit
4000 Gy. Cette différence peut s’expliquer par le fait que la DLS est plus sensible aux objets

de grande taille, méme en quantité faible.

Pour estimer la taille des micelles apres irradiation a 10000 Gy, un cliché TEM a été fait en

coloration négative.
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Figure 111.9 : Image TEM par coloration négative des micelles PEG-b-PMAtBu apres irradiation a 10000 Gy en
milieu oxygéné

On observe sur la Figure IIl.9 qu’apres irradiation a 10000 Gy, la taille des micelles a

augmenté. En effet, elle passe de 16 nm avant irradiation (en TEM) a 95 nm aprés

irradiation. Cette taille est proche de celle trouvée en DLS a 20000 Gy qui est de 90 nm. De

plus, apres irradiation, la coloration avec I'acétate d’uranyle donne un contraste différent :

les micelles sont plus foncées, suggérant une adsorption de I'uranyle a leur surface.

En conclusion, nous avons observé différents changements suite a l'irradiation des micelles
PEG-b-PMAtBuU en milieu oxygéné. D’une part, cette irradiation conduit a la formation d’un
gel attribué au PEG. D’aprés la littérature, ce gel se forme plus facilement a des
concentrations plus élevées. D’autre part, des coupures sont observées au niveau du
PMAtBuU a des doses élevées. Par RMN, nous avons mis en évidence que les copolymeéres
apres irradiation s’organisent sous forme de micelles dans le CDCl; alors que les chaines sont
bien solubilisées dans le solvant avant irradiation. Ceci suggere une modification de la
structure suite a l'irradiation qui peut venir de I'oxydation du PEG. D’apres les mesures de
diffusion, a 4000 Gy, on observe une coexistence de gros et de petits objets alors qu’a 20000

Gy, il y a majoritairement de gros objets.

Suite a ces observations, en milieu oxygéné, nous allons, maintenant, étudier le

comportement des objets sous atmospheére inerte.
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111.1.2 Irradiation en milieu désoxygéné

111.1.2.1 Etude par chromatographie et spectroscopie
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Figure 111.10 : Chromatogrammes du copolymeére PEG-b-PMAtBu apres irradiation en milieu désoxygéné

Les chromatogrammes du copolymére irradié sous atmosphére inerte a différentes doses
d’irradiation sont représentés sur la Figure 111.10. On rappelle que les irradiations a 20000 Gy
n’ont pas été faites sous atmosphere inerte en raison de problémes d’étanchéité. Les masses
molaires (M,) ne semblent pas changer avec l'irradiation mais la largeur des pics diminue. De
plus, la quantité de copolymére analysée baisse progressivement. A 400 Gy, on voit
I’apparition d’un pic a 2600 g/mol que I'on retrouve a 4000 Gy mais avec une intensité plus
faible. A cette dose, une nouvelle masse apparait a 130 g/mol. Comme précédemment, la

diminution de la quantité de copolymére est liée a la formation d’hydrogel.

L’apparition du pic a 2600 g/mol est de I'ordre de grandeur de la valeur attendue pour une
coupure du PMAtBu a cette dose mais la masse du pic principal n’est pas affectée (la légere
différence de valeur en fonction de l'irradiation n’est pas significative et est liée a la
différence de polymolécularité), ce qui suggere que la partie PEG correspondant a ce pic est
prise dans le gel. Cette apparition de nouveaux pics montre qu’il y a des coupures de chaines
sur des sites privilégiés du copolymeére. En absence d’oxygene, les scissions de chaines sont

favorisées a plus faibles doses.

Sur le Tableau Ill.4, en comparant le taux de gel aux différentes doses avec et sans oxygéene,
on observe que sans O,, celui-ci reste identique a 40 et 400 Gy, mais augmente légerement a
4000 Gy. Il passe de 50 % avec oxygene a 62 % sans. Le taux de gel mesuré est aussi

important qu’une solution équivalente 60 fois plus concentrée®.
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el [/ M,, Taw; ;;e gel
(g/mol) (g/mol) :
0 16300 20200 1,2 -
40 16600 20200 1,2 5
400 172260000et 20500 1,2et1,0 10
4000 18000, 3000 20000,3200 1,1;1,1et1,0 62
(faible) et 130 et 130

Tableau lll.4 : M,,, M,,, Ip et taux de gel du copolymeére PEG-b-PMAtBu apres irradiation en milieu désoxygéné

Afin d’identifier des modifications chimiques de la fraction des polymeéres solubles, une

analyse RMN H a été menée sur les micelles irradiées séparées du gel.

PEG PMAtBuU 0 Gy

40 35 30 25 2.0 15 1,0 05 0.0
(Ppm)

400 Gy

b) _/J\Um_

4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 0,0
(Ppm)
4000 Gy
4:0 I 3:5 I 3:0 I 2:5 I 2:0 I 1:5 I 1:0 I 0:5 I O:O
(Ppm)

Figure Ill.11 : Spectres RMN 'H dans le CDCl; des copolymeéres PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu
désoxygéné
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Le ratio du pic des méthyles du tert-butyle du PMAtBu sur le pic des groupements CH, du
PEG augmente mais de fagon moindre aprés irradiation sans oxygene. Ici, I'irradiation ne
semble pas avoir d’'impact sur la partie PEG du copolymeére soluble pour les doses étudiées,

ce qui confirme un effet d’oxydation dans le cas avec oxygene.

Comme précédemment, des études en diffusion ont été conduites pour connaitre I'effet de

I'irradiation sur la taille et la forme des nano-objets.

111.1.2.2 Etude par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Sous atmosphére inerte, il n’y a aucun changement jusqu’a 4000 Gy.
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Figure 111.12 : Fonctions de corrélation des micelles PEG-b-PMAtBu apres irradiation en milieu désoxygéné

Les valeurs de taille de micelles obtenues par la méthode des cumulants confirment ces

Dose (Gy) D (nm) Polydispersité‘

observations.

0 Gy 42 0,17

40 Gy 41 0,09
400Gy 41 0,13
4000Gy 41 0,15

Tableau IIL.5 : Tailles et polydispersités des micelles PEG-b-PMA¢tBu apreés irradiation en milieu désoxygéné
111.1.2.3 Etude par diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA)

Les solutions de micelles irradiées dans le D,O sous atmospheére inerte sont filtrées puis

analysées en DNPA. Le signal de l'intensité diffusée pour des solutions irradiées a 4000 Gy
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sans oxygene, représenté sur la Figure 1ll.13, se superpose au signal avant irradiation. Il ne

semble pas y avoir de changement sous atmospheére inerte a cette dose.
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Figure 111.13 : Spectres DNPA des micelles PEG-b-PMAtBu apreés irradiation en milieu désoxygéné et leur
courbe d’ajustement

Un ajustement de ces deux courbes par le modeéle hairy-sphere indique que les valeurs sont

les mémes avant et apreés irradiation.

Sous atmosphére inerte, le phénomene de gélification est identique a ceux de la littérature,
mais pour des concentrations beaucoup plus faibles. A ces doses d’irradiations, aucun
changement structural n’est observé sur le copolymeére. En CES, le phénoméne de coupure
est observé a des doses plus faibles, dés 400 Gy de maniére incompléete sur I'ensemble des

chaines. Cependant, ces coupures n’ont pas d’impact sur la structure des objets.

Les micelles PEG-b-PMAtBu présentant moins d’effets au niveau de leur structure sous
atmosphere inerte, nous nous sommes focalisés sur ce systéeme pour améliorer 'effet de
Iirradiation. Le chargement des micelles avec des molécules radiosensibilisantes a ainsi été

étudié.
111.1.3 Perspectives : tests de chargement

Des tests de chargement dans les micelles ont été faits avec différents colorants pour
évaluer le relargage (cardiogreen, pyréne, RedNile, rhodamine B). Les molécules utilisées
pour les chargements ne doivent pas étre trop hydrophiles afin d’éviter des phénomeénes de
relargage rapide (observé pour la rhodamine B). Une fois chargées, les micelles sont stables

plusieurs mois.
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Ces chargements ont également été faits avec un radiosensibilisateur, le diphényliodonium,
afin de rendre le coeur des micelles PEG-b-PMAtBu plus sensibles aux rayonnements. Les sels
d’onium (diarylionium, triarylsulfonium, dialkylphénacylsulfonium...) sont connus pour étre
des photo-amorceurs de polymérisations cationiques6 mais également pour étre des
générateurs d’acide’ dans des résines dites chimiquement amplifiées. Un mécanisme de
réactions sous rayonnement de ces générateurs d’acides a été proposé®. Le principal chemin
de réaction est l'ionisation du polymere. L'excitation directe du générateur d’acide est
considérée moins importante.

(In-1)
PH - Pt + e”

P** +PH - PH* + P*

En présence des sels, les électrons issus de l'irradiation réduisent les sels d’onium qui se
décomposent :
(In-2)
e~ + Ph,I"X~ - Phl+ Ph*+ X~
Enfin, les anions dissociés des sels d’onium se recombinent lentement avec le polymeére
protoné, du fait de la faible mobilité des anions, et des acides forts sont générés en plus de

radicaux alkyles.

(11-3)
X~ 4+ PH* > HX + PH

Les micelles ont été chargées avec un taux en DPI de 30% en poids par une technique de
nanoprécipitation. Une mesure en DLS indique que la taille des micelles reste inchangée
suite au chargement. Afin de vérifier qu’il y ait bien du DPI dans les solutions, un spectre FTIR
a été mesuré. Sur ce spectre FTIR, on retrouve les pics caractéristiques du copolymére avec

en plus, des pics correspondants a des groupements aromatiques (onium).

La Figure 1l.14 représente les fonctions de corrélations des micelles chargées en DPI sous
I’effet de l'irradiation sans oxygene. On observe une diminution de la taille des micelles suite
a l'irradiation avec un décalage du corrélogramme vers des temps de relaxation plus petits
sans perdre en qualité de signal. Ici, les micelles ont diminué en taille. Le DPI étant chargé au
coeur de la micelle, il est plus proche de la partie PMAtBu que de celle du PEG. La diminution

de la taille de la micelle pourrait étre due a une dégradation du PMAtBu.
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Figure 111.14 : Fonctions de corrélation des micelles PEG-b-PMAtBu chargées a 30 % apres irradiation en
milieu désoxygéné

111.1.4 Conclusion

Micelles PEG-b-PMAtBu

« crew-cut »
Avec oxygene Sans oxygéne

0 Gy

Irradiation Irradiation

N N

Figure 111.15 : Effets de I'irradiation sur les micelles PEG-b-PMAtBu

On peut résumer le comportement des micelles de PEG-b-PMAtBu par la Figure I11.15. C'est

en présence d’oxygene qu’elles subissent le plus de changements. En effet, dans ce cas, des
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modifications chimiques relativement limitées sur la structure du copolymére entrainent des
changements importants sur la structure des objets a partir d’une dose seuil (4000 Gy). Le
chargement des micelles PEG-b-PMAtBu avec une molécule radiosensibilisante montre que
sous atmosphere inerte, il est possible de voir des diminutions de la taille des objets aprés
irradiation. Le chargement de la micelle peut clairement en moduler le comportement sous
rayonnement. Une question liée est de savoir si le chargement est sensibilisé ou stabilisé vis-

a-vis du rayonnement a l'intérieur des micelles.

La seconde partie du chapitre est consacrée a I'étude du comportement sous irradiation de

nanoparticules PEG-b-polysulfone dont le coeur est plus radiosensible.

l1I.2 Irradiation des nanoparticules PEG-b-polysulfone

Les solutions de nanoparticules PEG-b-PSu ont été étudiées sous irradiation avec I'influence
de I'oxygéne. Un hydrogel est formé suite a l'irradiation. Pour toutes les analyses qui suivent,

on cherchera a le séparer des micelles solubles comme précédemment (voir Figure I1l.1).
111.2.1 Irradiation en milieu oxygéné

l1.2.1.1 Etude par chromatographie et spectroscopie

Pour déterminer I'effet de l'irradiation sur la masse molaire des copolyméres, une analyse
par CES a été menée sur chaque échantillon irradié. Aprés irradiation de la solution de
nanoparticules, celle-ci est séchée puis ressolubilisée dans un mélange DMSO/THF. Dans le
chapitre Il, nous avons vu que la solubilité du copolymere PEG-b-PSu conduisait a des valeurs
aberrantes en CES et qu’il était préférable de se rapporter a la masse du copolymére avec le
polythioether avant oxydation (voir chapitre Il). Les masses présentées ont été réajustées en

fonction de cette différence.

La Figure 1l1l.16 montre les chromatogrammes du copolymére avant irradiation, a 40 Gy, a
400 Gy et a 4000 Gy. Les M, des copolymeres irradiés sont décalées vers les plus petites
masses et la quantité analysée diminue également de maniére progressive. De nouveau, une
partie du copolymeére subit une gélification entrainant une diminution de la quantité de
copolymere analysé par CES. Jusqu’a 400 Gy d’irradiation, le changement de M, n’est pas
important alors qu’a 4000 Gy, la masse est vraiment différente avec un indice de

polymolécularité plus faible.
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Figure 111.16 : Chromatogrammes du copolymeére PEG-b-PSu aprés irradiation en milieu oxygéné

Le Tableau Ill.6 résume les différentes valeurs de M, M, |, et taux de gel.

Dose (Gy) M, M., Taw; ;;e gel
(g/mol) (g/mol) .
0 8700 10900 1,2 -
40 8400 10400 1,2 5
400 8400 10300 1,2 42
4000 5300 5800 1,1 90

Tableau lll.6 : M,,, M,,, Ip et taux de gel du copolymére PEG-b-PSu apreés irradiation en milieu oxygéné

On se retrouve ici dans la méme situation que précédemment, avec la solubilité partielle du
copolymere apres irradiation. Les taux de gel indiquent gu’il y a une gélification progressive
du copolymere avec la dose d’irradiation, allant méme jusqu’a 90 % a 4000 Gy. A des doses
équivalentes, le taux de gel est plus important pour les nanoparticules PEG-b-PSu que pour
les micelles PEG-b-PMAtBu. Cette observation semble indiquer que la gélification n’est pas

seulement due a la partie PEG.

Les polysulfones aliphatiques sont connus pour subir de fortes dégradations aprés exposition
a des rayonnements ionisants a I’état solide’. Le mécanisme de dégradation est représenté
sur la Figure 111.17.

109



Chapitre Ill : Irradiation de micelles/nanoparticules de copolyméres amphiphiles

Q R
-(-'S'-CH;-CH');
0
lonization
O
i i _
fﬁ-CHz-CH'ﬁ +c
0 } Main-chain C—$ scission
9 R 34 R
=S—CHy=CH + oﬁ‘C"z'CH\/\/\/\/\
0 =

7

l'l R
NAAAANSO,y + CH;=CH

)
OCHy=CHNAAAA 4 S0,

Figure l1l.17 : Mécanisme de dégradation d’un polysulfone aliphatique9

En 1965, Ayscough et coll’®., dans une étude par Résonance paramagnétique électronique
(RPE), ont confirmé que la liaison (C-S) est plus susceptible de se rompre comparée a la
liaison (C-H). Plus tard, Brown et O’Donnell'’ ont confirmé que cette rupture initiale de
chaine conduit a la perte de SO,, a des coupures de chalnes permanentes et une réduction
de la masse molaire en poids. La structure du polysulfone, ici, est différente de celle des
études précédentes. En effet, dans notre cas il y a présence d’atomes d’oxygéne dans la

chaine alors que dans les polysulfones étudiés ce sont de simples chaines aliphatiques.

Le PEG-b-PSu a un comportement similaire sous irradiation au PEG-b-PMAtBu avec la
gélification du PEG, bien que celui-ci ne présente pas de diminution significative de la masse
du pic principal. Le changement de masse pour le PEG-b-PSu traduit donc probablement des

coupures au niveau de la partie PSu.

On peut essayer de calculer un nombre de coupures par chaines r a partir de I'’équation
suivante®?, pour la fraction soluble qui tient compte de la masse molaire en nombre apres
dégradation M(irr) en fonction de la masse molaire en nombre initial M,(0) :

(In-4)
M, (0)
1+ r
On détermine un nombre de coupures par chaine a chaque dose d’irradiation. A 40 Gy, il n'y

M, (irr) =

a pas de coupures, a 400 Gy, il y a en moyenne 0,14 coupures par chaine contre 0,65

coupures par chaine a 4000 Gy. Le rendement de scission moyen obtenu est de 3.10” mol.J"
1
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Cela semble difficile du point de vue du dépd6t d’énergie puisque cela correspondrait a 300
ionisations pour 100 eV. Dans la littérature®®, pour le poly(hexéne-1-sulfone) a I’état solide
sous air, le rendement est de 1,0.10° molJ™?, ce qui suggére 10 eV par événement
d’ionisation, une valeur faible, mais possible pour un matériau a faible énergie de bande

interdite.!
Deux explications peuvent étre proposées a ces rendements tres importants :

-la gélification enrichit la fraction soluble en copolymeres coupés. Si tous les copolymeres
coupés restent en solution, la gélification de 90% du copolymére initial peut augmenter d’un
facteur 10 le rendement apparent. Cependant, on obtient ainsi un rendement minimum de

3.10° mol.J, toujours physiquement impossible.

-l 'y a une source supplémentaire d’évenements radiolytiques. On peut penser a des
transferts d’énergie ou de radicaux depuis la couronne de la micelle vers son cceur, suivant

des mécanismes qui restent a préciser.

Le taux de gel obtenu a 4000 Gy est de 90 % pour une concentration en PEG de 0,18 g/L
(Crea.bpsu = 0,45 g/L). Ce taux est bien plus important que celui estimé par Guven®* pour une
concentration en PEG a 6 g/L a 4000 Gy qui est de 62 %. Ce comportement semble indiquer

gu’il y a un effet de la structure avec la présence du PSu.

Des analyses spectroscopiques ont également été faites directement dans le chloroforme
deutéré a cause de l'insolubilité du copolymere dans le THF. Seule la partie soluble (sans le
gel) est analysée. Le spectre RMN 'H des nanoparticules avant irradiation, représenté sur la
Figure 111.18.a, n’a pas la méme allure que celui du copolymeére. En effet pour le copolymere
initial, le pic du signal du PEG a 3,6 ppm est au méme endroit que le signal d’un groupement
CH; du groupement sulfone (voir Figure 11.29 dans le chapitre Il). Aprés auto-assemblage, il
semblerait que les environnements chimiques des protons de la partie sulfone aient changé

car un seul pic avec une forte intégration a 1,9 ppm correspondrait a cette partie.

Sur la Figure 111.18, les différents spectres aprées irradiation sont représentés. A 400 Gy et
4000 Gy, le pic de la partie sulfone est moins déblindé a 1,6 ppm. A 20000 Gy, on voit
nettement la chute du pic correspondant au bloc PEG. Le pic correspondant a la partie
sulfone est toujours moins déblindé qu’avant irradiation. On observe le méme phénomeéne

gu’avec les micelles PEG-b-PMAtBu sous irradiation en environnement oxygéné. Le décalage

1 B . . . . 5N . . , . . .
On considére classiquement qu’une ionisation requiére trois fois I'énergie de la bande interdite
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du pic vers un environnement moins déblindé pourrait suggérer une réduction totale de la
sulfone. Cependant, les déplacements des protons proches des sulfones sont trés sensibles a
I'environnement™, et on pourrait observer simplement ici une modification

conformationnelle de la micelle.

PEG PSu 0 Gy
a) .
5 4 3 ' 2 1 0
(Ppm)
400 Gy
b)
5 4 3 ' : 1 0
(Ppm)
4000 Gy
C)
5 4 3 ' 2 1 0
(ppm)
20000 Gy

L §
é I lll I 3 I 2 1 I 0
(ppm)

Figure 111.18 : Spectres RMN 'H dans le CDCI; des copolymeéres PEG-b-PSu apres irradiation en milieu oxygéné

L'analyse FTIR des nanoparticules apres irradiation a perdu en résolution comparée au
spectre avant irradiation. Néanmoins, I'apparition de pics a 1650 cm™ et 1015 cm™ est
notable. Le pic & 1650 cm™ est surement di a I'oxydation du PEG qui s’accompagne de

formation de liaisons carboxylates en bouts de chaines tandis que le pic & 1015 cm™ peut
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étre rapproché des sulfoxides et suggere un changement dans la structure du PSu suite a
I'irradiation en plus des coupures. La présence de sulfoxides serait cohérente avec le
déplacement des protons de 1,9 ppm a 1,6 ppm, mais reste difficile a expliquer lors d’une

irradiation en milieu oxygéné.

La structure des objets apres irradiation a été suivie par des analyses de diffusion de lumiere

et neutron.

111.2.1.2 Etude par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
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Figure 111.19 : Fonctions de corrélation des nanoparticules PEG-b-PSu aprés irradiation en milieu oxygéné

Les corrélogrammes des différentes solutions irradiées sont présentés dans la Figure 111.19.
On observe un changement dans les corrélogrammes a partir de 4000 Gy. Bien qu’a cette
dose, le corrélogramme perd un peu en qualité de signal, c’est a 20000 Gy, qu’il y a une
grande diminution du nombre d’objets diffusants en solution. Les valeurs des tailles des

objets déterminées par la méthode des cumulants sont regroupées dans le Tableau Ill.7.

Dose (Gy) DLS (nm) Polydispersité

0 112 0,42
40 102 0,37
400 118 0,34
4000 91 0,40
20000 N.D. N.D.

Tableau IlIl.7 : Tailles et polydispersités des nanoparticules PEG-b-PSu apreés irradiation en milieu oxygéné
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Une légére diminution de la taille des nanoparticules est observée a 4000 Gy mais elle n’est
pas significative. La taille des objets a 20000 Gy n’a pas pu étre déterminée en raison du trop

faible nombre d’objets diffusants en solution.

111.2.1.3 Etude par diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA)

La Figure 111.20 montre I'évolution des spectres DNPA des nanoparticules PEG-b-PSu
(précipitées dans du D,0) avec l'irradiation. Les signaux d’intensité diffusée en fonction du
vecteur de diffusion pour les nanoparticules avant irradiation, irradiées a 40 Gy, 400 Gy et a
4000 Gy, ont le méme comportement, confirmant les observations de la DLS. La courbe de
I'intensité pour les nanoparticules irradiées a 20000 Gy présente un comportement différent
avec une remontée vers des plus petits vecteurs de diffusion q indiquant une augmentation

de la taille des micelles et/ou une agrégation.

< o Avant irradiation
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Figure 111.20 : Spectres DNPA des nanoparticules PEG-b-PSu aprés irradiation en milieu oxygéné

Pour évaluer la taille des nanoparticules apres irradiation a 20000 Gy, un cliché de TEM a été
pris apres coloration négative de la grille de microscopie (cf. Figure 111.21). Aprés irradiation,
la taille des nanoparticules mesurée en microscopie est de 110 nm en moyenne. Cette
technique permet de voir qu’il y a conservation de la structure mais suggere que
I'augmentation de la taille observée en DNPA correspond peut étre a I'association de

plusieurs nanoparticules.

L'irradiation des nanoparticules PEG-b-PSu en milieu oxygéné conduit a la formation d’un gel
de PEG insoluble dont le rendement est important comparé aux données de la littérature.
Bien qu’en CES, on observe un nombre total de coupures important a 4000 Gy et qu’en RMN

'H, des modifications apparaissent dés 400 Gy, aucun changement n’est observé sur la
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structure des objets. C'est seulement lorsque les nanoparticules subissent une oxydation du
PEG a 20000 Gy que leurs structures changent. En TEM, on voit que I"augmentation de taille
observée par diffusion peut-étre due a une association des NPs (la structure initiale reste la
méme). De nouveau, ce sont de fins changements chimiques au niveau de la structure du

polymeére qui entrainent des changements dans I'assemblage des objets.

Figure 111.21 : Image TEM par coloration négative des nanoparticules PEG-b-PSu aprés irradiation a 20000 Gy
en milieu oxygéné

111.2.2 Irradiation en milieu désoxygéné

111.2.2.1 Etude par chromatographie et spectroscopie

Les irradiations ont ensuite été faites sous atmosphére inerte. La Figure 111.22 représente les
chromatogrammes des nanoparticules PEG-b-PSu apres irradiation. Avec l'irradiation, les M,
changent peu par rapport a la valeur avant irradiation. On voit également ici, une diminution

de la quantité de copolymére avec I'augmentation de la dose d’irradiation.

—— Avant irradiation

4000 Gy

Signal en indice de réfraction (U.A.)

T T T T
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Temps de rétention (min)

Figure 111.22 : Chromatogrammes du copolymére PEG-b-PSu aprés irradiation en milieu désoxygéné
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Le Tableau IIl.8 indique qu’avec lirradiation, les M, diminuent et que l'indice de

polymolécularité augmente.

M, M Taux de gel
pose SV (g/mol) (g/mol) (%)
0 8700 10300 1,2 -
400 7800 9000 1,2 a7
4000 7000 8800 1,3 93

Tableau lIl.8 : M,,, M,,, Ip et taux de gel du copolymeére PEG-b-PSu apres irradiation en milieu désoxygéné

La quantité d’hydrogel formée a 400 Gy et 4000 Gy est la méme que précédemment. De
méme, |'absence d’oxygéne ne semble pas avoir d’effet sur les scissions de chaines ou on

voit que la diminution des M, n’est pas plus importante.

On calcule le nombre de coupures par chaines a chaque dose d’irradiation. Il est de 0,15
coupures par chaines a 400 Gy contre 0,25 a 4000 Gy. Le rendement de scission moyen est

de 2,5.10° molJ?, toujours tres important.

PEG PSu 0 Gy

a)

(ppm)
400 Gy

: B
2

5 4 3 1 0
(ppm)
4000 Gy
<) I A
5 4 3 2 1 0
(ppm)

Figure 11l.23 : Spectres RMN 'H dans le CDCl; des copolymeéres PEG-b-PSu apreés irradiation en milieu
désoxygéné
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Comme précédemment, une analyse en RMN 'H a été conduite. Deux observations
importantes sont faites. Le pic de la partie sulfone a une intensité plus faible que celui de la
partie PEG a 400 Gy puis a 4000 Gy, les deux pics ont la méme intensité. Dans le méme
temps, le pic de la partie sulfone est décalé vers des déplacements chimiques plus faibles.
On peut proposer que c’est le PSu qui réagit en premier avec des scissions des 400 Gy et
gu’ensuite cette partie subit des réductions de la partie sulfone en sulfoxide. Sous

atmosphere inerte, la partie PEG ne semble pas subir d’effet sur sa structure.

111.2.2.2 Etude par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La Figure 111.24 montre les fonctions de corrélations des nanoparticules PEG-b-PSu irradiées
sous atmosphere inerte. On voit que la courbe correspondant a l'irradiation a 4000 Gy
décroit indiquant que le nombre d’objets diffusants a diminué avec l'irradiation. On observe
d’ailleurs une précipitation a cette dose. Il est difficile d’estimer le changement de taille avec

cette courbe dont on ne voit pas le plateau.
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Figure 111.24 : Fonctions de corrélation des nanoparticules PEG-b-PSu aprés irradiation en milieu désoxygéné

La méthode des cumulants indique qu’a 4000 Gy, il y a une augmentation de la taille. Les
autres nanoparticules irradiées a moins de 4000 Gy présentent des tailles autour de 100 nm,

elles n’ont pas subi de changement avec l'irradiation.
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Dose (Gy) DLS (nm) Polydispersité

0 115 0,44
40 97 0,40
400 101 0,44
4000 214 0,35

Tableau 1.9 : Tailles et polydispersités des nanoparticules PEG-b-PSu apreés irradiation en milieu désoxygéné
111.2.2.3 Etude par diffusion de neutron aux petits angles (DNPA)

Lorsque les irradiations sont conduites sans oxygene, le signal des nanoparticules irradiées a
4000 Gy en DNPA est légerement décalé vers les petits g indiquant une taille des

nanoparticules plus grande.

e o Avant irradiation
@gi < 400 Gy i
A 4000 Gy
H'E
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Figure 111.25 : Spectres DNPA des nanoparticules PEG-b-PSu apreés irradiation en milieu désoxygéné

Sous atmosphere inerte, les phénomenes de coupure et de gélification sont comparables a
ceux observés avec oxygene. Contrairement a ce qui est observé sous air, la partie PSu subit
des coupures des 400 Gy sans étre réduite. L'augmentation de la taille des objets est
observée a une dose de 4000 Gy (plus faible qu’avec O,), cela est d{i a la radiosensibilité plus

importante de la partie polysulfone.

111.2.3 Conclusion

Le comportement des nanoparticules PEG-b-PSu est résumé en Figure 111.26. En CES, pour les
deux atmospheres, le phénomeéne prédominant est la gélification probablement liée a la

partie PEG.
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Nanoparticule PEG-b-PSu

Avec oxygene Sans oxygene
S {22 N
Al 0Gy A2
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l Irradiation llrradiation

20000 Gy

X coupure

Figure 111.26 : Effets de I'irradiation sur les nanoparticules PEG-b-PSu

Cependant, d’importants phénoménes de coupures sont aussi observés au niveau du
polysulfone qui est clairement plus sensible que le PMAtBu. On peut noter aussi que la
baisse de la taille des polymeres observée en CES n’entraine pas une diminution de la taille
des nano-objets, bien au contraire. Sous oxygéne, les objets grossissent a partir de 4000 Gy
alors que sous atmosphére inerte, le phénomeéne se produit a une dose plus faible (400 Gy).
On peut donc suggérer que celui-ci est lié a des recombinaisons de radicaux favorisées sous

atmospheére inerte.

Les augmentations de tailles observées en diffusion semblent étre des associations de NPs.
Cette association est certainement liée au phénomene de gélification important observé

avec ces hano-objets sous irradiation.
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l1l.3 Tests de cytotoxicité in vitro

L'influence de l'irradiation des micelles/nanoparticules sur la toxicité des cellules L929 a été

évaluée.

La toxicité des micelles PEG-b-PMAtBu irradiées a 4000 Gy sous atmosphere oxydante a été
mesurée a différentes concentrations (0 a 100 pug/mL) et est représentée sur la Figure I11.27.
Apreés irradiation, le pourcentage de cellules viables est plus important allant méme jusqu’a
étre au-dessus du seuil de toxicité. Cette toxicité plus faible peut étre attribuée a la

diminution de la fraction soluble de nanoparticules.
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Figure 111.27 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de micelles PEG-b-PMAtBu non
irradiées et irradiées a 4000 Gy (test MTT)

La Figure 1ll.28 représente le pourcentage de viabilité cellulaire dans le cas des

nanoparticules PEG-b-PSu irradiées a 4000 Gy.
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Figure 111.28 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de nanoparticules PEG-b-PSu non
irradiées et irradiées a 4000 Gy (test MTT)
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Jusqu’a 90 pg/mL, les nano-objets sont aussi peu toxiques avant qu’apreés irradiation. Par
contre, a 225 pg/mL, la toxicité des nanoparticules envers les cellules est plus importante
passant de 20 % avant irradiation, a 70 % apres irradiation. Un des produits de dégradation
issus de lirradiation des nanoparticules est toxique a concentration importante. Nous

pouvons penser en particulier a la formation de SO, ou de sulfoxide.
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I1.4 Comportement des micelles/nanoparticules sous irradiation

L'effet de l'irradiation sur deux types de copolymeéeres amphiphiles a été étudié dans ce
chapitre. Les micelles PEG-b-poly(méthacrylate de tert-butyle) (PEG-b-PMAtBu) ne sont pas
dégradées au niveau du coeur du PMAtBu mais plutot sur la partie couronne avec une
gélification. A partir d’une dose seuil, la taille des micelles augmente de facon trés
importante en présence d’oxygéne. Ce changement est lié¢ a des changements structuraux

fins au niveau du polymeére (oxydation du PEG).

Avec des nanoparticules plus radiosensibles, mais également plus grosses, a base de PEG-b-
polysulfone (PEG-b-PSu), le PEG se gélifie mais avec des rendements beaucoup plus
importants. Des phénomenes de coupure tres efficaces sont également observés. Cest la
partie PSu plus radiosensible que le PMAtBu qui se dégrade, mais les processus en jeu

restent a caractériser.

La cytotoxicité des micelles/nanoparticules apres irradiation a légérement changé. Dans le
cas des micelles PEG-b-PMAtBu, une diminution de la toxicité est observée mais pour les
nanoparticules PEG-b-PSu, pour des concentrations élevées, la toxicité augmente a cause de

la formation de SO,.

La présence de PEG pose probléme intrinséquement avec la formation d’hydrogel pour des
doses d’irradiations faibles (a partir de 4000 Gy). Or, il a été vu dans le chapitre I, que lors de
la radiostérilisation ou le « drug delivery », ce sont souvent des micelles avec une couronne
de PEG qui sont utilisées. Les doses de radiostérilisation étant supérieures a 20000 Gy, la
présence de ce gel peut poser probleme pour ce genre d’application. D’autre part, la
présence de ce gel nous a empéchés de déterminer des rendements de scission et de
réticulation absolus. Il serait intéressant de le remplacer par un autre polymeére hydrosoluble
et biocompatible. En paralléle, I'utilisation d’'un polymeére particulierement radiosensible, le
polysulfone, conduit a des phénomeénes de coupures plus important que ceux attendus. Bien
gue celui-ci soit hydrophobe, I'action indirecte de l'irradiation via la diffusion de radicaux
issus de la radiolyse de I'eau peut expliquer ces phénomeénes importants. Ce dernier point
reste a explorer. Enfin, le chargement des micelles PEG-b-PMAtBu par des
radiosensibilisateurs a montré qu’il était possible de moduler les effets de l'irradiation. Les
méthodes utilisées pour radiosensibiliser les polyméres peuvent étre transposées aux nano-

objets.
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Chapitre IV : Synthése de nano-objets hybrides : Nanoparticules d’or greffées de polymeres

Ce quatrieme chapitre est consacré a la synthése de nanoparticules d’or greffées de
polyméres. Dans une premiere partie, une étude bibliographique sur ces systemes sera
présentée : les stratégies pour les synthétiser ainsi que les différents exemples présents dans
la littérature. Ensuite, la préparation de ces nano-objets en deux étapes est décrite ainsi que
les tests de greffage de principe actif sur ces objets. Enfin une partie caractérisation, a la fois
de la couronne (analyse thermique) et du coeur métallique (microscopie et diffusion de
rayons X) est présentée. Les nano-objets ont été également caractérisés dans leur ensemble
par la diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA). Pour finir, la toxicité des nano-objets

obtenus a été testée en milieu cellulaire.

IV.1 Nanoparticules greffées de polymeres

IV.1.1 Définition/ Avantage

La synthése de nano-objets cceur-couronne avec un coeur inorganique et une couronne
organique (polymeére) a connu un intérét grandissant depuis une vingtaine d’années. La
synergie induite par les propriétés électroniques, optiques et magnétiques des
nanoparticules inorganiques et les propriétés physicochimiques des polymeéres permet de
créer des systemes avec des criteres modulables selon les applications recherchées. On
retrouve principalement ce type de matériau dans les domaines de I'optoélectronique’, du
médical/pharmaceutique® ou des systémes catalytiques®. Deux approches principales sont
employées pour la préparation de nanoparticules greffées de polymeéres: la premiere
consiste en la physisorption réversible de chaines de polymeres sur la surface des
nanoparticules via des interactions faibles de type Van der Walls ou des liaisons hydrogéne.
La seconde implique l'attachement de chaines macromoléculaires sur la surface des
nanoparticules via chimisorption donc par liaison covalente. La liaison covalente des
polyméres sur la surface courbée des nanoparticules peut étre faite soit par une méthode
dite « grafting to » soit par une méthode « grafting from ». La méthode « grafting to »
consiste a préparer des chaines de polyméres qui seront ensuite greffées sur les
nanoparticules en utilisant I'affinité entre le groupement terminal du polymére et les
fonctions présentes a la surface des nanoparticules. La méthode dite « grafting from »
implique la croissance in situ de chaines polyméres a partir de fonctions amorcantes
préalablement greffées a la surface des nanoparticules. L'approche par physisorption

entraine des problemes de stabilité a cause des liaisons faibles qui peuvent facilement se
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rompre selon I'environnement. Dans notre étude, on va privilégier le greffage covalent des

chaines polymeres sur les nanoparticules afin d’avoir des systemes stables.

D’autre part, on cherchera aussi a contréler la taille des chaines polyméres greffées pour
pouvoir les comparer avant et apres irradiation. Il existe de nombreuses techniques de
polymérisation contrélée comme les polymérisations anionique ou cationique vivante ou
encore les différentes polymérisations par ouverture de cycle pour n’en citer que quelques-
unes. Bien que I'on trouve quelques exemples dans la littérature de polymérisation vivante a
la surface des particules4, ce sont principalement les polymérisations radicalaires contrélées

(PRC) qui sont utilisées car elles sont faciles a mettre en place (voir chapitre I).

Dans notre cas, c’est une voie « grafting to », un peu particuliere, qui sera privilégiée afin de
mieux controler la taille des chaines avant le greffage. Nous y reviendrons en détails dans les

paragraphes suivants 1V.1.2.3.
IV.1.2 Méthodes de greffage

IV.1.2.1 Greffage de chaines polymeéres a la surface de nanoparticules d’or

Bien que les méthodes de greffage de polymeres aient d’abord été développées sur des
surfaces planes’, le greffage sur des nanoparticules en solution a connu rapidement une
grande avancée®. Le greffage de polyméres 3 la surface de nanoparticules a commencé avec
des nanoparticules de silice® ’. Ces synthéses ont été ainsi appliquées a de nombreuses
autres nanoparticules comme les nanoparticules d’oxydes métalliques (TiO,°, Fe;0.’,
Zn0™...), de platine! ou de quantum dots (CdSe)™.

Dans notre cas, nous nous sommes particulierement intéressés aux nanoparticules d’or
fonctionnalisées (voir effet radiosensibilisant dans le chapitre ). La partie suivante présente
donc différents exemples de la littérature pour greffer des chaines polymeéres a la surface de

nanoparticules d’or selon les deux approches : « grafting from » et « grafting to ».

IV.1.2.2 Greffage par voie « grafting from »

La technique du « grafting from » permet d’avoir des densités de greffage de polymeéres
élevées a la surface des nanoparticules (moins d’effet d’encombrement stérique que la voie
« grafting to »). La polymérisation est réalisée a partir de la surface, qui contient des
amorceurs immobilisés en une ou plusieurs étapes, et est limitée seulement par la diffusion

des monomeres.
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La syntheése des nanoparticules peut se faire par réaction d’échanges. NuB13 et coll. ont
synthétisé dans un premier temps des nanoparticules d’or avec des ligands dodécanethiol
puis les ont échangés avec un amorceur bromé a pont disulfure. La liaison disulfure se rompt
puis le thiol de I'amorceur bromé s’échange avec le dodécanethiol. L’ATRP de I'acrylate de
butyle en surface a été menée avec du CuBr et sans amorceur sacrificiel. L’ATG prouve que le

greffage est dense a la surface des particules (90 % de polyméres).

Bien que cette technique soit efficace, une autre stratégie consiste a utiliser directement un
amorceur bromé avec un pont disulfure comme ligand pour la synthése in situ des

nanoparticules. Ainsi les nanoparticules amorgantes sont obtenues en une seule étape.

EIVITVIAN
S{CHz)y1OOCC|{CH3):B MMA
+ (CHzly4 {CHa) I:I: NaBH, CuBiSp
+ —_— e
40°C
HAUCI, in DMF
EIVIVIAN

§ = —S(CHg)y;00CC(CH;);Br
Figure IV.1 : Synthése de nanoparticules d'or greffées de PMMA par Ohno et coll.*

De cette maniére, I'équipe d’Ohno™® a synthétisé des brosses de poly(méthacrylate de
méthyle) (PMMA) sur des nanoparticules d’or en présence d’amorceur libre. Des
nanoparticules d’or avec une couronne polymeére bien définie et de faible polymolécularité
sont obtenues. La densité de greffage est estimée a 0,3 chaines/nm?. Des acrylamides ont
également été polymérisés par Roth et coll.”?, I'’équipe de Kim™® ou encore Li et coll.” Ces

polymérisations sont en général conduites en présence du couple CuBr/PMDETA.

Une autre stratégie consiste a surgreffer les ligands présents sur les nanoparticules avec une
molécule bromée. Mandal et coll.'® ont synthétisé des nanoparticules d’or greffées d’une
couche de 11-mercapto-undecanol. Une molécule bromée a ensuite été fonctionnalisée sur
cette couche pour permettre la polymérisation du méthacrylate de méthyle sans présence

d’amorceur sacrificiel.

La présence d’amorceur sacrificiel lors des polymérisations est dictée par la taille des
nanoparticules. En effet, lorsque celles-ci ont une taille supérieure a 10 nm, on peut
assimiler leur surface a celle d’une surface plane. De ce fait, pour respecter la proportion

amorceur/monomere, il est nécessaire d’ajouter des amorceurs sacrificiels. Au contraire
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pour des nanoparticules de tailles inférieures a 10 nm dont les surfaces spécifiques sont

importantes, il y a plus d’amorceurs donc la proportion amorceur/monomere est respectée.

L'approche « grafting from » sur des nanoparticules d’or pour polymériser des méthacrylates
a majoritairement été faite sur des PMMA qui ne sont pas hydrosolubles ni hydrolysables.
Cette voie permet un contrdle de la polymérisation (I, faible) mais elle ne permet pas de
connaitre de maniére précise les masses molaires. C'est pour cela que dans notre étude,

nous privilégierons la voie « grafting to ».

IV.1.2.3 Greffage par voie « grafting to »

Cette méthode consiste a greffer de maniére covalente des polymeres déja synthétisés dont
la masse et la polymolécularité sont connues et généralement controlées. Les
macromolécules obtenues ont des bouts de chaines fonctionnalisés par des groupements

qui ont une affinité pour la surface des nanoparticules.

Il existe dans la littérature plusieurs stratégies pour obtenir des nanoparticules d’or greffées
de polymeére par la méthode « grafting to ». Les nanoparticules d’or peuvent étre dans un
premier temps synthétisées en présence d’un ligand court puis un échange de ligands avec le
polymére est réalisé. Une autre méthode consiste a la synthese in situ des nanoparticules en
présence d’'un sel réducteur et d’un polymere fonctionnalisé thiol qui va agir directement

comme ligand.

Lorsque la synthése des nanoparticules d’or a lieu avant la mise en contact avec le ligand,
elles sont obtenues généralement par réaction d’'un sel d’or (HAuCl,) avec du citrate de
sodium. Les citrates a la surface des nanoparticules vont ensuite s’échanger sous agitation
avec le polymeére qui a une fonction terminale thiol. Avec cette stratégie, ce sont des ligands
polymeéres synthétisés par RAFT que I'on retrouve majoritairement. En effet, les polymeéres
issus de cette polymérisation ont des fonctions de type dithioester ou trithiocarbonate qui
sont échangeables, directement ou apres réduction en thiol, avec les citrates a la surface des
nanoparticules. Ainsi, Boyer et coll.’® ont copolymérisé de I'acrylate d’oligo(oxyde
d’éthyléene) et de I'acrylate de di(oxyde d’éthylene) éthyl éther. Jones et coll.” ont greffé
des chaines de PNIPAM (polymeére thermosensible) a la surface de nanoparticules d’or pour
étudier les propriétés thermiques des nano-objets en solution. A cause des propriétés
intéressantes de ce polymeére, d’autres équipes comme celles de Zhu®* et Yusa® se sont
penchées sur la syntheése de ces nano-objets et les ont étudiés sous différentes conditions

thermiques. De nombreux autres polymeres ont été greffés a la surface de nanoparticules
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d’or par cette méthode comme le poly(N,N-diméthylacrylamide) (PDMA)*® mais également
des copolyméres comme le POE-b-PDMA?* ou le poly[acrylate de poly(oxyde d’éthyléne)
méthyl éther]-b-PNIPAM?>.

Pour les nanoparticules synthétisées in situ, les ligands polymeres greffés a leur surface
peuvent étre obtenus par RAFT ou ATRP. Ceux issus d’une polymérisation RAFT, subissent
une réduction de la fonction trithiocarbonate ou dithioester en méme temps que la synthese

in situ des nanoparticules ou dans une étape isolée.

R

. NaBH, st P Sﬁs

Figure IV.2 : Synthése de nanoparticules d’or in situ par I'équipe de Lowe?®

De cette maniere, Lowe et coll.?® ont décrit la synthése de nanoparticules d’or greffées de

copolymeéres hydrosolubles polymérisés dans I'eau. Shan et coll.?’

ont polymérisé du NIPAM
et du styrene pour obtenir des nanoparticules d’or en présence d’'un sel de lithium. Un
copolymere amphiphile a base de polystyréne-b-poly(oxyde d’éthylene) (PS-b-POE) a été
synthétisé par RAFT avec une jonction trithiocarbonate qui permet au copolymeére d’avoir
une forme en V a la surface des nanoparticules d’or lors de sa réduction avec du NaBH428. La
synthése du poly[1-méthyl 3-(2-méthacryloyloxy propylimidazolium brome) (PMMPImMB) par
Li et coll.”” est faite par RAFT, puis le dithioester est réduit en thiol et enfin les

nanoparticules sont formées.

Les polyméres obtenus par ATRP nécessitent la synthése préalable d’'une molécule
amorcante avec un pont disulfure et des fonctions bromées. Bach et coll.*® et aussi I’équipe
de Matsuura®! ont décrit la synthése d’un polyméthacrylate par ATRP a partir des fonctions
bromées en bouts de chaines de I'amorceur. Le polymére en présence de sels d’or (HAuCly)
et de réducteur (NaBH4) va se greffer via la rupture de son pont disulfure a la surface des

nanoparticules d’or.

Dans notre étude, nous avons décidé de synthétiser les nanoparticules d’or greffées de
polymére a partir de cette derniere méthode « grafting to ». En effet, nous voulons étudier

I'effet de l'irradiation a proximité des nanoparticules d’or sur les chaines polymeres greffées.
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De ce fait, il est important de connaitre de maniére précise la masse et la polymolécularité
des chaines polymeéres greffées a la surface des particules pour pouvoir ensuite les comparer

a celles obtenues apres irradiation.

IV.2 Syntheése des nano-objets hybrides

IV.2.1 Synthése des ligands polymeéres

Comme développée précédemment, la synthése des nanoparticules greffées de polyméres
se fera par voie « grafting to ». La procédure générale est présentée dans le schéma de la

Figure IV.3. Dans une premiére partie, on s’intéresse a synthétiser le ligand polymére.

. . .
%S/\/ %Br> + o CuBr, PMDETA S O .
o 2 | S

DMF
o} (0] @] o 2

X ¥

TFA
Chloroforme

o HAUCI;, MeOH °
@5/\/ | nBr Hs” N , L nBr
o HOT o NaBH, 0 Ho” o

Figure IV.3 : Synthése des nanoparticules d’or greffées polymeéres

IV.2.1.1 Synthése d’un amorceur a pont disulfure et dibromé

Une premiére étape va consister a synthétiser une molécule comportant a la fois un pont
disulfure mais également des fonctions amorgantes pour la polymérisation ATRP. La

molécule communément utilisée dans la littérature est le 2,2’-dithioethanol.*

Figure IV.4 : Synthése de I'amorceur ATRP avec un pont disulfure
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C’est une réaction d’estérification entre les fonctions hydroxyles et le bromure d’acyle
(bromure de 2-bromo-isobutyryle). Le 2,2’-dithioethanol est dissout dans du THF en
présence de pyridine. Aprés 24 h de réaction, le produit est purifié par filtration, lavé puis

séché pour obtenir une huile incolore.
IV.2.1.2 Syntheése des ligands polyméres par ATRP

IV.2.1.2.1 Choix des monomeéres/polymeéres utilisés

Dans notre étude, les polyméres doivent étre solubles dans I'’eau afin de conduire les études
d’irradiation dans ce milieu et permettre une application biologique. Dans un second temps,
ils doivent permettre le greffage d’un principe actif. Nous nous sommes donc intéressés a
des monomeéres hydrosolubles ou hydrolysables dont les polymeres avaient des propriétés
bien connues sous irradiation. Ainsi, le choix des monomeéres s’est porté sur les
méthacrylates. La polymérisation du méthacrylate de tert-butyle (MAtBu) par ATRP a
largement été décrite dans la littérature®. Le polymére formé peut étre facilement
hydrolysable afin d’obtenir le poly (acide méthacrylique) (PMAA) dont les fonctions COOH
peuvent réagir avec les fonctions présentes sur le principe actif. L’hydrolyse du PMAtBu a
également été beaucoup étudiée : il a été montré que cette hydrolyse du groupement tert-
butyle est totale lors d’une attaque par un acide'*® ou lors d’un traitement thermique®?. La
polymérisation directe de I'acide méthacrylique ne peut étre faite par ATRP car le complexe
métallique utilisé va réagir avec le monomeére pour former un carboxylate métallique
inhibant le réle de catalyseur du complexe métallique®*. Un autre monomere utilisé ici est le
méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA). C'est également un monomere dont la
polymérisation par ATRP*® est connue et la présence d’une fonction hydroxyle dans I'unité
monomere est aussi un potentiel point d’ancrage pour un greffage ultérieur. De plus, le
PHEMA est connu pour son excellente biocompatibilité36; on le retrouve donc dans de

nombreuses applications médicales.

Nous nous sommes ensuite intéressés a synthétiser des copolymeéres statistiques avec des
compositions variables : poly(MAtBu,HEMA), poly(MAPEG,HEMA) et poly(MAPEG,MAtBu).
L'introduction du PEG (polyéthyléne glycol) est possible grace au monomeére méthacrylate
de PEG-méthyl éther disponible commercialement. Il est intéressant d’utiliser un

copolymere contenant du PEG pour moduler la biocompatibilité du systeme final.
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1IV.2.1.2.2 Polymérisation des ligands polymeéres

Les conditions de polymérisations ATRP d’'un méthacrylate ont été décrites dans le chapitre
IIl. Cette polymérisation est plus efficace avec un amorceur ester bromé. L’amorceur utilisé a

été présenté dans le paragraphe précédent : c’est le 2-bromoisobutyrate disulfure.

Les conditions de polymérisation de chaque ligand polymére sont résumées dans le tableau
ci-dessous. Le rapport CuBr/PMDETA/amorceur est le méme pour toutes les
polymérisations : 2/2/1. Le pourcentage volumique en monomeére dans le DMF est toujours

d’environ 65 % et la réaction se fait a 60°C sous azote.

Les ligands polymeres synthétisés étant des disulfures, on les appelle PMAtBu-DS pour le

poly(méthacrylate de tert-butyle) disulfure par exemple. Aprés arrét de la réaction, le cuivre

est extrait du milieu réactionnel via la précipitation du polymére.

Ligand polymeére Solvant de M, théorique  Temps de Taux de
précipitation (g/mol) réaction conversion (%)
(min)
PMAtBu-DS MeOH/eau 10000 300 61
PMAtBu-DS MeOH/eau 20800 300 70
PHEMA-PMAtBuU-DS Toluéne 7600 200 45
PEG-PMAtBu-DS - 10200 300 -
PEG-PHEMA-DS Toluéne 10600 200 -
PHEMA-DS THF 10000 30 58

Tableau IV.1 : Résumé des conditions de polymérisation des ligands polymeéres
Le taux de conversion des différentes polymérisations peut étre calculé par mesure
gravimétrique (voir Annexe 1). Les valeurs mesurées en fonction des conditions de

polymérisation sont représentées dans le Tableau IV.1 ci-dessus.

Pour les copolymeres ligands a base de méthacrylate de PEG, les taux de conversion n’ont
pas pu étre déterminés par gravimétrie car le méthacrylate de PEG est un polymeére. En
général, avec ce monomeére le suivi cinétique se fait par RMN 'H. Cependant, ici, le

copolymeére formé donne des signaux en RMN *H qui masquent ceux des bouts de chaines.

Les taux de conversion en fonction du temps pour les polymérisations décrites ci-dessus sont
présentés dans la Figure IV.5.a. Nous observons que la vitesse de polymérisation du
PMAtBu-DS avec une masse théorique de 10000 g/mol augmente plus rapidement que pour

le PMAtBu-DS dont la masse théorique est de 20000 g/mol. Pour le premier ligand polymeére,
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la conversion finale est de 61 % contre 70 % pour le second. Pour le PHEMA-DS, seul un
prélevement a la fin de la réaction (30 min) est effectué car la solution prend en masse. On
peut néanmoins discuter de la vitesse de polymérisation de ce polymeére qui est bien plus
importante que pour le PMAtBu-DS. On atteint un taux de conversion de 58% en une demi-
heure. Cette vitesse plus élevée pour le PHEMA-DS vient du fait que I'HEMA est plus polaire
gue le MAtBu. Ainsi, dans le DMF, cette polarité a un effet sur la structure et la fonction des
especes catalytiques entrainant une augmentation de la vitesse de polymérisation35. Pour le
copolymere statistique, la vitesse de polymérisation semble proche de celle du PMAtBu-DS
de masse théorique 10000 g/mol mais le plateau du taux de conversion est trés vite atteint
des les premieres 30 min de la réaction comme pour le PHEMA-DS. Le taux de conversion

pour ce copolymere est de 45 %.

Comme nous l'avons dit précédemment, une polymérisation contrélée se caractérise par
une évolution de In ([M]o/[M]) linéaire, avec M la concentration en monomere, en fonction
de t**?) dans le cas des méthacrylate537. La Figure IV.5.b montre que pour le PMAtBu-DS,

indépendamment de la masse molaire visée, cette relation est vérifiée.
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Figure IV.5 : Cinétiques des polymérisations a) Taux de conversion en fonction du temps des différentes
polymérisations — b) In ([M],/[M]) en fonction de t

Maintenant, on vérifie aussi le controle de la polymérisation par la mesure des masses
molaires et des polymolécularités par chromatographie d’exclusion stérique (CES, Tableau
IV.2).

La masse molaire du PHEMA-DS n’a pu étre déterminée par CES car les analyses sont faites
dans du THF et ce polymeére n’est pas soluble dans ce solvant. Une détermination a été faite

par RMN *H en faisant le rapport des intégrations des signaux des protons CH, proches du
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soufre sur l'intégration des signaux des protons CH, dans l'unité répétitive. La masse molaire
(M) ainsi calculée est de 6075 g/mol.

Echantillon M., théorique visée Taux de M,
(g/mol) Conversion (%) (g/mol) (g/mol)

PMAtBu-DS 10000 61 8200 10400 1,3
PMAtBu-DS 20000 70 18800 24500 1,3
PHEMA-DS 10000 58 6075 - -
PHEMA-PMAtBu-DS 7500 45 13300 18900 1,4
PEG-PMAtBu-DS 10000 - 4500 8000 1,8
PEG-PHEMA-DS 10000 - 19800 34100 1,7

Tableau IV.2 : Résumé des résultats concernant les masses des ligands polymeéres

Les homopolymeres et copolymeres synthétisés ont des polymolécularités assez faibles.
Pour les masses molaires en nombre comparées a celles attendues théoriquement, on
détermine une efficacité d’amorcage d’environ 74 % pour les PMAtBu-DS, de 95 % pour le
PHEMA-DS et de 25 % pour le copolymere PHEMA-PMAtBu-DS. Les évolutions des masses
molaires ainsi que les évolutions de I'indice de polymolécularité (l,) en fonction du taux de

conversion sont montrés sur la Figure 1V.6.
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Figure IV.6 : M, et |, en fonction du taux de conversion pour a) PMAtBu-DS-10000 et b) PHEMA-PMA¢tBu-DS
Dans le cas des deux ligands polymeéres présentés sur la Figure IV.6, leurs indices de
polymolécularité restent constants en fonction du taux de conversion. Le MAtBu-DS
présente une évolution linéaire du M,, en fonction de la conversion qui reste proche de la

courbe théorique validant un des criteres d’'une polymérisation bien contrélée. Pour le
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copolymere, la droite de M, en fonction de la conversion est plus éloignée de la droite

théorique traduisant le défaut d’amorgage calculé plus haut (25%).

Pour les copolymeres, en complément des analyses CES, une analyse structurale par RMN H

permet de quantifier les proportions d’'un monomere par rapport a I'autre (voir plus loin).

IV.2.1.3 Hydrolyse des ligands a base de PMA¢tBu

Afin de pouvoir synthétiser les nanoparticules d’or en milieu aqueux et aussi pouvoir
fonctionnaliser ultérieurement les ligands polymeres, nous chercherons a hydrolyser la

fonction ester du PMAtBuU pour obtenir du poly(acide méthacrylique) (PMAA).

TFA
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%S/\/ I Br) — 43‘/\/ | N BD
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(0] (0] o 2 CHCI4 0] HO o 2

1

Figure IV.7 : Réaction d'hydrolyse des groupements tert-butyle du PMAtBu

L’hydrolyse des homopolymeéres et copolymeéres contenant des groupements tert-butyle se
fait dans le chloroforme en présence d’acide trifluoroacétique (TFA). Le milieu est agité
pendant 5 jours pour assurer que I’hydrolyse soit compléte : on observe alors une
précipitation du ligand polymere dans le chloroforme. Le ligand polymere est purifié par
filtration, suivie de plusieurs lavages au chloroforme pour éliminer le TFA. Tous les ligands
polyméres hydrolysés sont solubles dans I'eau excepté le copolymére avec du PHEMA qui

gonfle et se solubilise difficilement.

L'efficacité de I'hydrolyse est vérifiée par FTIR et RMN H. La Figure IV.8 représente les
spectres FTIR des ligands polyméres PMAtBu-DS puis aprés hydrolyse PMAA-DS. Pour le
PMAtBu-DS, les bandes a 2975 cm™ et 2930 cm™ correspondent aux vibrations d’élongations
des liaisons (C-H) des groupements CH3 et CH, respectivement. La bande intense a 1716 cm™
correspond a la liaison (C=0) d’un ester. Apres hydrolyse, sur le spectre en bleu, la bande de
la liaison (C=0) est décalée & 1690 cm™. La bande reste importante mais est plus large que
précédemment. Ce décalage est caractéristique du passage d’un groupe carbonyle ester a

celui d’un acide.
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Figure IV.8 : Spectres FTIR des ligands polymeéres de PMAtBu-DS et PMAA-DS

Cette diminution traduit la disparition des groupements méthyles du tert-butyle au profit de
groupements hydroxyles. Ces derniers apparaissent sur le spectre sous forme d’une large
bande entre 3000 cm™ et 3600 cm™ (vibration d’élongation des liaisons (O-H) d’un acide).
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Figure IV.9 : Spectres FTIR des ligands polyméres de PHEMA-PMAtBu-DS et de PHEMA-PMAA-DS

La Figure IV.9 représente les spectres FTIR des ligands polyméres PHEMA-PMAtBuU-DS puis
apres hydrolyse PHEMA-PMAA-DS. Comme précédemment, nous observons un décalage de
la bande de liaison (C=0) traduisant le passage d’un ester a un acide. On note que le
décalage est moins prononcé qu’avec le PMAtBu-DS, sGrement dd a la présence du PHEMA
dont les fonctions ester n"ont pas été hydrolysées. En effet, I’hydrolyse du PHEMA peut se
faire en présence d’acide mais il est également nécessaire de chauffer a des températures
élevées®®. Nous observons qu’aprés hydrolyse, la bande attribuée aux vibrations de la liaison
(C-H) des CH, est plus importante que celle des CHs. Enfin, une large bande entre 3100 cm™
et 3600 cm™ est observée sur le spectre du PHEMA-PMAtBuU-DS et est attribuée aux
vibrations d’élongation de la liaison (O-H) du PHEMA. Apreés hydrolyse, cette bande s’élargie

davantage, incluant également les vibrations des liaisons (O-H) de I'acide.
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Dans le cas des ligands copolyméres PEG-PMAA-DS, I'analyse est plus difficile car la raie
d’absorption liée aux vibrations vc-o de I'acide méthacrylate est superposée avec la raie

relative aux vibrations vc-o de I'ester du méthacrylate de PEG.

Pour compléter I'analyse FTIR de maniere plus quantitative, une analyse RMN 'H a

également été menée.

Les spectres RMN 'H des échantillons PMAtBu-DS (a) et PMAA-DS (b) sont représentés dans
la Figure IV.10. Les pics (1) correspondant aux groupements CH, avec une intégration de 2
sont pris comme référence. Les méthyles du squelette correspondent aux pics notés (2) et
leur intégrale est d’environ 3. Enfin, les deux spectres se différencient par le pic (3). Son
absence sur le spectre (b) traduit la disparition des méthyles du groupement tert-butyle.
Pour évaluer le taux d’hydrolyse, nous avons comparé les valeurs d’intégration des pics (3)

avant et aprés hydrolyse. Le taux d’hydrolyse calculé est d’environ 96 %.
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Figure IV.10 : Spectres RMN 'H des ligands polymeéres PMAtBu-DS dans le CDCl; (a) et PMAA-DS dans le
MeOD (b)

La Figure IV.11 représente les spectres RMN 'H des échantillons PHEMA-PMAtBu-DS (a) et
PHEMA-PMAA-DS (b). Le ligand copolymere contient deux unités monomeres ayant le méme
squelette méthacrylate. De ce fait, les valeurs des intégrations théoriques changent, par
rapport au ligand polymere étudié précédemment. En comparant les intégrations de chaque
unité monomere, on peut estimer leur proportion. Ici, il y a autant d’unité HEMA que de

MATtBu dans le copolymere.
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Figure IV.11 : Spectres RMN 'H des ligands copolymeéres PHEMA-PMAtBu-DS dans le CDCl; (a) et PHEMA-
PMAA-DS dans le MeOD (b)

Apres hydrolyse, les deux pics (4 et 5), correspondant aux groupements CH, prés de I'ester
et de I'hydroxyle des unités HEMA, sont inchangés (léger décalage d(i au changement de
solvant deutéré), confirmant qu’il n’y a pas eu hydrolyse de ces groupements. Les pics (1) et
(2) sont également inchangés. Le pic (3) a quasiment disparu preuve d’une bonne hydrolyse.

Le taux d’hydrolyse calculé est ici de 93 %.
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Figure IV.12 : Spectres RMN 'H des ligands copolyméres PEG-PMAtBu-DS dans le CDCl; (a) et PEG-PMAA-DS
dans le D,0 (b)

La Figure IV.12 représente les spectres RMN *H des échantillons PEG-PMAtBu-DS (a) et PEG-

PMAA-DS (b). De méme que précédemment, le squelette méthacrylate est présent dans les
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deux unités monomeres. Il y a autant de PEG-méthacrylate que de PMAA. Apreés hydrolyse,

seul le pic (3) a disparu confirmant I’hydrolyse. Le taux d’hydrolyse est dans ce cas de 91%.

Pour mener a bien les syntheses des nanoparticules, il est nécessaire de connaitre avec
précision les masses molaires des ligands aprés hydrolyse. Bien que pour le PHEMA-DS nous
avons pu calculer la masse molaire en RMN 'H, il n’est pas possible de le faire pour les autres
ligands. En effet, les intégrations des signaux des protons CH; proches du soufre ne sont pas
suffisamment définies, pour faire le rapport avec les intégrations des signaux des protons

CH; de l'unité répétitive.

On a cherché a faire une estimation de la masse molaire aprés hydrolyse des ligands a partir
du taux d’hydrolyse déterminé en RMN 'H, de la masse molaire relative mesurée avant
hydrolyse en CES et des masses molaires des unités monomeres (u.m.) avant et apres
hydrolyse :

Mum aprés hydrolyse
M, relative estimée = M,relative CES X —— P o % tauxpyarotyse

u.m.avant hydrolyse

Avant hydrolyse Apres hydrolyse

Echantillon M, relative CES M, relative
taux d'hydrolyse (%) -
(g/mol) estimée (g/mol)
PMAA-DS-1 8200 96 4800
PMAA-DS-2 18800 98 11100
PHEMA-PMAA-DS 13300 93 10100
PEG-PMAA-DS 4700 91 3700
PHEMA-DS 6075 - -
PEG-PHEMA-DS 19800 - -

Tableau IV.3 : Tableau résumé des M,, avant et aprés hydrolyse

Ce calcul n’est évidemment qu’une estimation mais qui peut étre utile car la mesure par CES
est rendue difficile puisque les ligands polyméres ne sont pas solubles dans le THF.
Cependant, pour le ligand polymére PMAA-DS-2 et le ligand copolymére PHEMA-PMAA-DS,
nous avons pu conduire une analyse CES en les dissolvant dans un minimum d’eau puis en
les diluant dans le THF. Dans le cas du copolymére, on trouve une masse M, de 10000 g/mol
qui est trés proche de la valeur estimée (10100 g/mol). Dans le cas du polymére (PMAA-DS-
2), on trouve une masse de 4600 g/mol, soit quasiment la moitié de la M, relative estimée

di probablement a une réduction de la liaison S-S suite a I’'hydrolyse.
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IV.2.2 Synthése des nanoparticules d’or greffées de polymeéres

Comme nous I'avons vu précédemment, la synthese de nanoparticules (NPs) d’or par voie
« grafting to » consiste a synthétiser les NPs d’or en présence des ligands polyméres avec
une fonction thiol (ou disulfure). La préparation de ces NPs est basée sur la méthode de
Brust®® qui consiste a réduire un sel d’or par un hydrure de type NaBHq4, en présence d’un
ligand thiol. Cette technique permet d’obtenir des NPs de petite taille (inférieure a 10 nm).
Elle est basée sur une réaction de compétition entre la réduction par NaBH, et le greffage du

ligand.

Le sel d’or sous forme d’HAuCl4, est mis en exces en présence du ligand polymeére dans du
méthanol. On introduit le ligand thiol puis le NaBH,; qui va réduire instantanément le sel
d’or. Le ligand polymere est ainsi greffé de maniere covalente et va contribuer a limiter la
croissance des NPs d’or. Le milieu est laissé sous agitation pendant 24 h afin d’optimiser le

taux de greffage.

Les NPs sont ensuite isolées du milieu réactionnel par précipitation et lavées avec plusieurs
cycles de précipitation/centrifugation dans un mélange méthanol/éther. Les NPs ainsi
obtenues sont séchées (poudre noire). Le greffage de ligands hydrosolubles a la surface de

ces NPs permet une redissolution spontanée dans I'eau.

o HAUCI,, MeOH ° \
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Figure IV.13 : Synthése de NPs d'or greffées d'une couronne de PMAA

Ce protocole a été appliqué avec les ligands polyméres et copolyméres synthétisés
préalablement (voir paragraphe précédent). Seul le PHEMA-PEG-DS n’a pas été greffé sur les
NPs d’or car aucun solvant n’est compatible a la fois avec le copolymére, le NaBH,4 et les sels
d’or. Pour les NPs d’or greffées d’une couronne de PHEMA, il est trés difficile de les

récupérer aprées séchage car elles forment un film mince adhérant.

Des premiéres caractérisations de ces NPs ont été faites en spectroscopie UV-Vis ainsi qu’en
RMN *H.

Les NPs présentent le méme spectre d’absorbance (cf. Figure 1V.14) avec une bande plasmon
QUi varie tres Iégérement )\Au-PHEMA-PMAAz 515 nm, )\Au-PMAA-letzz 517 nm et }\Au-PEG-PMAAz 510

nm. La présence d’une seule bande de résonance indique que les NPs sont sphériques.

143



Chapitre IV : Synthése de nano-objets hybrides : Nanoparticules d’or greffées de polymeéres

2,5 7 T T T T
\ — Au-PMAA-1
2,01 — Au-PMAA-2 -
Au-PHEMA-PMAA

8 154 — Au-PEG-PMAA
% .
2
8 1,0 1
Qo
<

0,54

0,04

200 360 4(IJO 560 6(I)0 760 800

Longueur d'onde (nm)

Figure IV.14 : Spectres UV-Vis des NPs dans 'eau a C=0,17 mg/mL

La taille des NPs d’or étant reliée a la longueur d’onde de cette bande de résonance
plasmon4°, on peut estimer que les NPs présentent des tailles proches dans tous les cas.
Lorsque les NPs ont une taille inférieure a 32 nm (Apjasmon < 525 nm), on peut déterminer un
diametre moyen des NPs via le rapport des valeurs d’absorbance de la bande de résonance
et de la bande a 450 nm. Les NPs ont un diameétre compris entre 3 et 4 nm par cette
estimation. La largeur de la bande est également liée a la polydispersité en taille des NPs.
Cependant, I'absorption des polymeres a partir de 450 nm, nous empéche ici de déterminer

cette valeur.

La spectroscopie RMN *H permet d’identifier la présence des polyméres a la surface des NPs.
Les spectres des ligands (co)polyméres sont faits dans le méthanol-d; alors que les spectres

des NPs greffées sont effectués dans le D,0.
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Figure IV.15 : Spectres RMN 'H des NPs greffées et des ligands associés

Les spectroscopies UV-Vis et RMN 'H ont donc permis de caractériser la formation de NPs
d’or greffées de polymeres. Une autre synthese a également été faite dans le but de montrer
la possibilité d’une utilisation dans le domaine de la vectorisation de médicaments avec le

greffage d’un principe actif.
IV.2.3 Tests de greffage d’un principe actif sur les nano-objets

1V.2.3.1.1 Les nanoparticules inorganiques greffées de polyméres comme nanovecteur

La doxorubicine (DOX) est un principe actif de type anthracycline** (antibiotique anti-
tumoral) dont la structure est présentée sur la Figure 1V.16. Elle est approuvée par la Food
and Drug Administration (FDA) et est utilisée pour le traitement du cancer depuis plus de 30

ans.
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Figure IV.16 : Structure de la doxorobucine (DOX)

La DOX est ainsi connue pour se lier aux enzymes impliquées dans la réplication de I’ADN et

s’intercaler avec les paires de bases de I’ADN provoquant des effets cytotoxiques.

La DOX est le principe actif qui a été choisi dans notre étude car il est soluble dans 'eau, ce
qui offre la possibilité de le greffer directement sur les NPs greffées de PMAA via les
fonctions acides du polymere. Ses propriétés colorimétriques permettent de suivre
facilement sa concentration ainsi que son environnement chimique pour s’assurer du bon

greffage.

Sur les exemples identifiés, il existe peu de systémes de NPs inorganiques greffées de
polyméres et de DOX dans la littérature. Le greffage de la DOX sur des NPs inorganiques
greffées de polymeres se fait principalement selon deux stratégies. La premiere implique la
fonction NH, de la DOX et la seconde sa fonction carbonyle. Parmi les NPs dont le greffage
de la DOX a été fait selon la premiére stratégie, on retrouve les NPs de Fes04 ou magnétite,
greffées d’une couronne de PMAA™. Les groupements carboxyliques du PMAA sont activés
en présence du couple NHS/EDC pour permettre le greffage. La réaction de greffage par
cette stratégie peut également se faire par activation de la fonction acide par la DCC (N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide)*® ou encore en fonctionnalisant le polymére greffé avec une
fonction carbonate pour créer une liaison carbamate avec la DOX*. Lorsque la fonction
carbonyle de la DOX est utilisée pour le greffage, c’est souvent une liaison hydrazone qui est
formée avec le polymére greffé et fonctionnalisé préalablement avec une fonction

hydrazide®™*.

Comme les fonctions disponibles a la surface de nos NPs d’or greffées sont des fonctions
acides carboxyliques, on va choisir le couplage peptidique avec la liaison NH, de la DOX*. Le

protocole utilisé par Majeed a ainsi été adapté.
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IV.2.3.2 Réaction de greffage de la DOX sur les NPs Au-PMAA-2

La réaction est effectuée sur les NPs Au-PMAA-2 synthétisées avec le PMAA-DS-2. Celles-ci
sont solubilisées dans un tampon phosphate a pH = 7,8. Cette réaction est permise grace au
couple NHS/EDC. L'EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide) est un agent de
couplage utilisé pour coupler des groupements carboxyliques a des amines primaires.
L'avantage de I'EDC est sa solubilité dans I'eau permettant ainsi une purification simple par
dialyse. La réaction de couplage doit étre rapide car I'ester activé formé avec I'EDC peut étre
rapidement hydrolysé en condition aqueuse. L'utilisation de NHS (N-hydroxysuccinimide)
permet d’augmenter la stabilité de I'ester activé en réagissant avec I'acide. Il forme un ester
moins labile et augmente ['efficacité de I'EDC. Lorsque I'ester activé est formé, la
doxorubicine solubilisée dans de I'eau est ajoutée et la réaction est agitée pendant 24h. Pour

éliminer les excés d’EDC/NHS ainsi que la doxorubicine qui n’aurait pas réagie, une dialyse
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Figure IV.17 : Réaction de greffage de la DOX sur les NPs Au-PMAA
IV.2.3.3 Caractérisation du greffage de la DOX

Afin de vérifier le greffage de la DOX, le spectre UV-Vis des NPs aprés greffage est comparé a

ceux des NPs avant greffage et de la DOX (cf. Figure 1V.18).

Les NPs d’or greffées de PMAA avant greffage montrent un maximum d’absorptiona A =517
nm avec une largeur a mi-hauteur d’environ 80 nm. Une forte absorption est également
observée dans la partie UV du spectre. Le pic d’absorption de la DOX a un maximum a A =
484 nm et une largeur a mi-hauteur de 103 nm. De plus, le pic n’est pas symétrique. On
observe un léger épaulement a A = 538 nm mais également d’autres pics dans la partie UV
du spectre a A =232 nm, a A = 254 nm et a A = 289 nm. Apres greffage, le maximum

d’absorption des NPs est déplacé vers A =506 nm avec une largeur a mi-hauteur de 84 nm.
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Ce maximum d’absorption se rapproche de celui de la DOX de méme que la largeur a mi-

hauteur du pic d’absorption qui a augmentée.
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Figure IV.18 : Spectres UV-Vis des NPs d'or greffées de PMAA avant et apres greffage et de la DOX seule

Le pic d’absorption n’est plus totalement symétrique non plus, avec un épaulement a A =
554 nm. Dans la partie UV du spectre, un pic ressort de la forte absorption observée avant
greffage a A = 232 nm. La signature de la DOX sur les NPs est donc bien présente notamment
avec le décalage de la longueur d’onde d’absorption des NPs, la largeur du pic plus grande,

I’épaulement sur I'allure du pic ou encore le pic d’absorption a A =232 nm.

On peut quantifier la doxorubicine présente sur les NPs a partir de ces spectres
d’absorbance. En calculant le coefficient d’extinction molaire de la DOX a A = 232 nm, on
peut évaluer la concentration en DOX dans I’échantillon. Cette concentration est de 3,05.10°°
mol.L . La concentration en unités monoméres est de 6,5.10°> mol.L™. Il y a donc une
molécule de DOX greffée tous les 2000 unités monomeres. Une chaine de polymeére
contenant approximativement 50 unités répétitives, la DOX n’est pas greffée sur toutes les
chaines. Il y a environ 2,5 % de DOX par rapport aux polymeres. L'encombrement stérique de

cette molécule explique sans doute ce faible taux de greffage.

Pour vérifier le greffage de la DOX sur les NPs, un spectre FTIR a également été réalisé (cf.
Figure IV.19). Les bandes a 2990 cm™ et 2940 cm™ des groupements CH; et CH, sont
toujours présentes dans les deux spectres. Apres greffage, la forte bande a 1683 em™ ddala

liaison (C=0) d’un acide a disparu signe qu’une amidification a eu lieu.
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Figure IV.19: Spectres FTIR des NPs d'or greffées de PMAA avant et apres greffage de la DOX

En spectroscopie UV-Visible, il a été vu que la DOX était présente en faible quantité sur les
NPs. Nous I'avons vérifié par RMN 'H (voir Figure 1V.20 ci-dessous). En effet, on retrouve
plusieurs pics entre 2 et 5 ppm correspondant a la DOX mais dont l'intensité est trés faible.

On a estimé a environ 2% le taux de DOX par rapport au polymeére.

—— Au-PMAA-DOX
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Figure IV.20 : Spectres RMN 'H des NPs Au-PMAA-2 et des NPs Au-PMAA-DOX dans le D,0

IV.3 Caractérisation des nano-objets hybrides

Maintenant que la synthése des nano-objets a été présentée, nous allons nous attacher a
faire une caractérisation fine de ceux-ci par différentes techniques. En effet, celle-ci est
indispensable pour pouvoir quantifier ensuite I'effet de l'irradiation sur ces nano-objets.
Pour connaitre la composition de la couche organique des nanosystemes, des analyses par

ATG ainsi que par spectroscopie photoélectronique induite par rayons X (XPS) ont été
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réalisées. Pour étudier particulierement le coceur métallique, des analyses en TEM ainsi qu’en
diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) ont été conduites. L'ensemble du systéme
nanoparticule greffée de polymeéres a enfin été observé par diffusion de neutrons aux petits
angles (DNPA).

IV.3.1 Caractérisation de la couronne polymeére

IV.3.1.1 Analyse thermogravimétrique (ATG)

L'ATG va nous permettre de déterminer de maniére quantitative la quantité de couche
organique par rapport au cceur métallique. Elle consiste a mesurer la variation de masse
d’un échantillon en augmentant la température sous atmosphére contrélée. On part de
I’hypothése que seule la couche organique va se dégrader dans la plage de température
étudiée (30 a 800 °C), I'or se vaporisant a des températures plus élevées. On va ainsi pouvoir

déterminer un pourcentage de matiére organique des NPs.

Les analyses de thermogravimétrie décrites dans la littérature pour ce type d’objets, sont
réalisées sous atmospheére inerte d’argon ; nous avons donc choisi initialement de faire de
méme. Cependant, nous avons observé que dans ces conditions, la dégradation du polymere
n’est pas totale (résidu noir aprés analyse). Pour pallier a ce probléme, nous avons conduit

les analyses ATG sous oxygene (dégradation par oxydation).
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Figure IV.21 : Analyse ATG des NPs d'or greffées d'une couronne de PMAA (M, = 4600 g/mol) sous O,

(Au-PMAA-2)

La Figure 1V.21 montre I'analyse ATG de NPs d’or greffées d’une couche de PMAA de M, =
4600 g/mol sous oxygéne (Au-PMAA-2). La quantité de matiére organique a la surface des

NPs est dans ce cas de 71 %. Il y a eu sous atmosphére inerte d’argon un pourcentage de
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perte de masse de 54 % donc nettement plus faible. Jusqu’a 500°C, la courbe subit une
dégradation progressive a partir de 100°C puis une dégradation plus marquée a partir de
350°C pour atteindre un plateau vers 500°C. Alors que pour la courbe analysée sous azote,
une faible diminution est observée a partir de 600°C, une chute nette est observée pour
I’'analyse sous oxygene a 570°C. Aprés analyse, le résidu récupéré est de couleur jaune or
caractéristique : toute la matiére organique a bien été détruite. Il est donc nécessaire de
travailler sous oxygéne pour connaitre précisément la quantité de polymére par rapport au
cceur métallique. Toutes les autres NPs d’or greffées ont donc été analysées avec cette
méthode et I'on obtient les résultats du Tableau IV.4 a partir des thermogrammes de la
Figure IV.22.

Echantillon % de matiére organique

Au-PMAA-1 (Mn = 2400 g/mol) 55
Au-PMAA-2 (Mn = 4600 g/mol) 71
Au-PHEMA-PMAA (Mn = 5000 g/mol) 73
Au-PEG-PMAA (Mn = 1850 g/mol) 64

Tableau IV.4 : Résumé des pourcentages de matiére organique a la surface des NPs

La Figure IV.22 montre les ATG de tous les nano-objets synthétisés. La courbe des NPs Au-
PMAA-1 (a) a la méme allure que la Figure IV.21 comme le polymere a la surface de ces NPs
est le méme (PMAA). L'allure de la courbe des NPs Au-PHEMA-PMAA (b) est tres proche des
précédentes a |'exception de la seconde dégradation qui a lieu autour de 700°C. Cette
seconde couche dégradée est plus résistante thermiquement que le PMAA due a la présence
du PHEMA. Enfin la Figure IV.22.c correspondant aux thermogrammes des NPs d’or greffées
d’une couronne de PEG-PMAA (Au-PEG-PMAA) a aussi la méme allure avec une seconde

température de dégradation autour de 620°C.

Compte tenu des masses molaires, les pourcentages de matiére organique trouvés a la
surface des particules (en général de I'ordre de 65%) sont élevés par rapport a la quantité

d’or. Nous ne pouvons exclure que du polymére ait co-précipité durant les phases de lavage.
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Figure IV.22 : Analyses ATG des NPs d'or greffées a) d'une couronne de PMAA (M= 2400 g/mol) (Au-PMAA-
1), b) d’une couronne de PHEMA-PMAA (M, = 5000 g/mol) (Au-PHEMA-PMAA)
c) d’'une couronne de PEG-PMAA (M, = 1850 g/mol) (Au-PEG-PMAA)

Des analyses XPS ont également été menées pour connaitre la composition de cette matiere
organique. On va choisir, a partir de la, de se focaliser sur deux systemes. En effet, les nano-
objets sont plus stables dans I’eau lorsque la couronne a une masse molaire plus importante.
De méme pour la suite, il est plus simple de comparer deux systémes qui présentent des
analogies en termes de masse de chaine ou de quantité de matiére organique a la surface
des NPs. Il a donc été choisi de travailler préférentiellement avec les NPs Au-PMAA-2 et Au-

PHEMA-PMAA.

IV.3.1.2 Spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS)

La Figure 1V.23 montre le spectre XPS des NPs d’or greffées de PMAA. Le spectre indique la
présence de sodium, d’oxygéne, de carbone et d’or. Le sodium provient siirement du NaBH,
qui, lors de la synthese, a déprotoné les fonctions acides. Cette présence de sodium est
comptabilisée comme composant inorganique en ATG. Une quantification précise par

spectrométrie de masse couplée a un plasma inductif (ICP-MS) est décrite plus tard.
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Figure IV.23 : Spectre XPS de NPs Au-PMAA-2

Le spectre des électrons 1s de |'oxygéne peut étre ajusté en trois courbes : le pic avec une
énergie de liaison a 537 eV correspond a des adsorbats de I'air, celui a 533 eV correspond

aux liaisons (C-0) et celui a 532 eV correspond aux liaisons (C=0).

Le spectre 1s du carbone est également ajusté en trois courbes : le pic a 289 eV correspond
aux liaisons (O-C=0), le pic a 286 eV correspond lui aux liaisons (C-CO,), et celui a 285 eV

correspond aux liaisons de type (C-C).

Une analyse XPS a également été faite sur le résidu obtenu aprés ATG sous argon. La
présence d’oxygéne, de carbone, de sodium et d’or sur le spectre indique bien que la
dégradation était incomplete. De plus, I'ajustement du spectre 1s du carbone se fait en
quatre courbes et non trois comme précédemment: le pic supplémentaire a 284 eV

correspond a un autre type de liaison carbone.

Le spectre XPS des NPs Au-PHEMA-PMAA en solution puis précipitées, est présenté sur la

Figure IV.24. Le spectre indique la présence de sodium, de carbone, d’oxygéne et d’or.

Le spectre des électrons 1s de I'oxygene peut étre ajusté en quatre courbes : le pic avec une

énergie de liaison a 537 eV correspond a des adsorbats de I'air, celui a 534 eV correspond
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aux liaisons (C-O-C), celui a 533 eV correspond aux liaisons (C-O) et celui a 531 eV

correspond aux liaisons (C=0).
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Figure IV.24 : Spectre XPS des NPs Au-PHEMA-PMAA

Ces pics sont différents de ceux trouvés pour I’Au-PMAA-2 car la présence du PHEMA
modifie le nombre et le type de liaisons. En effet, il y a un nouveau type de liaison avec le
PHEMA qui est la liaison de I'oxygéene avec deux carbones. Les pics trouvés sont donc bien en

accord avec la structure du polymeére.

Le spectre des électrons 1s du carbone peut étre ajusté en cing courbes : le pic a 289 eV
correspond aux liaisons (O-C=0), celui a 288 eV correspond aux liaisons (C-C-OCO), celui a
287 eV correspond aux liaisons (C-C-0), celui a 286 eV correspond lui aux liaisons (C-CO,) et

enfin celui a 285 eV correspond aux liaisons de type (C-C).

Ici, on trouve deux nouveaux types de liaisons qui sont associés aux liaisons carbones du
PHEMA en a de I'ester avec un oxygéne de I'ester et le carbone du CH, voisin. Le second type
de liaison provient toujours du PHEMA et concerne le carbone en B de I'ester qui est en

liaison avec I'oxygene du groupement hydroxyle et le carbone du CH, voisin.

En XPS, il est également possible de quantifier le pourcentage de concentration atomique

d’un élément. Les nano-objets hybrides contiennent principalement du carbone et de
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I'oxygene, néanmoins les proportions sont différentes de celles trouvées en ATG. De plus, la
guantité de sodium par rapport a I'or semble excessive. L’XPS est une analyse de surface qui

ne rend pas forcément compte de I’'ensemble de I'échantillon.

% concentration atomique Au C O Na

Au-PMAA-2 1 68 28 3
Au-PHEMA-PMAA 1 66 29 4

Tableau IV.5 : Résumé des concentrations atomiques en % des différents éléments analysés en XPS

Pour connaitre exactement la quantité d’or dans les échantillons (nécessaire pour les études
de diffusion), on conduit des analyses ICP-MS. On connait par ATG, la contribution
d’inorganique (or et sodium) dans les échantillons, une quantification de I'or par analyse ICP-
MS donnera a la fois la quantité d’or et par soustraction de I’ATG, la quantité de sodium. Les

NPs d’or ont été préalablement dissoutes dans de ’eau régale puis la concentration en Au®*

a été mesurée.

cnano-objets cinorganique cAu3+ CNa % de Na
: déduite
(mg/mL)  (mg/mL) [Mesuree
(mg/mL) (mg/mL)
Au-PMAA-2 10,0 2,9 1,35 13,5% 1,55 15,5 %
Au-PHEMA- 10,0 2,7 1,30 13,0% 1,40 14,0 %
PMAA

Tableau IV.6 : Résultats ICP-MS permettant de déterminer le pourcentage d’or et de sodium dans
I’échantillon

Il'y a environ 13 % d’or, 15% de sodium et 70% de polymere organique dans les NPs Au-

PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA, ce qui est plus en accord avec I'ATG.

On s’intéresse a présent a caractériser plus en détails le coeur d’or des nano-objets.
IV.3.2 Caractérisation du cceur métallique

1IV.3.2.1 La microscopie électronique a transmission (TEM)

La microscopie électronique a transmission est une technique puissante, bien adaptée pour
caractériser les NPs métalliques (taille, forme, degré d’agrégation). La partie métallique de la
NP est surtout observée en TEM, grace au numéro atomique élevé de l'or. La partie

polymeére est généralement dégradée sous le faisceau d’électrons.

155




Chapitre IV : Synthése de nano-objets hybrides : Nanoparticules d’or greffées de polymeéres

Figure IV.25 : Image TEM des NPs Au-PMAA-1

Les NPs Au-PMAA-1 a une concentration de 0,33 mg/mL observées sur la Figure IV.25 ne
semblent pas agrégées mais la coloration différente de certaines NPs traduit une
superposition de certaines. Cette technique basée sur I'évaporation de I'échantillon sur la
grille ne rend pas compte de 'organisation des NPs en solution.

Des images en cryo-TEM ont donc également été prises pour observer les NPs directement
dans la solution et éviter ainsi tout phénomene d’agrégation ou de superposition d{ au
séchage. Cette technique consiste a congeler de maniére tres rapide dans de I’éthane liquide
a -160°C, les échantillons en solution. La cryo-microscopie permet de préserver la
morphologie et la structure des objets « fragiles » et surtout de réduire les dommages

causés par le faisceau d’irradiation qui empéche de voir I’échantillon dans son ensemble.

Figure IV.26 : Images cryo-TEM des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA

Les échantillons observés ici ont une concentration de 5 mg/mL. Sur les clichés de

microscopie ci-dessus, la concentration ne semble pas si élevée, on peut néanmoins
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déterminer une taille du coceur métallique des NPs en analysant plusieurs clichés. Comme
précédemment, les NPs sont bien séparées les unes des autres, sans agrégation. En cryo-
TEM, on ne peut observer la couronne polymere d(i a un manque de contraste.

Les clichés de microscopie montrent qu’il y a plusieurs familles de NPs sphériques. Sur la
Figure 1V.27, sont représentés les diagrammes de distribution en taille des NPs obtenus a
I'aide du logiciel « Imagel », de plusieurs clichés. Pour les deux systemes, on peut voir que
les NPs ont une taille inférieure a 10 nm. Pour les NPs Au-PMAA-2, il y a une majorité de NPs
qui ont un diametre entre 3 et 6 nm et les NPs Au-PHEMA-PMAA ont principalement des

diametres compris entre 4 et 6 nm.
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Figure IV.27 : Diagrammes de distribution de tailles des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA

Il est difficile d’estimer une taille moyenne des NPs a partir des clichés de microscopie
compte tenu de I'analyse par comptage. Pour déterminer cette valeur moyenne, une étude

en diffusion de rayons X aux petits angles a été conduite.

IV.3.2.2 La diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

Le SAXS permet de connaitre la taille du coeur métallique des particules en solution. En SAXS,
ce sont les électrons des éléments analysés qui vont interagir avec les rayons X. Or les
polymeéres ont des densités électroniques beaucoup plus faibles que celle de I'or, c’est donc

principalement ce dernier qui va diffuser.

Un faisceau de rayons X de longueur d’onde donnée est envoyé sur I’échantillon. L’intensité
de diffusion I(g) est mesurée en fonction du vecteur de diffusion q. Il est possible de
regrouper sur une méme courbe I(g), des données acquises avec différentes valeurs de 6 et
de A. Lors de nos mesures, la gamme de q choisie est comprise entre 0,03 et 3,0 A ™. Les

objets observables doivent avoir une taille comprise entre 0,3 et 30 A, R ~1/q. Afin d’obtenir
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la courbe de l'intensité diffusée en fonction du vecteur de diffusion, I(g) = f(q), on procéde a
un regroupement radial des images 2D. Le signal est ensuite traité aprés soustraction de la
contribution du solvant et de la contribution du « contenant », ici un capillaire en Kapton
(film de polyimide). Pour des objets centrosymétriques, I'intensité diffusée peut s’exprimer
sous la forme :

(Iv-1)

1(q) = PV,opjer(Ap)*P(q)S(q)

L'intensité diffusée I(q) est fonction de Ap le facteur de contraste, de @ la fraction volumique
en objets diffusants, de Vgper le volume de I'objet diffusant, du facteur de forme P(q)
décrivant la forme de I'objet diffusant, et enfin du facteur de structure S(q), décrivant les
corrélations spatiales entre les centres des masses des objets. Ayant travaillé en solution
suffisamment diluée (10 mg/mL), les interactions entre les objets peuvent étre négligées

donc le facteur de structure S(q) est considéré comme égal a 1.

Pour pouvoir mesurer une intensité diffusée suffisamment significative, il est nécessaire
d’avoir un contraste entre les objets diffusants et le solvant. La densité de longueur de
diffusion, en SAXS, se calcule a partir de I'équation suivante :
(IvV-2)
Donys = "edM—XNA x 28,2.10" 14
ol ne le nombre d’électrons, d est la densité du composé en g.cm™, Na le nombre
d’Avagadro, M la masse molaire du composé en g.mol'1 et le facteur 28,2.10™* correspond a

la longueur de diffusion de I’électron (en cm).

On peut ainsi calculer les densités de longueurs de diffusion du solvant et des objets

considérés et donc le contraste :

Composé Psaxs (10* cm?)
H,O 9,4
Au 124,0
PMAA hydrogéné 9,2
PMAA-PHEMA hydrogéné 9,5

Tableau IV.7: Densités de longueur de diffusion p des composés utilisés

En se placant dans I'eau, le contraste du polymére par rapport au solvant est presque nul et

le signal de diffusion vient principalement du cceur d’or.
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En TEM, les NPs observées ont une forme sphérique. On utilise donc I'expression du facteur

de forme d’une sphére pour ajuster les intensités de diffusion expérimentales :
(Iv-3)

P (q) = f FWop e (F2(q, Pdr
(Iv-4)

sin(qR) — qR cos(gR) 2
F? Sphere (@, R) = [3 (qR)3

Avec R le rayon de la sphere et f(R) la distribution gaussienne en rayon.

Les NPs Au-PMAA-2 sont solubilisées dans I'eau a une concentration de 10 mg/mL puis

observées en SAXS. Le signal de l'intensité diffusée par les NPs en fonction du vecteur de

diffusion q est représenté sur la Figure 1V.28.

10 T T T T
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0,14 1% pic de Bragg
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0,01 5
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0,1

a)

q(AY q (A"

Figure IV.28 : Spectre SAXS des NPs Au-PMAA-2 a 10 mg/mL dans I'’eau a) avant et b) aprés soustraction du
bruit de fond et la courbe d’ajustement

Le spectre de 'intensité diffusée en fonction de g nous confirme que les objets ont bien une
forme sphérique. En effet, la décroissance en q'4 de la courbe est typique d’une interface
nette (comme dans le cas des objets sphériques). A q = 2,66 A, on trouve le pic de Bragg de
I'or. L'absence d’oscillations caractéristiques du facteur de forme de sphéres monodisperses
aux moyens et grands q indique que les nanoparticules sont polydisperses. L'ajustement par
un modele de distribution gaussienne de sphéres donne un rayon de 15 + 7 A. Si l'on

compare cette taille avec celles des NPs Au-PMAA-2 du diagramme de la Figure IV.27.a
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obtenues a partir des clichés de TEM, on retrouve le facteur de polydispersité mais il semble

gue la microscopie surestime la taille des NPs par rapport au SAXS.

De la méme maniere, les NPs Au-PHEMA-PMAA ont été observées en SAXS pour une
concentration de 10 mg/mL dans I'eau. Le spectre obtenu est représenté sur la Figure IV.29.
La courbe présente également une décroissance en q'4 sans oscillations aux moyens et
grands q, signe d’une polydispersité. L'ajustement de la courbe d’intensité diffusée nous

donne une valeur de rayon de 18 + 9 A.
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Figure IV.29 : Spectre SAXS de I'Au-PHEMA-PMAA a 10 mg/mL dans I'’eau a) avant et b) aprés soustraction du
bruit de fond et la courbe d’ajustement

Cette taille est également Iégerement inférieure a la tendance trouvée sur les clichés de
microscopie. En effet, la microscopie présente une majorité de NPs avec un rayon supérieur
a celui trouvé en SAXS. Cette différence peut s’expliquer par l'incertitude liée a la

détermination de la taille des NPs par comptage.

Les techniques de diffusion sont des outils puissants qui offrent I'avantage de pouvoir
étudier les objets en solution. Par conséquent, la taille du coeur métallique d’or considéré

par la suite sera celle déterminée en SAXS.

Néanmoins, pour vérifier la valeur obtenue par ajustement des courbes, un autre parameétre
indépendant de la taille ou de la forme des objetsa été déterminé : c’est la surface
spécifique totale. Dans la région de Porod, on détermine la surface spécifique totale de

toutes les NPs d’or par unité de volume.

Aux grandes valeurs de vecteurs de diffusion, il est possible d’observer I'interface des objets.

Si le vecteur de diffusion est plus large que les courbures caractéristiques des interfaces, les
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interfaces apparaissent plates et les intensités sont proportionnelles a la surface spécifique
totale 3, indépendamment de la forme des deux phases. La limite de Porod dit que pour une
interface nette, I'intensité décroit en g™ aux grands q :

(IV-5)

by lim I(q)q*

1
2m(Ap)? a-
Avec S la surface spécifique totale exprimée comme la surface d’une interface en cm?/cm?.

En tracant 1(q)q” en fonction de g, on détermine la limite aux grands g. On peut ainsi calculer

la valeur de Y pour chaque NP d’or greffée de polymeéres.

Pour les NPs Au-PMAA-2, la surface spécifique totale est de 1250 cm? par cm? de solution et
pour les NPs Au-PHEMA-PMAA, elle, est de 813 cm? par cm>. On peut évaluer le rayon
moyen d’une particule a partir de cette surface spécifique totale et du volume d’un gramme
d’or dans un cm? de la solution. Ainsi, on trouve un rayon de 17 A pour les NPs Au-PMAA-2
et de 25 A pour les NPs Au-PHEMA-PMAA. Ces valeurs sont légérement plus élevées que
celles trouvées par l'ajustement avec un modele de spheres dures polydisperses mais

restent dans les barres d’erreurs.

Dans cette partie, le coeur des nano-objets a donc été caractérisé par différentes méthodes.
Le TEM a mis en évidence la non-agrégation des NPs tandis que le SAXS, nous a permis de
déterminer une taille de NPs plus précisément. Une taille de 15 + 7 A a été déterminée pour
les NPs Au-PMAA-2 et une taille de 18 + 9 A pour les NPs Au-PHEMA-PMAA.

La technique de diffusion de neutron aux petits angles va nous permettre d’évaluer cette

fois la taille et la forme de I’ensemble du nano-objet.

IV.3.3 Caractérisation des nano-objets hybrides par diffusion de neutron aux

petits angles (DNPA)

De la diffusion dynamique de la lumiére (DLS) peut étre faite avec ces nano-objets, mais la
présence de I'or dont les propriétés optiques sont particulieres, conduit a des résultats peu

fiables™.

Une autre technique de diffusion a été utilisée pour connaitre la taille et la structure des NPs
greffées de polyméres ainsi que la longueur et la densité de greffage des chaines: la

diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA).
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Les mesures ont été faites au Laboratoire Léon Brillouin (LLB) sur le spectrometre PACE.

Nous avons travaillé aux mémes concentrations qu’en SAXS donc le facteur de structure S(q)
est toujours considéré égal a 1. Plusieurs facteurs de forme ont été utilisés pour décrire les

objets étudiés.

Le polymere étant hydrogéné, pour avoir un contraste maximum, il faut travailler en solvant

Composé Ponea (10'° cm?)

deutéré.

D,0 6,39

H,0 -0,56

Au 4,50

PMAA hydrogéné 1,10
PMAA-PHEMA hydrogéné 1,37

Tableau IV.8 : Densités de longueur de diffusion p des composés utilisés

La contribution de I'or (trés petit objet) va étre négligeable dans 100 % de D,0. Nous avons
d’ailleurs vérifié que I'or ne diffusait pas en ajustant le contraste en solvant majoritairement
hydrogéné (afin d’ « éteindre » la contribution de la couronne). Aucun signal d’intensité n’a

été détecté dans ces conditions.

Solvant hydrogéné Mélange H/D Solvant deutéré

—| W |—
Exti.nction Extinction
du signal de du signal du

la couronne coeur

Figure IV.30 : lllustration de la technique de variation de contraste dans le cas de NPs greffées de polymeére

Les NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA sont solubilisées dans du D,0 a une concentration
de 10 mg/mL puis observées en DNPA. Le signal de l'intensité diffusée de la couronne en

fonction du vecteur de diffusion g est représenté sur la Figure IV.31.
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Figure IV.31 : Spectres DNPA a) de I'Au-PMAA-2 a 10 mg/mL dans 100 % de D,0 et b) de I'Au-PHEMA-PMAA

a 10 mg/mL dans 100% de D,O0 et leur courbe ajustée

Les signaux obtenus sont tres similaires et présentent un plateau visible aux petites valeurs

de q, ce qui signifie que les objets sont de taille finie.

Pour déterminer la taille de ces objets, on utilise d’abord I'approximation de Guinier.

Lorsque qRg<l C’est-a-dire lorsque g est trés grand par rapport a la taille de 'objet, le

facteur de forme ne dépend plus de la forme de I'objet mais seulement de son rayon de

giration : c’est le domaine de Guinier ou le facteur de forme devient :

_qugz

P(g)~ e

En tracant In(l) = f(g?), il est possible de déterminer le rayon de giration des objets diffusants

3

(IV-6)

qui est proportionnel a la pente a l'origine de la courbe (Figure IV.32). Le rayon de giration

est égal a la racine carré de trois fois la pente.
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Figure IV.32 : Représentation de Guinier des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA
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Les valeurs calculées de Rg a partir de cette représentation sont de 102 + 2 A pour les NPs
Au-PMAA-2 et 84+ 1A pour les NPs Au-PHEMA-PMAA.

Dans le domaine des q intermédiaires, la valeur de I'exposant de g donne une indication sur
la géométrie des objets. Si la décroissance est en g™, 'objet a une interface nette comme
dans le cas d’une sphere alors que si la décroissance est en q'z, comme dans le cas de nos
spectres ici, il s’agit d’une chaine gaussienne (chaine de polymére en solution). Les signaux
sont donc ajustés par un modeéle de Debye dont le facteur de forme s’écrit :

(IV-7)
2 (eCTReD — 1 4+ ¢?Rg?)

(9*Rg?)*?

P Chaine (Q; Rg) =

ou Rg représente le rayon de giration d’une chaine gaussienne de polymére. Ce modele de
Debye est un modele simplifié car il ne tient pas compte du greffage. Les signaux obtenus
puis ajustés sont représentés sur la Figure IV.31. La valeur de Rg déterminée est de 120 + 3 A
pour les NPs Au-PMAA-2 et de 90 + 1 A pour les NPs Au-PHEMA-PMAA. Ces valeurs sont
proches de celles calculées par le modéle de Guinier et valident I'utilisation du modéle de

Debye.

Des ajustements ont également été faits avec un modele plus complexe, le modéle hairy-
sphere (voir chapitre Il), qui rend compte d’une sphére dure greffée de chaines gaussiennes.
Cependant, bien que la courbe d’ajustement se superpose trés bien a la courbe
expérimentale, les paramétres déterminés suite a cet ajustement (rayon du cceur, rayon de
giration des chaines et nombre de chaines par particule) sont aberrants avec pour certains
des valeurs négatives. Ce modele est valable pour une nanoparticule dont le cceur est
suffisamment gros. Un autre modele dit d’étoile*” ou la taille du coeur est petite a également
été utilisé. De nouveau, il est possible de faire des ajustements qui se superposent a la

courbe expérimentale mais les valeurs obtenues sont aberrantes.

En DNPA, il est également possible de calculer la masse des objets diffusants M,, a partir
d’études en concentration. Cette masse apparente se détermine par la mesure de l'intensité
diffusée des objets a différentes concentrations. Comme précédemment, ces concentrations
doivent étre suffisamment faibles pour que le facteur de structure soit considéré égal a 1.
Pour chaque concentration, la valeur de l'intensité diffusée a q=0 est extrapolée pour

calculer la masse apparente a partir de I'expression suivante :
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(Iv-8)

I
lim (;") = K2M(1 — 2MA,c + ) avec K* =
c—

Avec |l l'intensité de diffusion a g = 0 de I'objet diffusant de masse M, de longueur de
diffusion b, de volume spécifique v, a la concentration ¢ dans un solvant de longueur de
diffusion by et de volume spécifique vy. L'objet diffusant est un polymére composée de N
unités monomeres de longueur de diffusion by, de masse m; et de volume spécifique v; avec
M=Nmgy, v=0; et b=Nb;. A, est le second coefficient de viriel qui traduit les interactions entre

objets.

Aprés avoir calculé K* pour chaque concentration, on peut déduire la valeur de la My, a
partir de I’équation (IV-8) :
(1Iv-9)

M Iy
app = 12,

Pour les NPs Au-PMAA-2, la valeur trouvée pour la masse de la couronne de polymere est
d’environ 21000 g/mol. Si on divise par la masse d’une chaine de polymére, on détermine la
densité de greffage de chaines par NP. Ici, cette valeur est de 4,6 chaines par NP. Pour les
NPs Au-PHEMA-PMAA, la valeur trouvée pour la masse de la couronne de polymeére est

d’environ 21850 g/mol, ce qui équivaut a 4,4 chaines par NP.

Mapp IVlnchaine

IO (Cm-l) Rg (A) dgreffage
(g/mol)  (g/mol)

Au-PMAA-2 0,53+0,02 120+3 21000+800 4600 4,6+0,2

Au-PHEMA-PMAA 0,49+0,01 901 21850+450 5000 4,4+0,1

Tableau IV.9 : Valeurs estimées d’ly, Rg, M, et les dgyefrage déduites pour les NPs

Il est possible de déterminer une densité moyenne de greffage par nm? a partir du rayon
estimée en SAXS et la densité de greffage par NP estimée en DNPA : 0,16 chaines par nm?
pour les NPs Au-PMAA-2 et 0,11 chaines par nm? pour les NPs Au-PHEMA-PMAA. Ces
densités sont bien dans I'ordre de grandeur des valeurs trouvées dans la littérature™*® qui

sont inférieures a 1 chaine/nm?2.
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Ces données sont comparées aux densités de greffage calculées a partir des valeurs
mesurées en ATG. A partir du ratio or sur polymére (déterminé en ATG) et de la taille des

NPs d’or, on peut estimer une densité de greffage.

d greffage dgreffage
Chaines par nm?
ATG DNPA
Au-PMAA-2 5,5 0,16
Au-PHEMA-PMAA 7,7 0,11

Tableau IV.10 : Densités de greffage estimées en ATG et en DNPA

Le Tableau 1V.10 présente la non-concordance entre les valeurs d’ATG et celles de DNPA. Les
valeurs calculées en ATG sont aberrantes car elles tiennent compte de tout le polymere
présent dans la solution alors que la DNPA ne voit que le polymeére greffé sur la NP. Ce calcul
permet de mettre en évidence la présence de polymére libre en solution. Sa présence est un

parameétre important dont il faudra tenir compte pour la suite des études.

Suite a I'analyse et la caractérisation fine des nano-objets en solution, nous avons aussi
étudié leur toxicité vis-a-vis de cellules. Ces mesures sont indispensables pour des

applications dans le domaine biomédical.

IV.4 Tests de cytotoxicité in vitro

La cytotoxicité des NPs greffées de polymeéres a été évaluée par des tests MTT. De méme
gue précédemment (voir chapitres Il et lll), ces tests sont réalisés sur une lignée cellulaire
d'une souris male de type fibroblastes (lignée L929). L’activité mitochondriale des cellules

est suivie par spectrophotométrie a 570 nm.

La toxicité des NPs Au-PMAA-2 a été évaluée a différentes concentrations massiques (0 a
1000 pg/mL). La Figure IV.33 présente l'activité mitochondriale (indicateur indirect de la
viabilité cellulaire) des cellules L1929 incubées pendant 48 h avec ces différentes

concentrations d’Au-PMAA-2.
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Figure IV.33 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PMAA-2 (test MTT)

Les cellules incubées avec des concentrations en NPs égales ou supérieures a 400 ug/mL

montrent une viabilité cellulaire a la limite du seuil de cytotoxicité (70 %) compte-tenu des

barres d’erreurs. De plus, cette toxicité semble stagner a partir de cette concentration (entre

50 et 60 % de viabilité). Pour les concentrations inférieures a 400 pg/mL, la viabilité est

supérieure a 70 %.

ug/mL.

La toxicité des NPs

Les NPs d’Au-PMAA-2 ne montrent de cytotoxicité qu’a partir de 400

Au-PHEMA-PMAA a également été évaluée a différentes concentrations

massiques (0 a 1000 pg/mL).
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Figure IV.34 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PHEMA-PMAA (test

MTT)
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La Figure 1V.34 présente l'activité mitochondriale des cellules L929 incubées pendant 48h
avec différentes concentrations d’Au-PHEMA-PMAA. Ici, la limite du seuil de cytotoxicité
n’est atteinte qu’a partir de 500 pg/mL mais la viabilité des cellules diminuent fortement
ensuite avec I'augmentation de la concentration. En-dessous de 500 pg/mL, on peut

considérer que les NPs Au-PHEMA-PMAA ne sont pas cytotoxiques.

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre, lors des études des tests de
radiosensibilisation in vitro de NPs, la concentration utilisée est en unité molaire ou
atomique. Nous avons choisi de comparer les résultats obtenus avec des études travaillant
en concentration massique pour éviter toute erreur. Ces premiéres études préliminaires de
cytotoxicité montrent que les NPs d’or greffées de polyméres ne sont cytotoxiques qu’a
partir de concentration de I'ordre de 400 pug/mL. Dans la littérature, il n’y a pas d’essais faits
dans les mémes conditions (lignée cellulaire, coating, et gamme de concentration).
Néanmoins, des NPs d’or coatées avec des molécules extraites de fruits ont été incubées
avec les mémes cellules et n’ont pas montré de cytotoxicité dans la gamme de concentration
étudiée (0-200 pg/mL)*®. Dans cette gamme de concentration, la présence de polymeéres
n’induit pas de toxicité. Peu de travaux montrent la toxicité des NPs a des concentrations au-
dela de 200 pg/mL et nous n’avons pas trouvé de résultats impliquant la cytotoxicité de NPs
d’or sur une lignée cellulaire L929%. Kim et coll’®. ont étudié la cytotoxicité de NPs d’or
greffées de PEG sur une lignée cellulaire HepG2 issue d’un hépatocarcinome d’origine
humaine. Les résultats ont montré que les NPs n’étaient pas toxiques pour des
concentrations allant jusqu’a 1000 pg/mL (90 % de viabilité cellulaire). Dans notre cas, a de
telles concentrations, les NPs affichent une toxicité faible dans le cas des NPs Au-PMAA-2 (60
% de viabilité cellulaire) et une toxicité importante dans le cas des NPs Au-PHEMA-PMAA (15
% de viabilité cellulaire). Il est difficile de comparer ces résultats qui n’ont pas été faits sur la
méme lignée cellulaire, avec en outre l'utilisation de cellules cancéreuses dans I'un des deux

cas. De plus, le PEG est connu pour sa biocompatibilité supérieure aux autres polyméres.

Les NPs d’or greffées de polymeére et de principe actif (Au-PMAA-DOX) ont également été
mises en contact avec des cellules L929 pour évaluer leur cytotoxicité a différentes

concentrations massiques (0 a 1000 pg/mL).
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Figure IV.35 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PMAA-DOX (test MTT)

Sur la Figure 1V.35, on observe que de 200 a 900 pg/mL, le pourcentage de viabilité cellulaire
n’excéde pas 20 %. Ces NPs sont bien plus toxiques que les précédentes. Amjadi et coll*. ont
étudié la cytotoxicité de la doxorubicine sur les cellules L929 avec des concentrations allant
de 10 ng/mL a 1 mg/mL. Il s’avere que la doxorubicine est cytotoxique dés 10 ng/mL avec un
pourcentage de viabilité cellulaire d’environ 65 %. Sur les NPs Au-PMAA-DOX, la
doxorubicine est présente a 2,5 %. On estime donc que la gamme de concentration étudiée
ramenée a celle de la DOX est comprise entre 5 et 22,5 ug/mL. Amjadi et coll. ont trouvé que
pour 10 pug/mL, le pourcentage de viabilité cellulaire s’éléve a environ 17 %. Dans le cas des
NPs, Au-PMAA-DOX, pour cette concentration de DOX, celui-ci s’éleve également a 20 %. En
revanche, la cytotoxicité des NPs est la méme pour des concentrations comprises entre 200
et 900 pg/mL, alors qu’avec la DOX seule, le pourcentage de viabilité cellulaire chute avec

I’augmentation de la concentration (de 10 ng/mL a 1mg/mL).

Un second test a été fait sur ces NPs qui rend compte de I'intégrité membranaire et donc de
la cytotoxicité des NPs directement : le test LDH (lactate déshydrogénase). La LDH est une
enzyme cytosolique présente dans de nombreux types de cellules. Lorsque ces cellules sont
endommagées, la LDH passe en milieu extracellulaire. Cette enzyme catalyse alors la
conversion du lactate en pyruvate grace a la présence de NAD" (Nicotinamide adénine
dinucléotide) qui est une coenzyme d'oxydoréduction présente dans toutes les cellules
vivantes. Le NADH formé par réduction du NAD" va a son tour réduire un sel de tétrazolium
(chlorure de 2-(4-iodophényl)-3-(4-nitrophényl)-5-phényl-2H-tétrazolium ou INT) en un

produit formazan rouge qui peut étre mesuré a 490 nm. La quantité de formazan formée est
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directement proportionnelle a la quantité de LDH libérée dans le milieu. Une augmentation
du niveau de LDH extracellulaire indique une perméabilisation de la membrane cellulaire, et

donc une cytotoxicité.
OH o
LDH

O 4+ NAD' = — O + NADH
HsC HsC

Lactate OH Pyruvate  gn

Figure IV.36 : Conversion du lactate en pyruvate par réduction de NAD" en NADH

Ce second test a été fait dans les mémes conditions que le test MTT. Le protocole du test

LDH est développé en Annexe 1.

La limite du seuil de cytotoxicité étant fixée a 70 % de viabilité cellulaire lors des tests MTT,
on considérera, pour ces tests, les échantillons cytotoxiques lorsque le pourcentage de

cytotoxicité sera supérieur a 30 %.

La cytotoxicité des NPs Au-PMAA-DOX a été évaluée a différentes concentrations massiques
(0 a 1000 pg/mL) par ce test.
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Figure IV.37 : Cytotoxicité (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PMAA-DOX (test LDH)

La toxicité des cellules L929 en présence de NPs Au-PMAA-DOX augmente progressivement

avec la concentration. Néanmoins, ce pourcentage n’est pas trés élevé. En effet, méme a
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900 pg/mL, le pourcentage de cytotoxicité est de 16 % donc en dessous du seuil fixé a 30 %.
Ici, les tests LDH indiquent une cytotoxicité moins importante que celle indiqué par les tests
MTT. Le test LDH est lié directement a la toxicité sur les cellules via la mesure de la
destruction de la membrane de la cellule alors que le test MTT mesure l'activité
mitochondriale qui n’est pas directement liée a la cytotoxicité. Cette différence de toxicité
peut s’expliquer par le fait que la présence de DOX puisse altérer le bon fonctionnement des
cellules (activité mitochondriale) sans pour autant entrainer sa mort cellulaire. Dans la
littérature, les tests LDH sont réalisés en mesurant le relargage de LDH dans le milieu

extracellulaire. Alyane et coll*?

. ont suivi le relargage de LDH lorsque des cellules H9c2,
cellules cardiomyoblastes de rat, sont mises en contact avec différentes concentrations de
DOX seules. Pour 10 uM en DOX, soit 5,8 ug/mL, il y a déja 80 % de relargage de LDH (soit 80
% de cytotoxicité). Ce qui est beaucoup plus important que les taux que I'on observe avec les

NPs Au-PMAA-DOX a la plus grande concentration (16 % a 22,5 ug/mL).

Les différents tests de cytotoxicité faits sur les différentes NPs d’or greffées de polymeéres
ont montré que la toxicité des NPs était limitée jusqu’a une certaine concentration qui ne

dépasse pas celle utilisée en général pour des applications in vivo.
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IV.5 Conclusion

Au cours de ce chapitre, la synthése de nano-objets de types NPs d’or greffées de polymere
a été présentée. La méthode « grafting to » choisie ici consiste a polymériser différents types
de ligands polymeéres et a les utiliser pour la synthese des NPs d’or in situ. Les ligands
polyméres sont des polyméthacrylates obtenus par ATRP qui seront ensuite hydrolysés pour
étre soluble dans I'eau. Les NPs d’or greffées de polymeres sont donc synthétisées par

réaction de sels d’or en présence de ces ligands et d’un réducteur.

D’abord, la spectroscopie UV-Vis a confirmé la synthése de NPs d’or sphériques, tandis que
la RMN 'H indique la présence de polyméres a la surface de ces NPs. Différents types de
nano-objets ont ainsi été obtenus par modification de la nature de la couronne polymere ou
copolymere, en utilisant divers monomeres (MAA, HEMA, PEGMA). On a également montré

gu’un principe actif (la doxorubicine) pouvait étre greffé sur ces objets.

Une caractérisation des nano-objets plus fine en trois étapes a ensuite été détaillée. La
composition de la couronne de polymére a été analysée par XPS, ATG puis ICP-MS qui ont
mis en évidence la présence de sodium et de polymére libre. Ensuite, la taille du coeur
métallique a été étudiée par des méthodes de microscopie et de diffusion de rayons X. La
microscopie a mis en évidence une non-agrégation du coeur métallique sphérique. Par SAXS,
I'ajustement du signal par un modele de sphére dure permet d’obtenir une taille moyenne.
A partir de cette technique, il est également possible de déterminer la surface spécifique

totale des NPs d’or en solution.

Enfin, la taille et la forme des nano-objets dans leur ensemble ont été caractérisées par
diffusion de neutrons aux petits angles. Le signal obtenu est typique de celui de chaines
gaussiennes. Les rayons des objets estimés par I'approximation de Guinier et par un modele
de Debye (chaines gaussiennes) sont d’environ 10 nm. Il est également possible d‘estimer la
masse apparente d’un nano-objet et ainsi de remonter au nombre de chaines par NP. La
densité de greffage par nm? calculée a partir des valeurs de SAXS et DNPA est de 0,16
chaines/nm? pour les NPs Au-PMAA-2 et de 0,11 chaines/nm? pour les NPs Au-PHEMA-

PMAA. La taille et la structure de chaque NP sont représentées sur la Figure IV.38.

A partir de ces données et par comparaison a I’ATG, nous avons confirmé la présence de
polymeére libre en solution. Ce polymére en solution a certainement co-précipité avec les NPs

durant les cycles de précipitation/centrifugation.
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Enfin, des tests de cytotoxicités ont montré que les NPs ne présentent pas de toxicité envers

les cellules pour des concentrations inférieures a 400 pg/mL. En présence de DOX, la toxicité

augmente radicalement.
Au-PMAA-2 Au-PHEMA-PMAA

Rg=12 nm Rg=9nm

M

A

A

Rc=1,5nm Rc=1,8 nm

Figure IV.38 : Tailles et structures des NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA
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Chapitre V : Irradiation de nanoparticules d’or greffées de polymeres

Dans ce dernier chapitre, nous allons nous intéresser au comportement sous irradiation des
nanoparticules d’or greffées de polymeres dont la synthése et la caractérisation ont été
détaillées dans le chapitre précédent. L’irradiation de ces systemes est conduite dans le but
d’identifier les mécanismes impliqués lors de la radiosensibilisation par des nanoparticules
d’or. Pour évaluer l'effet des nanoparticules d’or sur I'amplification de I'effet des
rayonnements dans un milieu, nous proposons d’étudier les dégradations qui ont lieu dans
le périmetre proche des nanoparticules. Les nanoparticules d’or greffées de polymeres
entrent parfaitement dans les criteres de cette étude. En effet, I'effet de I'irradiation sur les
polyméres peut étre quantifié en termes d’efficacité de dégradation des chaines polymeéres

mais également en termes de localisation des sites de dégradation.

Toutefois, avant d’étudier ces phénomeénes de dégradation, nous avons souhaité nous
assurer que les nanoparticules d’or greffées de polymeére avaient bien un effet

radiosensibilisant.

V.1 Preuve de radiosensibilisation

Les tests de radiosensibilisation sur les nanoparticules ont été faits au CEA-INSERM de Nice
par I'’équipe de Béatrice CAMBIEN du Laboratoire TIRO (UMR E4320). Des cellules
colorectales cancéreuses de rat exprimant le transporteur d’lode NIS ont été mis en contact
avec des solutions de nanoparticules d’or greffées de poly(acide méthacrylique) (PMAA)
dans 'eau a différentes concentrations. Ensuite ces cellules ont été irradiées en interne par
de l'iode 131 radioactif (dont I'activité est de 10 uCi) déposé directement sous forme de
solution sur les cellules. L'iode 131 radioactif est un émetteur de type B qui va s’accumuler
dans les cellules grace au transporteur NIS. || émet des électrons de 961 keV donc des
rayonnements proches des électrons Comptons issus des rayons gamma utilisés dans nos
études. Les irradiations se font en présence ou en absence de perchlorate qui est un

inhibiteur NIS et donc un inhibiteur de l'irradiation interne des cellules.

Les résultats préliminaires obtenus sont résumés dans le diagramme de la Figure V.1. A des
concentrations de 0,2 mg/mL et 0,02 mg/mL, un effet radiosensibilisant des NPs est
clairement observé avec une diminution significative de la survie cellulaire. La présence de

perchlorate permet d’évaluer la toxicité intrinséque des nanoparticules (NPs). Lorsque les
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NPs sont absentes, le pourcentage de cellules viables est d’environ 60 % avec ou sans

inhibiteur. Les cellules sont donc trés radiorésistantes.

Viabilité
(Nombre de clones)

I Présence de perchlorate = sans irradiation
so | [l Absence de perchlorate = avec irradiation

70 +
60—-
50—-
40
30—.
20

10 +

0 -

Sans NPs 0,02 mg/mL 0,2mg/mL 2 mg/mL

Figure V.1 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de nanoparticules Au-PMAA apres
irradiation par l'iode 131 et de I'absence ou la présence de perchlorate

En présence de NPs, on observe une toxicité uniqguement a 2 mg/mL de NPs avec un
pourcentage de cellules viables qui diminue jusqu’a 23 % en absence d’irradiation. Les NPs a
des concentrations de 0,2 mg/mL et 0,02 mg/mL respectent le seuil de viabilité cellulaire.
Ces données sont en accord avec les études de cytotoxicité présentées dans le chapitre
précédent qui indiquaient une cytotoxicité a partir de 400 pg/mL sur des lignées non
cancéreuses.

On peut déterminer un facteur d’augmentation de la dose d’irradiation (DEF) en comparant
le pourcentage de viabilité cellulaire avec et sans irradiation. Ce facteur est de 1,9 aux deux
concentrations de 0,2 mg/mL et 0,02 mg/mL. Cette valeur de DEF est comparable a celles

trouvées dans les études de radiosensibilisation présentées en Annexe 5.

Maintenant que l'effet radiosensibilisant des NPs synthétisées a été prouvé, on peut
s'intéresser a déterminer les différents mécanismes liés a ce phénomene et en particulier, la
localisation et I'amplification éventuelle des phénoménes radiolytiques liés a la présence de
NPs. Dans un premier temps, on s’intéresse a l'utilisation de I'action radiolytique sur les
polymeres greffés pour I'identification des exaltations de production de radicaux éventuels.
Ensuite, la production de radicaux en présence d’or est caractérisée. Enfin, on va chercher a

déterminer s’il y a la production éventuelle de composés toxiques stables apreés irradiation.
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V.2 Etude des nanoparticules d’or greffées de polymeres irradiées

Les solutions de NPs d’or greffées de polyméres sont irradiées par des rayons gamma en
milieu oxygéné. Ici, les irradiations n’ont pas été menées sous atmospheére inerte car le
PMAA n’est pas connu pour se dégrader dans ces conditions’. De plus, les irradiations ont

été conduites a 4000 Gy et 20000 Gy afin d’amplifier les effets de I'irradiation.

Apres la synthése des Nps d’or greffées de polymeéres, nous avions rencontré des difficultés
pour séparer les chaines libres des objets greffés. La purification par centrifugation dans le
MeOH n’avait pas permis complétement cette séparation. Aprés irradiation des solutions de
NPs d’or greffées de polymeéres, il reste important de séparer les chaines libres de polymeéres
issues de la synthese et de l'irradiation, des nano-objets irradiés. La nature des chaines libres
en solution et celle du polymeére greffé sur la NP étant la méme, nous avons continué a

rencontrer des difficultés pour les séparer.
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Figure V.2 : Séparation des NPs d'or greffées de polymére aprés irradiation
V.2.1 Les difficultés rencontrées lors de la séparation

Pour obtenir la séparation, apres irradiation, nous avons essayé de faire précipiter les NPs
d’or en gardant le polymeére libre en solution avec un mauvais solvant des NPs mais pas du
polymere libre. Le choix du solvant est tres vite limité lorsqu’il doit respecter cette condition
et en plus étre miscible dans I'eau. Les solvants utilisés sont le tétrahydrofurane (THF),

I’éthanol, I'acétonitrile, le méthanol, I'acétone...

La méthode a été optimisée sur les NPs d’or greffées de PMAA-1 car leur couronne de
polymeére est moins grande limitant I'effet stabilisant dans I'eau.

Apres ajout de solvant dans la solution de NPs, une centrifugation a 4000 tours/min pendant
au moins 5 min est effectuée. On choisit une vitesse de centrifugation modérée afin d’éviter
la précipitation du polymeére libre. Parmi les solvants utilisés, c’est le THF qui semble étre le
meilleur solvant de séparation/purification. La séparation n’est pas totale comme I’atteste
une coloration légéere du surnageant, particulierement sur les témoins non irradiés.

Pour optimiser la séparation, nous avons séché partiellement les solutions pour évaporer le

maximum d’eau. On joue sur des différences subtiles de solubilité du polymeére libre et des
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nano-objets plus lourds pour précipiter les NPs et garder le polymére libre en solution. La
solution concentrée est précipitée dans du THF puis centrifugée a 4000 tours/min pendant 5
min. Le surnageant obtenu est incolore permettant d’analyser de maniére précise en CES la
présence de polymeres.

Le précipité obtenu est analysé en ATG et montre un pourcentage de matiére organique plus
faible que les nanoparticules avant irradiation.

Malgré ces limites, ce protocole, s’est avéré meilleur que d’autres approches, en particulier
la dialyse. En effet, un suivi UV-Visible du polymére libre a révélé qu’il ne traversait pas les

membranes méme a seuil de coupure en poids moléculaire élevé.

Le protocole de séparation détaillé ci-dessus a été appliqué aux NPs d’Au-PMAA-2 et Au-
PHEMA-PMAA irradiées. Dans les deux cas, un surnageant incolore est obtenu. Une analyse

thermogravimétrique permet rapidement de déterminer si la séparation a bien eu lieu.

Au-PMAA-2 71 53

Au-PHEMA-PMAA 73 73

Tableau V.1 : Pourcentages de perte de masse des NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA avant et apreés
irradiation a 20000 Gy (et précipitation)
Pour les NPs Au-PMAA-2 irradiées a 20000 Gy, le protocole de séparation met en évidence
une diminution de la perte de masse. On est donc capable de mettre en évidence que du
polymeére présent initialement sur les nanoparticules a été relargué dans le surnageant. Dans
le cas des NPs Au-PHEMA-PMAA, le pourcentage de perte de masse ne change pas par
rapport aux NPs non irradiées. Le PMAA est plus soluble dans I'eau que le PHEMA-PMAA, lui
permettant d’étre soluble méme dans des quantités tres faibles d’eau et ainsi passer dans le

surnageant en présence de THF, alors que le PHEMA-PMAA n’est pas suffisamment soluble.

A ce stade, il est aussi important de garder en téte que juste aprés la synthése des NPs, une
guantité non négligeable de polymeére libre n’est pas éliminée. La quantité de polymeére issue
de la précipitation ne provient donc pas seulement du polymere greffé irradié (voir Figure
V.2). Il y a donc une possibilité de contamination par du polymére libre dont on doit tenir

compte lorsque I'on conduit les analyses de la particule irradiée.
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V.2.2 Etudes de la particule irradiée et du surnageant issu de la séparation

Dans cette partie, les différentes parties issues de l'irradiation et de la précipitation vont étre
étudiées : d’'une part, la particule et sa couronne puis la couronne détachée des particules et

comparée au polymeére dans le surnageant.

V.2.2.1 Etude de la particule métallique et de sa couronne polymére

Suite a la purification, le précipité obtenu aprés centrifugation a été analysé par différentes
méthodes. La RMN 'H nous donne des informations sur la composition des ligands a la

surface des NPs et I’XPS permet de quantifier les modifications de fonctionnalités chimiques.

V.2.2.1.1 Analyse RMN *H

a) b)
—— Avant irradiation —— Avant irradiation
——— 4000 Gy —— 4000 Gy
|
|
|
/ M
3 2 1 4 3 2 1 0
ppm ppm

Figure V.3 : Spectres RMN 'H avant et apres irradiation des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA

Les NPs d’Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA irradiées dans le D,O a une concentration de 10

mg/mL ont été analysées en RMN H puis comparées aux mémes solutions non irradiées.

Les spectres RMN *H de la Figure V.3 montre que la structure des polyméres a la surface des
NPs n’a pas changé significativement pour les deux systemes. Il n’y a pas de modification de
largeur de pic pouvant suggérer des différences de solubilité. De légeres différences sont
observées pour les NPs Au-PMAA-2 a 1,2 et 2 ppm qui peuvent étre dues a des variations de
pH observées suite a l'irradiation des solutions de NPs (on passe d’un pH de 6,6 avant

irradiation a un pH de 6,4).
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V.2.2.1.2 Analyse XPS

La spectroscopie photoélectronique induite par rayons X a été utilisée ici pour quantifier les

différences apreés irradiation sur les liaisons du carbone et de I'oxygéne.

Le spectre XPS des NPs Au-PMAA-2 témoins (mises en solution puis précipitées) est
représenté sur la Figure V.4. Le spectre global a la méme allure que le spectre XPS des NPs
non précipitées de la figure IV.23 avec la présence d’oxygene, de carbone, d’or et de sodium.

De plus, on retrouve les mémes déconvolutions des pics 1s de I’oxygene et du carbone.

1 1 v 1 1
Cils C-C
Au 4f7
{ O1s coc Au 45 1
| 0-C=0 \ |
c-0 /| \c=0 S
\/ / / </ N
adsorbats// oA ‘ : :
- ) 292 288 284 -
O 1s ‘ ‘ ‘
1 540 536 532 528 92 88 84 80
| Na 1s C1s
Na KLL ]
Au 4f
T T T T T T T T T T T
1200 1000 800 600 400 200 0

Energie de liaison (eV)

Figure V.4 : Spectre XPS des NPs Au-PMAA-2 issues de la précipitation
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Figure V.5 : Spectre XPS des NPs Au-PMAA-2 irradiées a 20000 Gy issues de la précipitation

La Figure V.5 représente le spectre XPS des NPs Au-PMAA-2 irradiées a 20000 Gy dans I'eau
puis précipitées. Le pic 4f de I'or est plus intense que précédemment atteignant méme une
intensité supérieure a celle des pics de I'oxygéne et du carbone. Le méme phénoméne est
observé pour les NPs Au-PHEMA-PMAA.

Il semblerait que la couche organique soit présente en quantité moins importante sur les

NPs apreés irradiation. Il est possible de faire une quantification a partir de ces spectres.

% concentration atomique Au C O Na

Au-PMAA-2 témoin 1 68 28 3

Au-PMAA-2irr.20000Gy 6 64 25 5

Tableau V.2 : Concentrations atomiques en % des différents éléments analysés en XPS pour les NPs Au-
PMAA-2

Les pourcentages atomiques correspondants suggerent des quantités d’or en surface
beaucoup plus importantes. En termes purement analytiques, ces données ne sont pas
compatibles avec les faibles variations observées en ATG (voir Tableau V.1). L'augmentation

apparente du pourcentage d’or correspondrait donc plutét a un changement de la
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répartition or polymeére dans I’échantillon séché et analysé, rendant I'or plus visible suite a

I'irradiation.

Hormis, le changement d’intensité des pics, il n’y a pas de modification des types de liaisons
ni pour les NPs Au-PMAA-2 ni pour les NPs Au-PHEMA-PMAA (voir Annexe 3) suite a
Iirradiation. Le polymeéere ne subit pas de changement de type oxydation dans des

proportions détectable par I’XPS.

Suite a I'analyse de la particule irradiée dans sa globalité, et en suivant le schéma de la
Figure V.2, on s’est intéressés a détacher la couronne de polymere irradiée présente sur la
NP.

V.2.2.2 Etude de la couronne détachée et sa comparaison avec le polymeére libre

V.2.2.2.1 Détachement de la couronne de polymeére a la surface des nanoparticules

Afin d’évaluer les phénomenes qui ont lieu sur les polyméres, on va les dégreffer de la NP

puis suivre leur évolution selon différentes techniques d’analyses.

Le dégreffage des NPs a été fait via la rupture de la liaison or-soufre par réaction avec de

I'iode, suivant une adaptation de la méthode d’Ohno”.

La solubilité de ces polymeres étant différente de celle du poly(méthacrylate de méthyle)
(PMMA) utilisé par Ohno et Kim, la réaction a été faite dans I’eau. La solution d’iode est en
fait une solution dite de « gold etchant » disponible commercialement a 5 % en poids d’iode
dans I'eau. Cette solution va rompre la liaison or-soufre mais également dissoudre la NP
d’or® comme le montre la Figure V.6. 10 mg de NPs sont solubilisés dans 2 mL de cette
solution puis laissés sous agitation pendant une nuit a température ambiante. La solution

noire obtenue est centrifugée pour éliminer toutes les impuretés insolubles.

Dissolution de
la NP

v Gold Etchant
S/\/O Br K, I,, Au**, polymére dégreffé
']\ 5 Ho X0 KIft;

Rupture de la
liaison or-soufre

Figure V.6 : Dégreffage des chaines polymeéres de la NP d’or
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La dialyse a été utilisée comme technique de purification. Nous avons au préalable vérifié
gue nos conditions de dialyse ne permettaient pas au polymere de passer la membrane et
que son indice de polymolécularité, I, n’était pas modifié apres traitement. Cette technique
simple est donc choisie pour éliminer les sels d’or solubles dans I'’eau et la solution de gold
etchant. On ne peut cependant pas ignorer le risque de perte de tous petits fragments par

cette méthode. La solution incolore récupérée apres la dialyse est concentrée puis analysée.

V.2.2.2.2 Analyse par spectroscopie infrarouge

e Couronne de PMAA dégreffée

La Figure V.7 présente les différents spectres infrarouge des couronnes polymeres avant
irradiation puis a 4000 Gy et 20000 Gy pour les NPs Au-PMAA-2.

0,06 4

T T
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2 %% 20000 Gy
2 0,044
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Figure V.7 : Spectres infrarouge des couronnes de polymeéres des NPs Au-PMAA-2 apreés irradiation

Les spectres infrarouges de la Figure V.7 présentent les pics caractéristiques du ligand
PMAA-DS-2. Aprés normalisation des spectres par le pic correspondant aux vibrations
d’élongation des liaisons C-H des groupements CHs, on n’observe pas de variation d’intensité
de pics. Les spectres infrarouges avant et apres irradiation des NPs Au-PHEMA-PMAA
présentent aussi les pics caractéristiques du ligand PHEMA-PMAA-DS sans variation des
intensités. Cela confirme la RMN et I’XPS faites sur la couronne avant détachement. Ces

résultats sont comparés a ceux du polymere libre.
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Figure V.8 : Spectres infrarouge des polymeéres libres des NPs Au-PMAA-2 apres irradiation
La Figure V.8 montre les spectres FTIR des polymeres libres pour les NPs Au-PMAA-2 sous
I'effet de l'irradiation. Ces polyméres libres sont issus de la séparation et sont représentés
dans la Figure V.2 dans le surnageant. Les spectres ont tous les mémes pics caractéristiques
du ligand PMAA-DS-2. Les spectres ne présentent pas de grande différence les uns par
rapport aux autres une fois normalisés. Seul le spectre des NPs irradiées a 20000 Gy montre
qguelques différences par rapport aux autres spectres avec une diminution de la bande de

vibration des groupements CHs ainsi qu’un spectre légérement différent a partir de 900 cm™.

On n’a donc pas de signature de modifications chimiques des polymeéres de la couronne et

libres : I'unité monomeére reste la méme suite a la dégradation par irradiation.

V.2.2.2.3 Analyse et comparaison du polymeére dégreffé et du polymeére libre par

chromatographie d’exclusion stérique (CES)

Pour vérifier que le protocole de dégreffage n’a pas d’effet ni d’influence sur la masse
molaire des chaines de polymére, le méme protocole a été appliqué sur le ligand polymeére.
Le PMAA-DS-2 qui a subi le traitement avec I'iode donne en CES un pic a 5200 g/mol avec
une polymolécularité de 1,2. Le protocole ne semble pas avoir d’influence sur la distribution

des masses molaires des chaines.
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Figure V.9 : Chromatogrammes des couronnes de polymeéres des NPs Au-PMAA-2 apreés irradiation

Des solutions de NPs Au-PMAA-2 a 10 mg/mL dans l'eau avant et aprés irradiation sont
précipitées puis leur couronne polymere est détachée et analysée en CES. Sur la Figure V.9,
leurs chromatogrammes sont représentés. Apres irradiation, les masses des polymeéres

constituant les couronnes diminuent en fonction de la dose.

M

(g/mol)

0 Gy 4900 1,6

4000 Gy 2900 1,2

20000Gy 2500 1,1

Tableau V.3 : M, et |, des couronnes de polyméres des NPs Au-PMAA-2 aprés irradiation

La diminution de la masse molaire avec l'irradiation montre que le polymére subit des
scissions majoritairement et non de la réticulation®. De fait, le poly(acide méthacrylique) est
connu pour ne subir principalement que des scissions lors de l'irradiation par des rayons
gamma contrairement au poly(acide acrylique) (PAA) plus connu pour se réticuler.” Cette

observation est en accord avec sa structures.

Dans le cas du PMAA, I'arrachement d’hydrogeéne se produit soit sur la chaine latérale

(radical 2) soit sur la chaine principale (radical 1). Le radical 2 se transforme en radical 1 par

transfert intramoléculaire.
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Figure V.10 : Arrachement d’hydrogéne sur le PMAA

Le radical 1 subit une rupture de chaines par une scission en B conduisant a la formation
d’un radical en bout de chaines (radical 3) et une molécule insaturée terminale (4). Le radical
3 formé peut subir a son tour une scission B conduisant de nouveau a un radical 3 et au

monomere MAA (5).

CHs CHs CHs c|:H3 CHs C|H3
CH,-C——CH,—C CHQ-(l:—CH'—- S CH2-<‘: CH,—C——CH, + C=—cCH—
CO, CO, CO, CO, O, Co,

1 3 4
CHy (|3H3 CH, CH,
CH,-C CH2—(|3 CH, = CH2—C|—CH2 + c—cH,
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3 3 5

Figure V.11 : Scission de chaines et dépolymérisation du PMAA

Dans notre cas, nous cherchons a quantifier et a localiser les scissions par rapport a la

particule d’or.

Du point de vue de la localisation, il existe plusieurs types de scission ou coupure (Figure
V.12). La coupure pourcentage et la coupure aléatoire générent deux fragments de
polymeéres de tailles différentes avec une coupure qui peut se faire aux deux extrémités de la
chaine de polymeére pour la coupure pourcentage ou n‘importe ou sur la chaine pour une
coupure aléatoire. La scission en milieu de chaine, comme l'indique son nom, a lieu au
centre de la chaine de polymere, donnant deux fragments de tailles identiques. Les deux
derniers types de coupures impliquent plusieurs scissions. On parle de « dézippage »

lorsqu’une partie de la chaine se fragmente en N monomeéres. Il peut également y avoir
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plusieurs coupures a des intervalles fixes délimitées par une liaison faible permettant la

scission ; cette coupure mene a des fragments d’oligomeres de méme taille.

a) Coupure pourcentage et aléatoire

o0 0000000000
| l
[ o & & o0 0000000

000000 o000
b) Coupure centrale
000000000000
l
000000
o0 0000

c) Coupure « zip » : « dézippage »

Vbbb
000000 00000

d) Coupure par liaison faible a des intervalles fixes

o0 0000000000
| |

o000 0000 0000

Figure V.12 : Schéma des différents types de coupure

La quantification des phénomeénes de coupures et de réticulations a partir de la CES est

guant a elle bien connue.

Les phénoménes de coupures et de réticulation sont quantifiés par les rendements

radiolytiques notés G(S) ou G(X) respectivement.

Dans notre cas, le PMAA ne subit que des scissions. Un G(S) de 1,2.10™ mol.J" est obtenu en
tenant compte de la dose recue directement par le polymére. C'est un rendement tres
important qui n’a que peu de rapport avec les valeurs connues a |'état solide pour cette
famille de polymére. En effet, la valeur donnée par I'équipe de Hill® est de 6,2x10” mol.J*

pour des PMAA irradiés a I'état solide.

Pour avoir une valeur de rendement calculé par rapport a la dose recue par I’'ensemble de Ia
solution, et ainsi prendre en compte les effets indirects, on doit revenir au nombre de

scissions par chaine.

195



Chapitre V : Irradiation de nanoparticules d’or greffées de polymeres

Comme dans le chapitre lll, pour évaluer ce nombre de coupures par chaine, nous avons
utilisé I’équation (V-1)® qui rend compte de la masse molaire en nombre aprés dégradation
en fonction de la masse molaire en nombre initial et r le nombre de coupures :

(V-1)
M, (0)
1+ r
A 4000 Gy, il y a en moyenne 0,68 coupures par chaine contre 0,94 coupures par chaine a

M, (irr) =

20000 Gy. Connaissant la concentration en polymere, on détermine ainsi I'équivalent d’'une
concentration en scission et enfin un rendement de scission moyen de 1,6x10”7 mol.J™. Ce
rendement est dans les ordres de grandeur classique des rendements radiolytiques. En
solution, il n’y a pas de données actuellement sur les valeurs de rendements de ce type de
polymere, mais I’équipe de Ulanski® propose une valeur maximum de 6,2x10”7 mol.J* en

supposant que chaque radical issu de la radiolyse de I'’eau peut induire une scission.

Le rendement mesuré ici, est donc cohérent avec un effet indirect dominant les processus de
scission. La régio-sélectivité des coupures dans le polymeére reflete donc les sites ou sont
produits les radicaux. Une analyse détaillée des sites d’attaques est donc faite en suivant
I’évolution de la polymolécularité (voir Tableau V.3).

On fait dans un premier temps I’'hypothése de coupures aléatoires (voir paragraphe

précédent sur les différents types de coupure).

Le modéle de Reed® prévoit I'augmentation de la polymolécularité en fonction du nombre de
coupures aléatoires (voir Annexe 4). Ce n’est pas le cas dans le systeme Au-PMAA, ou plus r
augmente et plus la polymolécularité diminue. Cependant, le modéle présenté par Reed sur
des coupures aléatoires correspond a des polyméres en solution sans hypothése spécifique
sur la forme des distributions en taille.

Dans le modéle d’Inokuti, qui prend en compte explicitement cette distribution, la
polymolécularité n‘augmente pas systématiquement pour des coupures aléatoires, elle peut

étre constante, ou baisser. L'évolution dépend de la distribution en taille initiale.

Cependant, dans notre cas, la distribution initiale est considérée comme étroite (B de 1,6, cf.
Annexe 4), ce qui doit encore amener a une augmentation de la polymolécularité avec

I'augmentation du nombre de coupures.

Il semble donc que des processus de coupure aléatoire ne permettent jamais de rendre

compte de I’évolution d’l, dans notre cas.
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Nous nous sommes donc intéressés aux autres types de coupures. Plutot que de travailler
uniquement avec deux parametres, M, et I,, 'équipe de Bose'! s’est intéressée a I’évolution
des spectres théoriques des poids moléculaires des polyméres (M) en fonction de la fraction
en poids (pnm) pour différents taux de coupure afin de discriminer les différents types de

coupure et ce, pour une distribution en taille initiale de type gaussienne.
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Figure V.13 : Evolution des spectres théoriques des masses molaires des polyméres (M) en fonction de la
fraction en poids (¢y\) pour des coupures aléatoires

Pour les coupures aléatoires (Figure V.13), le pic principal est décalé vers des masses
molaires plus faibles et sa fraction massique reste constante. Un pic vers des masses plus

faibles apparait et sa fraction massique augmente.

Pour les coupures « dézip» (Figure V.14), La position du pic principal se décale
progressivement vers les masses molaires plus faibles lorsque le taux de scission augmente.
De méme, la fraction massique des segments de polymeéres correspondants décroit. Lorsque

les dégradations sont trés significatives, un autre pic apparait aux faibles masses.
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Figure V.14 : Evolution des spectres théoriques des masses molaires des polymeéres (M) en fonction de la
fraction en poids (¢) pour des coupures « unzip »

Avec des coupures pourcentages, les résultats pour un polymére mais avec des

pourcentages de coupures différents sont présentés. Lorsque les coupures se font sur la
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Chapitre V : Irradiation de nanoparticules d’or greffées de polymeres

chaine entre 5 % a 30 % au niveau de ses extrémités (Figure V.15.a), le pic initial est décalé
vers des masses molaires plus faibles avec une diminution de la fraction massique des
segments de polymeres correspondants au profit de I'apparition d’un pic avec une masse
plus faible dont la quantité augmente avec les coupures. Sur la Figure V.15.b, le polymeére
qui subit des coupures sur sa chaine entre 5 % a 10 % au niveau de ses extrémités, voit sa
guantité diminuer trés légérement tandis que sa masse molaire diminue de maniéere plus

importante et progressive.
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Figure V.15 : Evolution des spectres théoriques des masses molaires des polyméres (M) en fonction de la
fraction en poids (¢,,) avec une distribution normale en taille initiale pour des coupures pourcentages de 5 %
a30% (a)etde5%a 10 % (b)

Si I’'on observe de nouveau les chromatogrammes de la couronne de polyméres des NPs Au-
PMAA-2 (cf. Figure V.9), on voit qu’avec les coupures, la masse initiale diminue pour des
masses plus faibles tout en conservant la méme quantité de polyméres apres coupure. Ce
cas de figure se rapproche des coupures pourcentages a 5-10 %. La masse du pic initial
diminue sans qu’il s’élargisse de facon visible et sans que les intensités mesurées en CES
soient significativement affectées. Ses bouts de chaines ne sont pas visibles sur le
chromatogramme car d’une part leur quantité est faible (moins de 10 %) et d’autre part ce
sont des chaines avec des masses trop faibles. Les coupures pourcentages (inférieures a 10

%) pourraient correspondre a des réactions de dépolymérisation en bout de chaine.

Ces observations suggérent que les dégradations subies par la couronne de polymére des
NPs Au-PMAA-2 sont des coupures en bouts de chaines greffées avec un rendement de

1,6x107 mol.J ™.
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e Comparaison au PMAA initial
Afin d’évaluer |'effet de la présence de la NP d’or sur l'irradiation du ligand polymére greffé,

des irradiations ont été faites sur ce ligand seul initial avec les mémes doses. La Figure V.16

présente les chromatogrammes du ligand polymére sous I'effet de I'irradiation.
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Figure V.16 : Chromatogrammes du ligand polymére PMAA-DS-2 aprés irradiation

La masse du ligand polymeére diminue lorsque la dose augmente. De plus, une nouvelle
masse apparait a 130 g/mol qui équivaut a environ deux monomeres. Comme sur les NPs, le
ligand polymére semble subir majoritairement des scissions. Cependant, son I, augmente

avec la dose.

M,

(g/mol)

0 Gy 4600 1,1

4000 Gy 2500et130 1,2et1,0

20000 Gy 2200et130 1,2et1,0

Tableau V.4 : M, et |, des couronnes de polyméres des NPs PMAA-DS-2 aprés irradiation

En utilisant I'équation (V-1), on détermine un rendement de scission moyen de 2x10” mol.J™
soit équivalent a celui déterminé en présence des NPs. De nouveau, ce sont les radicaux
produits en solution qui sont a l'origine des coupures et I'effet indirect de l'irradiation

domine.
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Les chromatogrammes comparés avec les modéles de chromatogrammes théoriques de
Bose et I"'augmentation d’lp (cf. Annexe 4) suggerent tous deux des coupures de chaines

aléatoires du ligand polymeére.

La présence de NPs d’or semble changer le phénomeéne de coupures pour le ligand polymere
PMAA-DS-2. En effet, sans celles-ci, les scissions se font préférentiellement de maniere
aléatoire sur la chaine. Une fois greffées a la surface des NPs, les scissions ne se font plus
gu’en bouts de chailnes. Cette localisation préférentielle peut étre liée a un probléme
d’accessibilité des radicaux produits dans I'eau au coeur de la particule greffée. Il se peut
aussi que les radicaux soient produits préférentiellement a distance de la surface de la

particule, suivant un processus d’amplification physique de type APT2 (cf. chapitre I).

Cependant, la NP d’or ne semble pas augmenter le phénoméne de scission. En effet, les
rendements de scission du polymeére seul et du polymere sur la NP sont similaires. Pour
confirmer que I'effet radiosensibilisant n’est pas observé ici, nous avons utilisé le polymere

libre dans les solutions de NP comme témoin interne.
e Comparaison au polymere libre issu du surnageant

Les surnageants récupérés apres centrifugation sont dans du THF, solvant utilisé en CES. On

a pu ainsi analyser directement les surnageants.
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temps de rétention (min)
Figure V.17 : Chromatogrammes des polymeéres libres des NPs Au-PMAA-2 apreés irradiation

Le polymere libre récupéré a partir des NPs Au-PMAA-2 avant irradiation a une masse

molaire en nombre de 3800 g/mol avec une polymolécularité de 1,1. Il faut noter que cette
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masse est inférieure a la M, d’une chaine polymére greffée qui est de 4900 g/mol. Cela peut

venir d’une sélection via la centrifugation (les M, plus élevées précipitent).

M, |
(g/mol) ‘

0 Gy 3800 1,1

4000Gy 2600 1,3

20000Gy 1900 1,2

Tableau V.5 : M, et |, du polymére libre aprés irradiation

Cependant, ce qui est intéressant de voir ici, c'est I'effet de I'irradiation sur ce polymere
libre. On peut trés nettement voir le décalage des masses molaires vers les plus petites
masses. Cependant, apres irradiation, d’apres la Figure V.18, la question se pose de savoir si
ceux-ci sont issus du polymeére libre en solution avant irradiation (bleu clair sur la figure)

et/ou de fragments de polyméres greffés détachés des NPs (bleu foncé sur la figure).

Irradiation
Séparation

Précipité Surnageant

Figure V.18 : Séparation des NPs d'or greffées de polymére aprés irradiation

La masse par pesée des polymeéres libres séchés sur les coupelles n"augmente pas a 4000 Gy
mais augmente a 20000 Gy, signe que la coupelle contient un mélange de polymeres libres
issus de la synthése et de polyméres provenant de la couronne suite a l'irradiation. Seul le

polymere libre a 4000 Gy peut nous servir de témoin interne de I'effet de l'irradiation

De ce fait, pour les calculs de rendements, seule la masse molaire a 4000 Gy est considérée.

Le G(S) calculé par rapport a la dose recue directement par le polymére est de 2,1.10” mol.J

201



Chapitre V : Irradiation de nanoparticules d’or greffées de polymeres

! Uirradiation étant faite en solution, on recalcule ce rendement en fonction de la dose

totale regue par la solution a 1,6.107 mol.J?, soit le méme que celui de la couronne de
PMAA.

La régio-sélectivité d’attaque n’est pas claire, mais la polymolécularité qui augmente a 4000
Gy pointe vers des coupures aléatoires alors que la comparaison avec les courbes de Bose
suggere des coupures a des pourcentages importants (5-30%). La coupure en bout de chaine

semble en tous cas moins prononcé que dans la couronne.

L’effet de I'irradiation sur le PMAA a donc été étudié a la fois lorsqu’il est a des distances
nanométriques des NP (couronne), mais également a des distances beaucoup plus

importantes (polymére libre).

Dans tous les cas, l'effet indirect est dominant et il n'y a pas de signature d’une
surproduction particuliere de radicaux a proximité des NPs. Par contre, le type de coupure
produit lors de l'irradiation est différent pour les polymeéres prés des NPs de ceux qui en sont
éloignés ou qui n‘ont jamais été en contact avec elles. Cela est surement di a la perte

d’accessibilité des chaines polymeéres en surfaces des NPs.

PMAA dégreffé 1,6. 107 bouts de chaines
PMAA libre 1,6.107 aléatoire?
PMAA initial 2,0.107 aléatoire

Tableau V.6 : Valeurs de G(S)gose totale €t du type de coupure pour les différents PMAA

e Couronne de PHEMA-PMAA dégreffée

Les chaines de copolymere ont été dégreffées des NPs d’or avant et apres irradiation selon le

méme protocole décrit précédemment. Le phénomene de scissions a ensuite été étudié.
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Figure V.19 : Chromatogrammes des couronnes de polymeéres des NPs Au-PHEMA-PMAA aprés irradiation

Sur la Figure V.19 sont représentés les chromatogrammes des différentes couronnes de
polyméres des NPs Au-PHEMA-PMAA sous l'effet de lirradiation. Deux masses sont

observées apres irradiation.

Sur le Tableau V.7, a 4000 Gy, le pic initial a la méme masse. C'est a 20000 Gy que cette
masse diminue. Cependant, a la différence du PMAA, il y a I'apparition d’'un nouveau pic
avec une masse de 470 g/mol, soit deux monomeéres, avec une polymolécularité de 1,0. La
présence de petites masses peut étre la signature de coupures se produisant a proximité

immeédiate de la nanoparticule.

M,

(g/mol)

0 Gy 5500 1,4

4000 Gy 5600et470 1,3et1,0

20000 Gy 3100et470 1,3et1,0

Tableau V.7 : M, et |, des couronnes de polyméres des NPs Au-PHEMA-PMAA apreés irradiation

Pour le PHEMA qui est un polyméthacrylate comme le PMAA, il n’y a pas de H en a du
groupe pendant ce qui devrait favoriser des scissions de chaines. Hill et son équipe® ont
montré que l'irradiation gamma du PHEMA entraine principalement des scissions de chaines
mais également, de maniere minoritaire, de la réticulation. Diego et coll.® ont étudié I'effet
de l'irradiation sur un copolymere a base de PHEMA et de poly(acétate d’éthyle) (PEA). Ils

constatent que le PHEMA subit des scissions de chaines alors que le PEA est réticulé.
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On calcule un G(S) de 2,6x10°® mol.J™! en tenant compte de la dose recue directement par le

polymére. La encore, le rendement mesuré suggére une contribution indirecte majoritaire.

En reprenant le raisonnement fait pour les NPs Au-PMAA-2, nous avons calculé dans un
premier temps, le nombre de coupures par chaine selon la dose d’irradiation. A partir de
I’équation (V-1) déterminée par Reed, on trouve un nombre de coupures par chaine nul a
4000 Gy et de 0,61 a 20000 Gy. Bien qu’il y ait I'apparition d’un nouveau pic qui traduise la
coupure du copolymere en petites tailles, celui-ci est trop faible pour étre pris en compte
dans le calcul du r. Un rendement moyen de scission est déterminé a 2,7x10°® molJ™. Ce

rendement est inférieur a celui calculé pour la couronne de PMAA (1,6x107 mol.J?).

Nous n’avons pas trouvé de rendements de scission pour le PHEMA seul dans la littérature,
ni a I'état solide, ni a I'état liquide. On peut néanmoins constater que le rendement de
scission déterminé pour le copolymere PHEMA-PMAA est plus faible que ceux trouvé
généralement dans la littérature (~107 molJ?). Les coupures sont moins efficaces,
probablement en raison de la possibilité d’attaques préférentielles sur la chaine latérale

hydroxyéthyle.

Concernant la localisation des coupures, on peut constater que la polymolécularité du
PHEMA-PMAA diminue avec l'irradiation.

Comme dans le cas du PMAA, la distribution en taille est étroite. Une diminution d’l, est

donc la encore incompatible avec des coupures aléatoires.

Si 'on compare I'évolution des chromatogrammes avec les modeéles étudiés par Bose, on
peut associer cette tendance aux coupures « dézip » ou scission en bouts de chaines. Ce
genre de coupure est similaire aux coupures pourcentages ou seule la fraction massique du
pic initial est différente. En effet, avec des coupures pourcentages, la quantité de polymere

reste la méme alors qu’avec les coupures « dézip » la quantité de polymére diminue.

Sur les chromatogrammes de la Figure V.19, I'apparition d’un pic de masse 470 g/mol est
également visible pour les deux doses d’irradiation. Ce pic garde la méme intensité sur les
deux chromatogrammes signe que sa concentration ne change pas. Lirradiation sur ce
copolymeére semble détacher également une fraction de la chaine de masse 470 g/mol de

maniere constante et minoritaire.
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Ces différentes observations suggerent que les dégradations subies par la couronne de
polymere des NPs Au-PHEMA-PMAA sont des coupures « dézip » en bouts de chaines avec
un rendement de 2,7x10® mol.J™" et de fagon minoritaire, des coupures en proximité de la

surface.

Il n’a pas été possible de comparer ces résultats avec le ligand polymere initial afin d’évaluer

I’effet des NPs d’or car le ligand polymére n’est pas soluble dans I'eau.

En conclusion, I'’étude CES de la masse des couronnes pour les deux systémes apres
irradiation a permis de mettre en évidence un phénomeéne de scissions de chaines qui se
produit lors de l'irradiation gamma de ces objets et de proposer une localisation en bout de
chaine pour ces coupures. Néanmoins, ces études ont été faites a partir de travaux publiés
sur des polyméres souvent a I'état solide. Or, les polyméres sur lesquels nous travaillons sont

en solution, leur concentration est donc beaucoup plus faible.

La présence de NPs d’or ne semble pas augmenter |'effet de l'irradiation de maniere
significative comme il est décrit dans la littérature (voir chapitre I). Pourtant, nous avons
montré que ces NPs greffées étaient bien radiosensibles dans le cas de I'’étude montrée dans
la partie V.1. La radiosensibilisation des NPs métalliques passe par la production d’électrons
secondaires qui vont réagir avec I'eau pour produire entre autre des radicaux OH®. Une
étude a été faite pour quantifier cette production de radicaux hydroxyles OH" par les NPs

d’or greffées de polymeres.

V.2.3 Mesure de la production de radicaux hydroxyles OH’

Les radicaux OH® sont des espéces oxydantes connues pour étre a 'origine de I'apoptose des
cellules*. La mesure de leur production est directement liée a la mesure de |'efficacité des
NPs en termes de radiosensibilisation. Néanmoins, leur courte durée de vie empéche une

détection directe de leur production.

Il est donc nécessaire de les piéger par I'introduction d’'une molécule dans le milieu capable
de réagir avec les radicaux OH" et de former une espéce stable qui pourra étre quantifiée sur
des échelles de temps plus longs. Une des méthodes les plus sensibles est basée sur des

systémes qui forment des espéces fluorescentes détectables par spectrofluorimétrie™.
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L’utilisation de la coumarine®® comme molécule de piégeage est largement décrite dans la
littérature. Bien gu’elle soit plus sensible que le benzoate de sodium?®’ utilisé dans notre
étude, elle ne peut étre utilisée a forte concentration, et donc décrire les phénomeénes se

produisant a temps court. Nous lui avons préféré le benzoate de sodium.

Les produits majoritaires de la réaction des radicaux OH" avec le benzoate de sodium sont
les dérivés monohydroxylés'® tandis que les dérivés dihydroxylés sont des produits
secondaires'®. Les produits monohydroxylés sont le 2-hydroxybenzoate (2-HB), le 3-
hydroxybenzoate (3-HB) et le 4-hydroxybenzoate (4-HB) dont les concentrations sont
mesurables individuellement. En effet, ces produits sont fortement fluorescents
contrairement au benzoate de sodium.

Lors de mesures par fluorimétrie, le 3-HB présente un pic dans son spectre d’émissiona A =
420 nm pour une excitation a A = 300 nm. Ce pic est constant a pH basique. Le 2-HB
présente les mémes caractéristiques mais avec un pic beaucoup moins intense?’. Tandis que
le 4-HB se distingue plus facilement de ses isoméres par une Agmission = 336 nm lorsqu’il est

20-21

excité a A =291 nm~ . Ainsi, il est décidé dans notre étude de suivre la production de 3-HB

proportionnelle a la production de radicaux OH".
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HO' 2
—_— —OH
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4

Figure V.20 : Réaction d'hydroxylation du benzoate de sodium

Afin de quantifier cette production dans les solutions de NPs d'or, il est au préalable
nécessaire de réaliser des courbes de calibration. L'intensité du pic d’émission du 3-HBa A =
420 nm pour une excitation a A =300 nm en fonction de différentes concentrations en 3-HB
est tracée, en prenant en compte la présence dans la solution de NPs d’or qui peuvent

écranter |’excitation UV.

La production de radicaux OH" dans les solutions de NPs d’or sous irradiation (environ 720
Gy) a été évaluée dans différentes conditions. D’abord en diluant, la concentration initiale en
NPs d’or puis en faisant varier la concentration en benzoate de sodium. Ce dernier
parameétre permet d’évaluer les effets aux temps courts. En effet, en augmentant la

concentration en benzoate, les radicaux OH® sont capturés plus vite. Pour avoir une
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référence, la production de radicaux OH® a été déterminée dans I'eau dans les mémes

conditions en absence de NPs d’or. Ainsi, un ratio G(OH")/G(OH")ire @ pu étre déterminé.
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Figure V.21 : Evolution du ratio G(OH")/G(OH "), €n fonction de la concentration en benzoate de sodium
pour différentes concentrations en NPs Au-PMAA-2

Dans la majorité des conditions expérimentales, aucune surproduction significative de OH"
n’est observée. Ceci confirme les résultats des parties précédentes, qui montraient des

rendements de scissions indépendants de la présence d’or.

En observant la Figure V.21, une courbe se distingue des autres, celle de la concentration a
0,17 mg/mL de NPs Au-PMAA-2 soit une dilution par 60 de la solution initiale a 10 mg/mL.
Cette courbe présente une augmentation de la valeur du ratio G(OH")/G(OH")jire lorsque la
concentration de benzoate de sodium augmente. De plus, ce ratio atteint un maximum de 2
pour une concentration de benzoate de sodium élevée. Cela signifie que, dans ces conditions
trés particuliéres de concentration, la production de radicaux OH" est plus importante aux
temps courts. Une telle dépendance a la concentration en NPs n’a jamais été proposée, et
peut étre due a des interactions entre NPs, qu’il serait intéressant d’étudier par des
méthodes de diffusion. Cependant, cet effet d’amplification est transitoire et limité. De plus
il n’est pas observé a des concentrations ou |'effet radiosensibilisant sur des cellules est

encore actif (voir Figure V.1).

Nous allons maintenant, nous attacher a regarder I'influence de I'irradiation sur la taille et la

forme des objets en diffusion.
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V.3 Etude des solutions irradiées par diffusion de rayonnement

Les NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA sont solubilisées dans de I'eau ou du D,0 puis
irradiées a différentes doses. Ces solutions ont été étudiées directement par des techniques
de diffusion (SAXS, DNPA). En effet, il n’est pas nécessaire de séparer les chaines libres de
polyméres des NPs irradiées car les polymeéres en solution diffusent trés peu sous rayons X et
on peut analyser les nano-objets (NPs greffées de polymeéres)

neutrons. Ainsi,

préférentiellement.

V.3.1 La diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

Le SAXS va nous permettre d’évaluer I'effet éventuel de l'irradiation sur la taille du cceur

métallique.

Les solutions de NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA a 10 mg/mL dans 'eau irradiées a
4000 Gy et 20000 Gy sont analysées. Aprés traitement des spectres, les courbes avant
irradiation, a 4000 Gy et a 20000 Gy se superposent pour les deux systemes. L’ajustement
des courbes avec un modele de distribution gaussienne de sphéres donne la méme valeur de
rayon avant et apres irradiation. L'irradiation n’a donc pas d’effet sur le coeur métallique des
NPs.
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Figure V.22 : Spectres SAXS des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA apreés irradiation
V.3.2 La diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA)

Les solutions de NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA irradiées a 10 mg/mL dans I'eau sont
ensuite analysées en DNPA. Les mesures ont été faites dans les mémes configurations que le

chapitre précédent. Les différents signaux d’intensité diffusée de la couronne en fonction du
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vecteur de diffusion q, sont représentés sur la Figure V.23 pour les NPs a) Au-PMAA-2 et b)
Au-PHEMA-PMAA sous I'effet de l'irradiation.
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Figure V.23 : Spectres DNPA des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA apres irradiation

Les courbes présentent toutes la méme décroissance en g2, leur facteur de forme n’a donc
pas changé. Le modele de Debye peut étre utilisé sur les courbes aprés irradiation pour
I'ajustement. Néanmoins, la diminution de l'intensité a q = 0 (lo) est visible ainsi que le
décalage vers les grands vecteurs de diffusion g, du point d’inflexion des courbes avec
I'irradiation. La diminution d’l indique la diminution de la masse apparente, M.y, de la
couronne. Le décalage du point d’inflexion de la courbe indique la diminution en taille des
objets. Les spectres d’intensité diffusée ainsi que leur courbe d’ajustement selon le modéle

de Debye, sont représentés sur la Figure V.24 pour les NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-
PMAA.
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Figure V.24 : Spectres DNPA des NPs a) Au-PMAA-2 et b) Au-PHEMA-PMAA apreés irradiation ainsi que leur
courbe d’ajustement
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En ajustant les courbes avec le modele de Debye on estime la valeur d’lp ainsi que la taille

des objets.

Au-PMAA-2 Au-PHEMA-PMAA

lo(em™)  Rg(R) lo(ecm™) Rg(A)

0 Gy 0,53+0,02 120+3 0,49+0,01 901

4000Gy 0,35+0,01 98+3 0,37+0,01 741

20000Gy 0,19+0,01 69+2 0,22+0,01 58+%1

Tableau V.8 : Valeurs d’l; et Rg pour les NPs Au-PMAA-2 et Au-PHEMA-PMAA

La diminution en taille des objets avec l'irradiation est confirmée avec les valeurs obtenues
par le modéle de Debye. A 4000 Gy d’irradiation, |a taille des NPs Au-PMAA-2 passe de 120 A
298 A puis a 69 A 3 20000 Gy. De méme, les NPs Au-PHEMA-PMAA ont une taille initiale de
90 A, lors de leur irradiation a 4000 Gy, la taille diminue a 74 A puis a 58 A a 20000 Gy.

L'estimation de lp avec ce modele permet aussi de calculer la M,p, de la couronne de
polymére des objets (a partir de I’équation IV-9) et d’en déduire une densité de greffage en
tenant compte des M, trouvées en CES pour les couronnes d’homopolymeéres et
copolymeres. La diminution des M, explique la variation du rayon des couronnes avec

I'irradiation. Ces résultats confirment les mesures de CES.

Au-PMAA-2

Mapp Mhichaine

greffage

(g/mol) (g/mol)

0 Gy 0,53+ 0,02 21000 + 800 4900 4,3%0,2

4000Gy 0,35+0,01 14250+ 350 2900 4,9%0,1

20000Gy 0,19+0,01 7525 + 395 2500 3,0%0,2

Tableau V.9 : Valeurs d’ly, des M, et des dgcfroge pOur les NPs Au-PMAA-2
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Au-PHEMA-PMAA

I0 Mapp IVlnchaine
dgreffage

(em™) (g/mol)  (g/mol)

0 Gy 0,49+0,01 21850 +450 5500 4,0+0,1

4000Gy 0,37+0,01 16550 *450 5600 29+0,1

20000Gy 0,22+0,01 9840 +460 3100 3,1+£0,2

Tableau V.10: Valeurs d’l,, des M, et des dgefrage POUr les NPs Au-PHEMA-PMAA

Le calcul des masses apparentes, M,,,, montre qu’il y a une diminution de la masse totale de
la couronne de polymeére apreés irradiation. Si on recalcule les densités de greffage a partir
des M, trouvées en CES apreés irradiation, globalement les densités de greffage diminuent
avec l'irradiation. Il y a donc dégreffage de chaines a la surface des NPs apreés irradiation. On
peut estimer un rendement de dégreffage a partir du nombre de chaines dégreffées par NP
en fonction de la dose. Pour les NPs Au-PMAA-2, ce rendement est de 1,1.10'8 mol.J? calculé
par rapport a la dose recue par I'eau. Il y a donc dix fois plus de coupures (1,6.107 mol.J™?)
que de dégreffage de chaines. Pour les NPs Au-PHEMA-PMAA, ce rendement est de 4,8.10°

mol.J™. Ici, il y a environ deux fois plus de dégreffage que de coupures en bouts de chaines.

La DNPA montre donc un effet de I'irradiation sur la taille des couronnes polyméres des NPs
avec un dégreffage des chaines, qui pourrait se produire par rupture de la liaison or soufre,

ou coupure dans la chaine polymére prés de I'or.

Nous n’avons pas d’indication sur la nature directe ou indirecte de ce dégreffage, ou sur son
mécanisme. Les valeurs de rendement suggérent plutot un effet indirect. Cependant, les
études de CES ont montré que les radicaux issus de la radiolyse de I'eau attaquent surtout
I'extérieur du nano-objet. On ne donc peut exclure qu’on mette ici en évidence un effet
catalytique de la NP, qui créerait une seconde source d’espéces réactives a sa surface (cf.

chapitre I).

V.4 Tests de cytotoxicité in vitro

L'objectif de cette partie est de déterminer si des produits toxiques persistants, qui

pourraient expliquer la radiosensibilisation, sont formés aprés irradiation.
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De méme que dans le chapitre 1V, la cytotoxicité des NPs irradiées a été évaluée par un test
MTT.

La toxicité des NPs Au-PMAA-2 irradiées a 4000 Gy a été mesurée a différentes
concentrations (0 a 1000 pg/mL).
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Figure V.25 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PMAA-2 non irradiées et
irradiées a 4000 Gy (test MTT)

Le comportement des NPs Au-PMAA-2 irradiées a 4000 Gy est trés proche de celui des NPs
non irradiées. Lorsque I'on considére les barres d’erreurs, les NPs irradiées sont légerement
moins toxiques que les non irradiées. |l est clair que l'irradiation ne produit pas de composés

toxiques qui pourraient expliquer la radiosensibilisation.
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Figure V.26 : Viabilité des cellules (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PHEMA-PMAA non
irradiées et irradiées a 4000 Gy (test MTT)
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La Figure V.26 représente le pourcentage de viabilité cellulaire en fonction de différentes
concentrations de NPs Au-PHEMA-PMAA irradiées a 4000 Gy. Ici, les NPs aprés irradiation
sont nettement moins toxiques qu’avant irradiation. L’irradiation semble avoir éliminée des

composés toxiques ou avoir rendue les NPs plus biocompatibles.

Enfin, la cytotoxicité des NPs greffées de principes actifs (Doxorubicine) a été mesurée par
un test MTT et un test LDH. Pour le test MTT, la gamme de concentration étudiée n’est pas
adaptée pour les NPs irradiées, comme on I'avait déja constaté pour les nanoparticules non

irradiées. On va mesurer directement |'effet cytotoxique via un test LDH.

Le test LDH est représenté sur la Figure V.27. Jusqu’a 800 ug/mL, les nanoparticules irradiées
sont aussi toxiques que celles non irradiées puis elles le deviennent un peu plus. L'effet
escompté par l'irradiation des nanoparticules Au-PMAA-DOX, est le détachement de la DOX
des nanoparticules et ainsi I'augmentation de la mort cellulaire. Or, ici, la toxicité
n‘augmente pas de maniére considérable. La DOX ne semble pas s’étre détachée des

nanoparticules.

Néanmoins, I'activité biologique de la doxorubicine est conservée méme apreés irradiation.

Nous n’avons malheureusement pas encore pu tester en radiosensibilisation ces composés.
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Figure V.27 : Cytotoxicité (en %) en fonction de la concentration de NPs Au-PMAA-DOX non irradiées et
irradiées a 4000 Gy (test LDH)

Lirradiation des NPs greffées de doxorubicine n’apporte donc pas de toxicité
supplémentaire, entrainant méme dans certains cas une augmentation de la viabilité

cellulaire.
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V.5 Conclusion

L'irradiation de nanoparticules d’or greffées de polymeéres in vitro a prouvé son efficacité en
termes de radiosensibilisation avec une diminution de la viabilité de cellules. Cette
radiosensibilisation n’est pas liée a la création de produits toxiques stables, puisque la
cytotoxicité des nanoparticules pré-irradiées naugmente pas. Afin d’identifier les sites de
production d’espéces toxiques transitoires autour de ces nanoparticules, la dégradation des
chaines polymeres ainsi que I’évolution de la taille et la forme des objets ont été étudiées en
fonction de l'irradiation. En DNPA, la taille des objets diminue avec la dose d’irradiation mais
également la masse apparente de la couronne. Lirradiation entraine le dégreffage des
chaines polyméres a la surface des nanoparticules. Par chromatographie, il a été montré que
les effets de l'irradiation sont principalement des coupures en bouts de chaines. De ces
analyses, deux sites d’attaques ont été identifiés, en périphérie des objets et a leur surface
(Figure V.28). Cependant, au-dela de ces effets spatiaux, il a été difficile de mettre en
évidence des exaltations des scissions radiolytiques. De fait, la mesure de la production de
radicaux OH" en présence de nanoparticules d’or greffées de polyméres irradiées dans I'eau,
n’est pas augmentée, hormis dans des conditions trés particulieres qui restent a explorer. Il
reste donc a savoir si les espéces réactives produites dans I'un ou I'autre des deux types de

sites auraient une action biologique spécifique.
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Figure V.28 : Schéma des sites d’irradiation des nanoparticules
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Conclusion générale

Au cours de cette étude, nous avons étudié l'interaction entre les rayonnements et des
systemes de taille nanométrique dans l'eau. Deux nanostructures modeles ont été
développées et caractérisées afin d’évaluer en détails I’effet du rayonnement sur la structure

des nano-objets.

La premiere étape de notre étude se focalise sur les systemes a base de copolymeres a blocs
amphiphiles s’organisant sous forme de micelles dans I'eau. Deux systémes ont été
développés qui différent par leur sensibilité aux rayonnements ionisants. La synthése d’un
poly(éthyléne glycol)-b-poly(méthacrylate de tert-butyle) (PEG-b-PMAtBuU) a été réalisée par
polymérisation radicalaire controlée par transfert d’atome (ATRP) a partir d’'un PEG
fonctionnalisé amorceur. Une caractérisation fine a confirmé la présence des deux blocs
dans le copolymere permettant I'auto-assemblage par nanoprécipitation de ces objets dans
I'eau. Des micelles de type « crew-cut» avec un rayon de giration de 12 nm ont été
obtenues et étudiées par diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et diffusion de neutron

aux petits angles (DNPA).

La synthese du second copolymeére a base de PEG-b-polysulfone (PEG-b-PSu) a été faite en
plusieurs étapes. Un précurseur de polysulfone (polythioether) a été synthétisé puis
assemblé par chimie click a un PEG fonctionnalisé avant d’étre oxydé pour générer la partie
PSu. L'auto-assemblage de ce copolymeére par nanoprécipitation donne des nanoparticules

dont le rayon hydrodynamique est de 55 nm.

Les micelles PEG-b-PMAtBu présentent une légere cytotoxicité pour les concentrations les
plus importantes de la gamme choisie, alors que les nanoparticules PEG-b-PSu ne présentent

aucune cytotoxicité envers les cellules dans cette méme gamme.

Le comportement sous irradiation de ces micelles a été étudié en présence ou en absence
d’oxygene. Les polyméthacrylates et polysulfones sont connus pour se dégrader par
coupures de chaines, alors que le PEG se dégrade plutét par réticulation. Ces phénomeénes
ont été vérifiés dans notre cas. Le comportement du PEG est particulierement intéressant
dans la mesure ou il est largement utilisé dans le domaine du biomédical (« drug delivery »,
radiostérilisation et radiosensibilisation dans le cadre de cette étude). Ici, la formation de
gels observée suite a l'irradiation des micelles contenant du PEG doit étre explorée, car elle

pourrait permettre un nouveau type d’encapsulation de principes actifs.
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L'impact de I'irradiation sur la structure des micelles qui restent en solution est plus ambigu.
Elles semblent croitre en taille dans la plupart des cas, parfois avec des effets de seuils en
dose. Ces objets de plus grande taille pourraient étre des précurseurs des gels issus de
I'interaction des nano-objets par leur chevelure PEG, ou étre formés suite a la déstabilisation
du coeur des structures par des coupures dans la partie hydrophobe. Cependant, des
modifications chimiques plus limitées de la structure du copolymeére (oxydations) pourraient
induire un changement de structure du nano-objet. De fait, la stabilité des micelles irradiées

est certainement un point a approfondir.

Les copolymeéres PEG-b-PSu sont plus radiosensibles que les copolyméres PEG-b-PMAtBu. De
fait, si nous attendions des rendements de coupures plus élevés dans les systemes
polysulfones, ceux que nous avons pu mesurer sont effectivement trés importants et ce,
malgré leur faible solubilité. Cette observation pose la question d’'un effet indirect par la
diffusion des especes réactives produites en solution dans les nanostructures. Ce point
mériterait d’étre approfondi mais la faible solubilité des polysulfones, qui fait aussi leur
intérét, limite nos capacités d’étude. L'optimisation de cette synthése, comme nous avons
commencé a le faire en ajoutant des groupements alkoxy dans la chaine, pourrait permettre
d’obtenir des polymeéres plus faciles a manipuler afin de mieux caractériser 'effet de

I'irradiation.

Le cas des polysulfones indique que le cceur de la micelle controle aussi son comportement
sous irradiation. Via le chargement des micelles PEG-b-PMAtBu, nous avons observé un effet
radiosensibilisateur avec le diphényliodonium sous atmosphére inerte. Il est ainsi possible de
moduler la radiosensibilité soit en chargeant, soit en jouant sur la chimie du polymére. On
peut envisager de travailler avec des groupements radioprotecteurs ajoutés directement sur
le squelette du polymére ou au contraire utiliser des radiosensibilisateurs pour maximiser
I'effet de l'irradiation. On peut espérer aller jusqu’a des nouveaux concepts de « drug
delivery » déclenchés par irradiation. Ainsi, il serait intéressant de développer des micelles
avec un coeur hydrophobe polysulfone sensibles aux coupures et une couronne hydrophile

de poly(acide méthacrylique) permettant de greffer un principe actif .

Il a été également montré que l'irradiation n’augmentait pas la toxicité de ces objets, voire la
diminuait méme dans le cas du PEG-b-PMAtBu. Il serait donc intéressant de comprendre

guelles modifications chimiques induites par l'irradiation conduisent a cette baisse de
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toxicité, pour pouvoir optimiser la construction des nanomédicaments en y introduisant ces

briques modifiées.

La seconde partie de ce manuscrit a consisté a élaborer des nanoparticules d’or greffées de
polyméres. Un protocole de synthése a été développé pour synthétiser ces nanoparticules. A
partir d’'un ligand polymeére synthétisé au préalable par ATRP, les nanoparticules d’or sont
formées en présence de sels d’or et d’'un réducteur via une voie « grafting to ». Plusieurs
nanoparticules avec différentes couronnes de polymeéres ont ainsi été synthétisées. Celles
avec une couronne présentant du poly(acide méthacrylique) ont été choisies pour étre
greffées avec de la doxorubicine via un couplage peptidique. Les nano-objets obtenus ont
été caractérisés de maniére précise a travers, d’abord, la couronne polymére, puis le coeur
métallique et enfin I'objet global. L’analyse de la couronne, via I'ATG et I'ICP-MS, a mis en
évidence la présence de polymeére libre autour des nanoparticules greffées. Par SAXS et TEM,
on détermine une taille du coeur d’or d’environ 3 nm. La diffusion de neutrons aux petits
angles (DNPA) permet de déterminer une taille des nanoparticules d’or greffées de polymére
d’environ 10 nm avec 3 a 4 chaines greffées par nanoparticules. Ces valeurs correspondent a
des densités de greffage d’environ 0,14 chaines par nm2. Des tests de cytotoxicité ont été
conduits a partir des nano-objets synthétisés. Ceux-ci restent non-toxiques pour des
concentrations inférieures a 400 pug/mL. Par contre, la cytotoxicité augmente quand les

nano-objets sont greffés de doxorubicine.

Aprés avoir caractérisé de maniére précise les nanoparticules greffées, leur effet
radiosensibilisant a été établi. Afin de comprendre I'origine de ce mécanisme, on a cherché a
étudier le comportement sous irradiation des nanoparticules greffées. La DNPA a mis en
évidence le dégreffage de chaines polyméres et une diminution de la taille des objets lors de
Iirradiation. De plus, la dégradation des chaines polymeéres par coupures en bouts de
chaines a été montrée par chromatographie d’exclusion stérique (CES). Les sites d’action de
Iirradiation sur les nanoparticules sont donc les extrémités de la chaine polymeére greffée.
Selon le type de nano-objet hybride étudié (nature de la couronne polymere), le rendement
de dégreffage par rapport au rendement de coupure n’est pas le méme. Afin de compléter
ces résultats, nous avons effectué des mesures de production de radicaux OH" en présence
de nanoparticules d’or greffées irradiées dans I'eau. Enfin, l'influence de I'irradiation sur la

cytotoxicité des nanoparticules a été évaluée.
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De ces différents éléments, on peut conclure que :

- Il n’y pas d’indication claire d’exaltation globale des phénoménes radiolytiques, aussi
bien du point de vue des rendements de coupure des polymeéres, que de ceux de
production des radicaux HO".

- Il semble qu’il y ait une double localisation des phénoménes radiolytiques, les uns
dans la solution, et les autres en surface de la nanoparticule. Ce dernier point
suggere une réactivité particuliere a I'extréme surface de la nanoparticule, qu’il
conviendrait de mieux explorer, en particulier en combinant les caractérisations

développées dans ce travail et les méthodes de capture spécifique de radicaux.

Les méthodologies développées peuvent également étre appliquées a d’autres types de

rayonnement, en particulier aux irradiations X et aux ions.

Mais au-dela de ces aspects mécanistiques, nous avons construit des objets tres stables
radiosensibilisants qu’il faut exploiter. Nous avons montré que nous pouvions en modifier la
chimie de surface et y incorporer des composés bioactifs. Ces deux parameétres doivent donc

étre systématiquement explorés pour en optimiser le potentiel radiosensibilisant.

Au cours de cette theése, nous avons étudié les effets des rayonnements sur différents nano-
objets afin de répondre aux questions que la nano-structuration de ces systémes posait.
Selon le nano-objet étudié, les réponses sont tres différentes. A I’échelle nanométrique, on
constate une modification des processus radiolytiques (en terme de localisation) pour les
nanoparticules greffées de polymeéres alors que pour les micelles polyméres, nous n’avons
pas été en mesure de les identifier. La présence de nanoparticules métalliques ne modifie
pas les rendements de scission des polymeéres a leur surface. Pour les copolymeéres, nous
n’avons pas pu calculer de rendements absolus mais leur comportement sous irradiation
suggere des phénomeénes plus importants dans le cas du PEG et du polysulfone et moins
importants dans le cas du polyméthacrylate. Les mécanismes de dégradation des polymeres,
a cette échelle, restent globalement les mémes qu’a I'état solide. Nous avons pu mettre en
évidence que l'irradiation de ces nano-objets dans I’eau induit une contribution importante
de I'effet indirect sur leur partie extérieure, mais que le réle de cet effet sur I'intérieur des
nano-objets reste a caractériser. Enfin, il est maintenant clair que l'irradiation peut altérer de

facon significative la structure des nano-objets organiques avec une diminution de la taille
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des nanoparticules greffées de polymeéres et une augmentation/agrégation dans le cas des

micelles de copolymeéres.

Les analyses faites dans ce travail ne permettent pas d’évaluer précisément les mécanismes
en jeu. Il faut donc réfléchir a utiliser d’autres techniques pour les déterminer. La Résonance
Paramagnétique Electronique ou la Spectrométrie de Masse pourraient étre des analyses

complémentaires permettant d’identifier les radicaux issus de l'irradiation.

223



224



ANNEXES

225






Annexe 1 : Partie expérimentale

A. Protocoles de synthéeses

Syntheses de copolymeres a blocs amphiphiles

1. PEG-b-poly(méthacrylate de tert-butyle)

Synthése d’un macro-amorceur PEGylé (PEG-Br)

8 g (1,6 mmol) de méthoxy polyéthyléne glycol (m-PEG) préalablement lyophilisés pour
éliminer toutes traces d’eau sont introduits dans un tricol conditionné a chaud puis mis sous
argon. 120 mL de tétrahydrofurane (THF) anhydre sont ajoutés et la solution est agitée
jusqu’a dissolution compléte du m-PEG. 1,1 mL (8,1 mmol) de triéthylamine sont alors
ajoutés. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 30 min avant d’introduire goutte a
goutte 1 mL (8,1 mmol) de bromure de bromo-isobutyrate. Un précipité blanc est observé

des les premiers ajouts. La solution est laissée sous agitation pendant 2 jours.

Le précipité obtenu est filtré sur Blichner et le volume du filtrat est réduit a 30 mL environ
avec un évaporateur rotatif a 50°C. La solution obtenue est précipitée dans 300 mL d’éther.
Les différents précipités obtenus sont dissouts dans 100 mL de dichlorométhane. La solution
jaune-orange obtenue est lavée a 3 reprises avec une solution aqueuse
d’hydrogénocarbonate de sodium saturée. Une solution transparente est alors séchée avec
du sulfate de sodium avant d’étre réduite a un volume de 30 mL avec un évaporateur rotatif
a 30°C. La solution précipitée dans 300 mL d’éther donne une poudre blanche apres
séchage. Rendement =72 %

RMN *H (DMSO-dg) & (ppm): 4.20 (t, 2H,COOCH,), 3.50-3.35 (m, 360H, OCH,CH,), 3.20 (s,3H,
OCHs), 1.85 (s,6H, CCHs).

Copolymérisation du méthacrylate de tert-butyle (MAtBu)

800 mg (0,16 mmol) de m-PEG amorcants sont dissouts dans un ballon de 25 mL contenant 2
ml de diméthylformamide (DMF). La solution de PEG-Br ainsi que les solutions de
monomere, de DMF et de pentaméthyldiéthylenetriamine (PMDETA) sont dégazées a I'argon
pendant 30 min. 25 mg (0,17 mmol) de bromure de cuivre (CuBr) sont introduits dans un
tricol muni d’un réfrigérant, préalablement conditionné sous argon. 2 mL de DMF et 50 L
(0,24 mmol) de PMDETA dégazés sont alors ajoutés et la solution est agitée jusqu’a

dissolution compléte du cuivre. La solution de PEG-Br est ensuite ajoutée. Les réactifs sont
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introduits dans des proportions Cu/ligand/amorceur de 1,1/1,5/1. 4 mL (24,6 mmol) de

theoriaue — 21 875 g.mol™) avant que le milieu

méthacrylate de tert-butyle sont ajoutés (M,
réactionnel ne soit plongé dans un bain a 60°C. La réaction est arrétée au bout de 3h et le
milieu réactionnel est dilué dans du THF puis purifié par passage sur alumine pour extraire le
cuivre. Le liquide visqueux obtenu est laissé sécher a I'air. Rendement =51 %

RMN 'H (CDCl5) & (ppm): 3.75-3.60 (m, 472H, OCH,CH,), 3.35 (s, 3H, OCHs), 2.05-1.80

(m,90H,CH,), 1.40-1.25 (m, 314H, CCH3), 1.10-1.05 (m, 96H, CHs).

Détermination du taux de conversion par mesures gravimétriques

Les taux de conversion ont été calculés par gravimétrie. Au cours d’une polymérisation,
plusieurs prélevements sont effectués dans une coupelle en aluminium dont la masse a vide
est connue. La coupelle est pesée avant et aprés séchage du prélevement. A t=0, le premier
prélevement permet de calculer le taux de solide (sels métalliques). Le taux de conversion p
est défini par I'expression suivante :

(1)

Avec [M] la concentration en monomeére dans le milieu et [M], la concentration initiale.

Lors d’une polymérisation, le taux de conversion peut étre calculé a partir des prélevements

effectués au cours de la réaction selon I'expression suivante :

(2)

Mgec _ :
se
_ mliq
P="%
monomere

Avec Mg, la masse seche du prélevement, mjiq sa masse initiale, @ la fraction massique de

sel et Mmonomere, |a fraction massique en monomere.

1. PEG-b-polysulfone

Procédure générale pour les réactions photochimigues

Dans un ballon, le ou les monoméres (ou polymeéres) (1 éq) et 0.1 éq de 2.2-diméthoxy-2-
phénylacétophénone (DMPA) sont solubilisés dans du THF puis le ballon est fermé a I'aide

d’un septum et la solution est purgée sous argon pendant 5-10 minutes. Le milieu
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réactionnel a été irradié avec une lampe UV (365 nm, 15 W) avec des temps d’irradiation

variant selon la réaction.

Synthése d’un monomere avec une double liaison et un thiol

2 g (11,3 mmol) de bromohepténe sont introduits dans un tricol de 100 mL surmonté d’un
réfrigérant. Le montage est mis sous argon. 20 mL de DMF sont ajoutés suivie de 1.2 g (15,7
mmol) de thiourée. Le mélange réactionnel est mis sous agitation et chauffé a 100°C
pendant 3h. 15 mL (37,5 mmol) d’une solution aqueuse de NaOH a 2.5 M sont ajoutés au
milieu réactionnel a température ambiante puis le chauffage est repris pendant 2h. Le milieu
réactionnel est ensuite extrait avec 30 mL de dichlorométhane. La phase aqueuse est lavée
avec 10 mL d’une solution d’acide chlorhydrique 1 M puis extraite avec 15 mL de
dichlorométhane. Les différentes phases organiques sont lavées avec 3 fois 45 mL d’eau puis
séchées avec du Na,S0O,. Le solvant est évaporé sous pression réduite et un liquide jaune est
obtenu. Rendement = 37 %

RMN H (CDCl5) & (ppm): 5.75-5.70 (m, 1H, HC=CH,), 4.95-4.85 (m, 2H, HC=CH,), 2.45-2.40
(m, 2H, CH,SH), 2.00-1.95 (m, 2H, HC=CH,CH,), 1.53-1.51 (m, 2H, HSCH,CH,), 1.31-1.30 (m,
5H, HC=CH,CH,CH,, HS CH,CH,CH,et SH).

Synthése d’un polythioether

1 g (12 mmol) d’1.5-hexadiene sont mis sous agitation avec 3.5 mL de THF dans un ballon de
25 mL. 2.22 g (12 mmol) d’2.2-(éthylénedioxy)diéthanethiol sont ajoutés suivie de 312 mg
(0,22 mmol) de DMPA. La réaction est amorcée par la lampe. Au bout de 3h, la réaction est
arrétée. Le milieu réactionnel est précipité dans un excés de méthanol puis filtré et séché
sous vide a température ambiante. Rendement = 70 %

RMN *H (CDCl5) & (ppm): 5.80-5.75 (m, 1H, C=CH), 5.00-4.95 (m, 2H, C=CH,), 3.65-3.60 (m,
8H, SCH,CH,0 et OCH,CH,0), 2.70 (t, 4H, SCH,CH,0), 2.50 (t, 4H, SCH,), 1.57-1.56 (m, 4H,
SCH,CH,), 1.39-1.38 (m, 4H, SCH,CH,CH,).

Syntheése d’un PEG-alcyne

2 g (1 mmol) de m-PEG préalablement lyophilisés sont ajoutés dans un tricol de 50 mL sous
vide et sous argon et solubilisés dans 20 mL de dichlorométhane. Une solution de 350 mg
(1,7 mmol) de N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) dans 2 mL de dichlorométhane est
ajoutée goutte a goutte suivie de 40 mg (0,3 mmol) de 4-diméthylaminopyridine (DMAP).
Enfin 220 mg (2.2 mmol) d’acide 4-pentynoique sont ajoutés. La réaction se poursuit durant
24h puis le milieu réactionnel est filtré et le filtrat est évaporé. Le produit brut est précipité

trois fois dans de I’éther froid pour obtenir une poudre blanche. Rendement = 81 %
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RMN *H (CDCls) & (ppm): 4.25 (t, 2H, COOCH,), 3.7 (t, 2H, COOCH,CH,), 3.65-3.60 (m, 190H,
OCH,CH,), 3.59 (t, 2H, CH30CH,CH,), 3.48-3.47 (m, 2H, CH3OCH,), 3.35 (s, 3H, OCHs), 2.65-
2.60 (m, 2H, OCOCH,), 2.55-2.50 (m, 2H, OCOCH,CH,), 1.97 (m, 1H, C=CH).

Synthése d’un copolymeére par couplage thiol-yne

100 mg (0,013 mmol) de polythioether sont dissouts dans 2 mL de THF. 130 mg (0,058
mmol) de PEG fonctionnalisé avec une extrémité alcyne sont ajoutés suivi de 6 mg (0,003
mmol) de DMPA. Le milieu réactionnel est dégazé sous argon pendant 10 min. La réaction
est amorcée par irradiation UV et poursuivie durant une nuit. Le copolymére est précipité
dans un exces de diéthyléther puis filtré et séché sous vide a température ambiante.
Rendement =77 %

RMN *H (CDCl5) & (ppm): 3.70-3.60 (m, 228H, OCH,CH,, SCH,CH,0 et OCH,CH,0), 3.35 (s, 3H,
OCHs), 2.85-2.84 (m, 2H, COOCH,CH,), 2.75-2.65 (m, 20H, SCH,CH,0), 2.60-2.50 (m, 20H,
SCH,), 2.55-2.45 (m, 2H, COOCH,) , 1.65-1.5 (m, 20H, SCH,CH,), 1.45-1.30 (m, 4H,
SCH,CH,CH,).

Oxydation du copolymere

100 mg de copolymére polythioether-PEG sont dissouts dans 10 mL de chloroforme. Le
milieu réactionnel est chauffé a 64°C. 500 uL d’acide acétique sont ajoutés suivi de 100 pL
d’une solution de peroxyde d’hydrogéne a 30%. Aprés une nuit de réaction a 64°C, le
polymére est précipité dans un exces de diéthyléther puis filtré et séché sous vide a
température ambiante. Rendement = 54 %

RMN 'H (CDCl5) & (ppm): 4.00-3.85 (SO,CH,CH,0), 3.80-3.50 (m, 157H, OCH,CH, et
OCH,CH,0), 3.35 (s, 3H, OCHs), 3.25-3.15 (m, 15H, SO,CH,CH,0), 3.15-3.05 (m, 15H, SO,CH,),
1.90-1.75 (m, 15H, SO,CH,CH,), 1.55-1.45 (m, 4H, SO,CH,CH,CH,).

Syntheses de nanoparticules d’or greffées de polymeres

Synthése d’un amorceur a pont disulfure et dibromé

3.40 g (22 mmol) de 2,2-dithioethanol ainsi que 4.2 g (53 mmol) de pyridine sont dissouts
sous agitation dans un tricol de 250 mL contenant 30 mL de THF sous atmosphére d’argon a
0°C. 12.2 g (53 mmol) de bromure de 2-bromoisobutyryle sont ajoutés goutte a goutte suivi
par 30 mL de THF. La solution est agitée a 0°C durant une heure puis la réaction est
poursuivie a température ambiante pendant 24h. Pour éliminer le sel de pyridinium, deux
filtrations sont effectuées. La solution obtenue est dissoute dans le chloroforme et lavée

avec une solution d’acide chlorhydrique a 2M puis deux fois avec de I'eau. Apres séchage sur
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Na,S0,, le solvant est évaporé sous pression réduite et une huile incolore est obtenue.
Rendement =85 %
RMN H (CDCl5) & (ppm): 4.44 (t, OCH,, 4H), 2.98 (t, SCH,, 4H), 1.94 (s, CHs, 12H).

Synthése des ligands polymeéres par ATRP

Le protocole présenté ci-dessous correspond a la synthése du ligand PMAtBu-DS avec
M, eriave = 10000 g.mol ™.

Les solutions de monomeres, de diméthylformamide (DMF), de PMDETA ainsi que la solution
d’amorceur précédemment synthétisée sont dégazées a I'argon pendant 30 min. Un tricol de
50 mL surmonté d’un réfrigérant est conditionné sous argon. 250 mg (1,75 mmol) de
bromure de cuivre (CuBr) sont introduits suivi de 9 mL de DMF et 400 pL (1,93 mmol) de
PMDETA sous agitation jusqu’a dissolution compléte du cuivre. 20 mL (123 mmol) de
méthacrylate de tert-butyle (MAtBu) sont ensuite ajoutés au tricol et le milieu réactionnel
est agité pendant 10 min. 0.26 mL (0,87 mmol) de solution amorcante sont ajoutés et le
milieu réactionnel est chauffé a 60°C. Les réactifs sont introduits dans des proportions
Cu/PMDETA/amorceur 2/2/1. La solution est laissée sous agitation pendant 5h sous
atmosphere inerte. Le polymere est précipité dans un mélange méthanol/eau (90 :10) et
isolé par filtration. Des échantillons sont prélevés tout au long de la réaction via des

seringues purgées pour déterminer le taux de conversion par gravimétrie. Rendement = 70%

Ligand polymeére Cu/PMDETA/  Solvantde M, Temps Taux de

amorceur précipitation de conversion
réaction
PMA¢tBu-DS 2/2/1 MeOH/eau 10000 5h 61%
PMAtBu-DS 2/2/1 MeOH/eau 20800 5h 70%
PHEMA-PMAtBu-DS 2/2/1 Toluéne 7600 3h20 45%
PEG-PMAtBu-DS 2/2/1 - 10200 5h -
PEG-PHEMA-DS 2/2/1 Toluéne 10600 3h20 -
PHEMA-DS 2/2/1 THF 10000 30min 58%

Tableau 1 : Résumé des conditions de polymérisation des ligands polymeéres

RMN *H (CDCl;) & (ppm): PMAtBu-DS : 1.81-2.06 (m, CCH,, 2H), 1.41 (s, CHs, 9H), 1.11-1.02
(m, CCHs, 3H) ; PHEMA-PMA¢Bu-DS : 4.10-4.25 (m, CH,-OH, 2H), 3.75-3.90 (m, CH,-O, 2H),
1.70-2.10 (m, CCH,, 3H), 1.30-1.50 (m, CHs, 8H), 0.75-1.25 (m, CCHs, 6H) ; PEG-PMAtBu-DS :
3.60-3.75 (m, CHy-CH,-0, 15H), 3.30-3.40 (m, CHs-0, 3H), 1.75-2.00 (m, CCH,, 3H), 1.40-1.50
(m, CHs, 8H), 0.75-1.25 (m, CCHs, 7H) ; PEG-PHEMA-DS : 4.00-4.20 (m, CH,-OH, 2H), 3.75-
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3.90 (m, CH,-0, 2H), 3.50-3.75 (m, CH,-CH,-0, 15H), 1.60-2.20 (m, CH,, 5H), 0.70-1.20 (m,
CCHs, 6H) ; PHEMA-DS : 4.00-4.20 (m, CH,-OH, 2H), 3.70-3.90 (m, CH,-O, 2H), 1.80-2.20 (m,
CH,, 2H), 0.80-1.20 (m, CCHs, 3H).

FTIR (ATR): v (cm™) : PMAtBU-DS : 2975 (C-H, CHs), 2930 (C-H, CH,), 1715 (C=0, ester) cm™ ;
PHEMA-PMAtBU-DS : 2970 (C-H, CHs), 2935 (C-H, CH,), 1715 (C=0, ester) cm™ ; PEG-PMAtBu-
DS : 2920 (C-H, CH;), 2880 (C-H, CH,), 1720 (C=0, ester) cm™.

Hydrolyse des ligands polymeéres

Le protocole présenté ci-dessous convient a I’hydrolyse de tous les ligands contenant du
PMAtBu.

1 g de PMAtBuU-DS sont solubilisés dans 10 mL de chloroforme. 2.7 mL d’acide
trifluoroacétique sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendant 5 jours afin d’obtenir
une précipitation compléte. Le polymere hydrolysé est lavé avec du chloroforme puis
précipité. Rendement =90 %

RMN *H (CDCl3) 8 (ppm): PMAA-DS : 1.80-2.20 (m, CCH,, 2H), 1.00-1.20 (m, CCHs, 3H) ;
PHEMA-PMAA-DS : 4.00-4.10 (m, CH,-OH, 2H), 3.70-3.80 (m, CH,-0, 2H), 1.80-2.20 (m, CCH,,
3H), 0.80-1.25 (m, CCHs, 6H) ; PEG-PMAA-DS : 3.60-3.75 (m, CH,-CH,-0, 14H), 3.30-3.40 (m,
CH5-0, 3H), 1.75-2.00 (m, CCH,, 3H), 0.75-1.25 (m, CCHs, 6H).

FTIR (ATR): v (cm™) : PMAA-DS : 2975 (C-H, CHs), 2930 (C-H, CH,), 1690 (C=0, acide) cm™ ;
PHEMA-PMAA-DS : 2970 (C-H, CHs), 2935 (C-H, CH,), 1700 (C=0, acide) cm™ ; PEG-PMAA-DS :
2920 (C-H, CHs), 2880 (C-H, CH,), 1720 (C=0, acide) cm™.

Synthése des nanoparticules d’or greffées de polymeéres par voie « grafting to »

Le protocole de synthese des nanoparticules d’or s’applique a tous les ligands polymeéres

présentés ci-dessus excepté le PEG-PHEMA-DS.

220 mg (0,2 mmol) d’"HAuCl,4 (@ 30 % en masse dans HCI dilué) sont dissouts sous agitation
dans 8 mL de méthanol puis ajoutés a une solution de ligands polymeres dans le méthanol
(119 mg (0,02 mmol) de ligands dans 8 mL de méthanol). Le milieu réactionnel est agité
pendant 30 minutes a température ambiante. 75.6 mg (2 mmol) de borohydrure de sodium
(NaBHj,) sont dissouts dans 4 mL de méthanol puis ajoutés rapidement a la solution dans le
tricol sous agitation vigoureuse. Aprés 24 heures d’agitation a température ambiante, la
solution rouge foncée est centrifugée pour obtenir un précipité noir. Ce dernier est lavé avec
une solution méthanol/éther (25 mL /15 mL). Le précipité final est séché sous un flux

d’argon.
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M, Au: Au: Temps MeOH /éther

Echantillon (g/mol) polymére NaBH, , de-
réaction
PMAA-DS 4800 10:1 1:10 24h 25/15
PMAA-DS 11100 10:1 1:10 24h 25/15
PHEMA-PMAA-DS 10100 10:1 1:10 24h 25/15
PEG-PMAA-DS 3700 10:1 1:10 24h 10/15
PHEMA-DS 6080 10:1 1:10 24h 0/100

Tableau 2 : Conditions de synthése des nanoparticules d’or

Greffage d’un principe actif

25 mg de nanoparticules Au-PMAA-2 sont solubilisés dans 5 mL de tampon phosphate a
pH=7,8. 3,6 uL d’EDC suivie de 5 mg de NHS sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité 2h a
température ambiante puis 300 pL d’une solution aqueuse de DOX a 10 mg/mL sont ajoutés.
La réaction est laissée sous agitation pendant 24h. La solution est purifiée par une dialyse

contre I'eau.

B. Techniques de caractérisations

Spectroscopie Infrarouge

Les spectres Infrarouge sont enregistrés sur un spectrometre FTIR Bruker Tensor 27 équipé
d’un dispositif ATR (réflexion totale atténuée). Les spectres sont enregistrés entre 4000 et

800 cm ™ avec une résolution de 10 cm™ aprés 120 scans.

Microscopie électronique a transmission (TEM)

Le microscope utilisé pour observer les images de microscopie électronique a transmission
est un JEOL-1400 (cathode LaBg) équipé d’'une caméra ORIUS SC1000 a une tension variant
de 80 a 120 kV dans le cadre de la plateforme de microscopie électronique en transmission
Imagif du CNRS. Les nanoparticules d’or greffées de polymeéres ont d’abord été analysées en
TEM a une concentration de 0,33 mg/mL. 3 pL de la solution est déposée sur une grille
carbone-Cu mesh 400. La grille a été préalablement oxydée sous plasma d’air pour rendre le
carbone hydrophile et permettre un bon mouillage de la grille lors du dépdét de la goutte.
L’exces de liquide est récupéré avec un papier absorbant. Puis la grille est transférée sur le
porte échantillon. Les nanoparticules a une concentration de 5 mg/mL dans I'eau ont

également été analysées en cryo-TEM. 3 plL de cette solution sont déposées sur une grille
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Lacey Cryo (grille en cuivre recouverte d’un film de carbone comportant des trous de tailles
différentes) préalablement traitée. L’exces de liquide est récupéré avec un papier absorbant.
La grille est ensuite plongée dans un bain d’éthane liquide refroidi par de I'azote liquide.
Toutes ces étapes délicates sont faites par un robot automatisé. La grille est maintenue dans

I'azote liquide jusqu’a son transfert rapide dans le porte échantillon.

Pour les micelles de copolymeres, la solution utilisée est celle obtenue apres
nanoprécipitation. 3 pL de cette solution sont déposés sur une grille carbone-Cu mesh 400
préalablement ionisées sous plasma. Au bout de 5 min, I'excés de liquide est récupéré avec
un papier absorbant puis 3 ul d’acétate d’uranyle sont ajoutés puis absorbés par du papier.

La grille est ensuite transférée sur le porte échantillon.

Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les analyses thermogravimétriques ont été faites sur un appareil Mettler-Toledo TGA/DSC.
Pour effectuer la mesure, les nanoparticules sont introduites dans un four via une coupelle
en oxyde d’aluminium. La température est progressivement augmentée de 25°C a 100 °C
avec une rampe de température de 20°C/min. La température reste a 100°C pendant 10
minutes pour éliminer toute trace de solvants résiduels. Ensuite la température est
augmentée de 20°C/min jusqu’a 800°C afin d’éliminer toute la partie organique présente sur

les nanoparticules. Les expériences sont conduites sous air.

Chromatographie d’exclusion stérique (CES)

Un systéme PL-GPC 220 (Polymer Laboratories, UK) a été utilisé pour les analyses CES. Les
composés sont séparés a l'aide de deux colonnes (Polymer Laboratories) Mixed-E. Ces
colonnes ont une taille de particules de 3 um, une longueur de 300 mm et un diametre de
7,5 mm. Le domaine de masses analysées est de 200-30000 g/mol. Les colonnes sont
thermostatées a 35°C et I'éluant utilisé est du THF a un débit de 1 mL/min. La détection est
assurée par un réfractometre (DRI, Polymer Laboratories, UK). Le systeme est contrélée par
un logiciel PL-GPC 220 Control®. Les masses molaires sont déterminées a partir d’étalons de

PEG ou PS linéaires.

Tests de cytotoxicité : Culture cellulaire, test LDH et test MTT

Les cellules cultivées sont des cellules de type fibroblastes murine (lignée L929) dérivées du
tissu sous-cutané et adipeux d'une souris male C3H/An. Les cellules L929 sont cultivées dans
un milieu de culture cellulaire DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) supplémenté

avec du sérum feetal de veau et des antibiotiques a 37°C sous une atmosphére humide
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contenant 5 % de CO.. Elles sont cultivées dans des flasques de culture de 75 cm? ou 25 cm?
de surface, en polystréne traité pour la culture cellulaire.

Le passage cellulaire a lieu lorsque les cellules occupent plus de 80-90% de la surface du
flasque (soit 80-90% de confluence). Il consiste a changer le milieu cellulaire. Avant de
commencer, il faut préchauffer le milieu, le PBS (tampon phosphate) et la trypsine (enzyme)
dans le bain marie a 37°C, 10-15min avant leur utilisation. Sous PSM (Poste de Sécurité
Microbiologique), le milieu est tout d’abord enlever a I'aide d’une pipette. Ensuite, les
cellules sont lavées deux fois avec 10 mL de PBS afin d’enlever le sérum et les cellules
mortes.

1 mL de trypsine est déposé par la suite pour décrocher les cellules adhérentes. L'incubation
des cellules avec la trypsine se fait pendant 2-5min dans 'incubateur a 37°C et 5 % de CO,.
Ensuite, 11 mL de milieu propre sont ajoutés afin de désactiver la trypsine. 1/10°™ du
contenu de la flasque est mise dans une nouvelle flasque et complété avec 11 mL de milieu

propre.

Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits a une densité de 2500
cellules/puits pendant 24 heures. Les suspensions de nanoparticules dans I'eau ont été
d'abord diluées dans le milieu (degré de dilution dépendant de chaque type de
nanoparticules). Au bout de 24 heures, le milieu a été écarté et les cellules ont été lavées
avec du PBS. Ensuite les solutions diluées sont déposées dans chaque puits. Les cellules du
"blanc" ont été incubées avec le milieu qui ne contient pas de nanoparticules et est dilué a la
méme proportion que les échantillons. 48 heures apres incubation des cellules, nous avons

procédé au test MTT et au test LDH :

Test LDH : Le test est réalisé sur les mémes plaques utilisées pour le test MTT. Chaque
dilution est testée dans 4 puits. (Pour ces tests, deux controles sont réalisés. Le premier dit
négatif réalisé dans 4 nouveaux puits : 10 pl d'eau ultra pure stérile (fourni dans le kit appelé
« Spontaneous LDH activity ») sont ajoutés aux cellules. Le second dit positif réalisé
également dans 4 puits : 10 uL de tampon de lyse 10X (appelé « Maximum LDH activity »)
sont ajoutés aux cellules.) Aprés incubation, 50 uL de chaque échantillon sont transférés
dans une nouvelle plague de 96 puits et 50 pL d’une solution aqueuse composée de « LDH
Substrate Mix contenant I'INT » et de tampon essai LDH sont ajoutés dans chaque puits
d'échantillon de la nouvelle plague. Au bout de 30 min d'incubation a température
ambiante, 50 pL d’une solution dite d'arrét sont ajoutés a chaque puits d'échantillon.

L'absorbance a 490 nm a été mesurée afin de déterminer la cytotoxicité.
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Test MTT : Chaque dilution est testée dans 8 puits par soucis de reproductibilité. Reprendre
la plaque 96 apres avoir prélever les 50 ul dans chaque puits pour le test LDH puis compléter
les puits avec 50 pL de milieu propre. Ensuite, Il faut ajouter 25 uL de solution MTT a une
concentration de 5 mg/mL dilué dans le PBS et incuber 2h a 37°C et 5 % CO,. Puis, pour
dissoudre les cristaux violets de formazan formés, on ajoute 200 uL de DMSO dans chaque
puits. L'absorbance du formazan qui est corrélée a la viabilité des cellules dans I'ensemble
des puits est alors mesurée a 570 nm par le lecteur de plaques et les données sont traitées
de facon a obtenir un pourcentage de viabilité cellulaire pour chaque concentration par

rapport aux cellules non traitées.

C. Irradiation

Les nanoparticules d’or greffées de polymére sont dissoutes dans I'eau par agitation

mécanique durant une nuit pour obtenir des solutions a 10 mg/mL.

Les nanoparticules de copolymeéeres amphiphiles sont obtenues par une méthode de
nanoprécipitation. Classiquement, pour le copolymére PEG-b-PMAtBu, 2 mg de copolymere
sont dissouts dans 2 mL de THF puis précipité goutte a goutte dans 4 mL d’eau sous une
agitation de 300 rpm. L’agitation est poursuivie durant 10 min. Le solvant est ensuite éliminé
par dialyse (3 x 500 mL). Pour le copolymere PEG-b-PSu, ce sont 5 mg de copolymeére qui

sont dissouts dans 2 mL de DMSO puis le protocole est le méme que précédemment.

Les solutions ainsi obtenues sont ensuite irradiées par une Gammacell. La GammaCell 3000

B¢ qui émet des rayons gamma d’une énergie

Elan irradiator est équipé d’une source de
de 660 keV. Les solutions déposées dans une enceinte close sont irradiées de maniere
uniforme et continue. La dose moyenne recue a été déterminée par une dosimétrie de
Fricke et est de 5,5 Gy/min. Le Gray étant I'unité du systéme internationale et correspond a

une dose absorbée d’un Joule par kg.

Une solution de Fricke a été préparée en diluant 22 mL d’acide sulfurique a 99% dans 250 mL
d’eau déionisée puis 0,06 g de chlorure de sodium suivi de 0,392 g de sulfate de fer (Il) sont
ajoutés. La solution est ajoutée a une fiole jaugée d’1 L puis complétée jusqu’au trait de
jauge avec de I'eau déionisée. La fiole est bouchée et conservée a I'abri de la lumiére durant

24h avant toute utilisation.

Apreés irradiation de la solution de Fricke, des produits issus de la radiolyse de I'eau sont en

solution : H*, OH", H, et H,0,. De ce fait plusieurs réactions ont ensuite lieu :
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(3)
H'+ 0, > HO,

(4)
OH* + Fe** > Fe3" + OH~

(5)
HO, + Fe*t - Fe3* + HO;

(6)
HO; + HY > H,0,

(7)
H,0, + Fe?** - Fe3* + OH® + OH™

On aainsi:
G(Fe3*) = 2G(H,0,) + 3G(H*) + G(OH") = 15.6 molécules/100 eV a 25°C.

Lirradiation convertie les ions Fe?* en ions Fe** avec un rendement radiolytique connu. La
production d’ions Fe®* est suivie avec un spectrométre UV-Visible. Puis la dose absorbée par

la solution de Fricke, DF, est donné par I’'équation :

(8)
DO

DF =
e XG(Fe3*)xp x1

Avec DO, I'augmentation de la densité optique a 303 nm et € le coefficient d’extinction
molaire de Fe** & 303 nm moins le coefficient d’extinction molaire de Fe** a la méme
longueur d’onde. La valeur de € utilisée est de 20205 M™“.cm™. G(Fe3*) est le rendement
radiolytique de Fe**, p est la densité de la solution de Fricke et [ est la longueur parcourue

par la lumiéere dans la cellule.

Dans notre étude, les doses étudiées vont de 40 Gy a 20000 Gy soit environ 10 min jusqu’a
plus de 75h d’irradiation avec ou I'absence d’oxygéne. L’irradiation de 75h (20000 Gy) n’a
pas été faite sans oxygene car le septum utilisé pour maintenir une atmosphére inerte finit
par se détériorer et n’est plus étanche sur une période aussi longue. De plus, ces irradiations
n‘ont pas été faites sous ampoule scellée, car la mise sous pression de ces solutions de

micelles n’est pas possible (bullage important).
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Annexe 2 : Diffusion de rayonnements

A. Diffusion dynamique de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) permet de mesurer la taille des particules en
solution. Elle repose sur I'’étude du mouvement brownien de ces particules. En mesurant les
temps de relaxation des particules, on peut remonter a leur coefficient de diffusion. La taille
des particules est calculée a partir de ce coefficient de diffusion issu de I’équation de Stokes-
Einstein :

(9)
kT

d(H) = 3nnD

ou d(H) est le diameétre hydrodynamique, D est le coefficient de diffusion, k est la constante
de Boltzmann, T est la température absolue et 1 la viscosité du milieu. En DLS, la valeur
mesurée correspond donc au diametre hydrodynamique, le diamétre d’'une sphére qui a le
méme coefficient de diffusion que les particules. Expérimentalement, on mesure l'intensité
diffusée, mesurée a un angle donné 6, a partir de laquelle on construit la fonction d’auto-
corrélation G?(t) avec t le temps de relaxation en fonction du temps. Pour une solution
diluée de particules monodisperses en mouvement Brownien, le facteur de forme F(q, 1)
s’écrit :

(10)

F (g0 = e P

g est le vecteur d’onde qui est relié a I'angle de diffusion 6 et a la longueur d’onde A du
faisceau incident :
(11)
4t 60

q = TSIHE

La taille des particules, dans notre étude, est obtenue a partir de la méthode des cumulants.
Cette méthode consiste a ajuster la fonction de corrélation comme une seule exponentielle
permettant d’obtenir une taille moyenne (diamétre moyen) et une estimation de la largeur

de la distribution.

Pour déterminer la taille des particules, il faut éviter les interactions entre ces particules.

Pour ce fait, il faut travailler a de faibles concentrations.
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Les mesures de diffusion dynamique de la lumiere ont été effectuées sur un appareil
Malvern Zetasizer ZS. La source de rayonnement est un laser de 4 mW avec une longueur
d’onde de 633 nm. Les mesures ont été réalisées a 25 °C. Avant chaque mesure, les
solutions aqueuses sont filtrées avec un filtre 0,45 um afin d’éliminer toutes les impuretés.

Les mesures ont été effectuées a 173° et chaque mesure dure environ 10 minutes.

B. Diffusion de rayons X et de neutron aux petits angles

Mesure

Pour les expériences de diffusion aux petits angles, nous avons envoyé un faisceau de rayons
X ou neutrons monochromatique de longueur d’onde A sur I’échantillon. Les rayons X ou
neutrons interagissent avec l'échantillon puis sont ensuite diffusés et arrivent sur un
détecteur ou ils sont comptés en fonction de leur position par rapport au centre du

détecteur.

D ‘ D Y

|Guide de neutrons|

. ‘1
=] =
/
[Monochromateur | [ Collimation Echantillon

g

~ Multidétecteur

Figure 1 : Spectromeétre de diffusion de neutron aux petits angles

La Figure 1 représente le chemin suivie par un faisceau de neutrons dans un spectromeétre de

DNPA mais il s’applique aussi dans le cas des rayons X.

Pour un échantillon isotrope, l'intensité diffusée en fonction du vecteur d’onde q est
obtenue en regroupant ensemble les intensités diffusées a méme distance du centre du
détecteur. Cette courbe I(q) permet d’obtenir toutes les informations sur I’échantillon. Il est
important de choisir une gamme de g qui soit adaptée aux distances caractéristiques de
I’échantillon (R ~1/q). Deux paramétres peuvent étre réglés pour avoir une gamme de q: la
distance échantillon détecteur (D) et la longueur d’onde (A). Ces deux parameétres sont fixes
lors d’une mesure et correspondent a une configuration. Il faut en général deux ou trois

configurations pour pouvoir caractériser entierement un objet.
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Les différentes mesures de diffusion de neutron ont été effectuées sur deux spectrometres
du Laboratoire Léon Brillouin (LLB) au CEA Saclay. Sur le spectrometre PACE, nous avons
travaillé sur trois configurations. La premiére (D = 1 m, A = 4,6 A) pour la configuration
« grands angles », la deuxiéme (D =3 m, A = 4,6 A) pour la configuration « moyens angles »,
enfin la troisiéme (D = 4,7 m, A = 13 A) pour la configuration « petits angles ». Ces trois
configurations ont permis de travailler avec une gamme de g comprise entre 0,005 A™ et 0,3
A, Sur le spectrométre PA20, nous avons travaillé sur deux configurations. La premiére (D =
2 m, A= 4,6 A) pour la configuration « grands angles », la deuxiéme (D =8 m, A = 4,6 A) pour
la configuration « moyens angles ». Ces deux configurations ont permis de travailler avec

une gamme de g comprise entre 0,006 A™* et 0,25 A™.

Les mesures de diffusion de rayons X ont été effectuées sur un diffractométre commun au
LIONS et au LPS a Orsay équipé d’une source basée sur une anode tournante Rigaku au
molybdéne (A (Mo) = 0.711 A). On a travaillé avec une gamme de q comprise entre 0.03 A”
let3.15 A"

Par la suite, on développe le traitement et I'analyse dans le cas de mesures de diffusion de
neutron mais ceux en diffusion de rayons X sont trés similaires. Avant cela, la notion de

contraste dans les cas des neutrons est développée.

Contraste

En DNPA, pour mesurer une intensité diffuse significative, I'objet doit présenter un contraste
suffisant avec le milieu dans lequel il se trouve. Ce contraste se calcule a partir de la
différence entre les densités de longueur de diffusion p de I'objet et du milieu. La densité de
longueur de diffusion d’'un objet se calcule a partir des longueurs de diffusion cohérente b;

des atomes composant cet objet :

(12)
d X Ny
Ppnpa = M ' a;b;
L

ou d est la densité du composé en g.cm'g, Na le nombre d’Avagadro, M la masse molaire du

composé en g.mol™ et a; le nombre d’atomes de longueur de diffusion b; dans I'objet.

Le contraste se définit comme le carré de la différence entre densités de longueurs de
diffusion de I'objet et du milieu ((Ap)?). Il intervient dans I'expression de I'intensité diffusée

(équation (14)).
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Traitement

Le traitement des données expérimentales a été fait a partir du logiciel PasiNet développé
au LLB. Il est important de traiter les données brutes obtenues aprés les mesures pour avoir
une intensité absolue. En effet, le signal brut tient compte de la diffusion de la cellule
(contenant la solution) utilisée (cellule vide), il faut donc la soustraire. Il faut également
normaliser le signal par rapport a I'épaisseur de I'échantillon (e) et par la transmission (T) de
I’échantillon qui correspond a I'atténuation du faisceau direct lorsque celui-ci le traverse,
sans oublier de soustraire I'intensité due au bruit de fond. La valeur absolue de l'intensité

diffusée (en cm™) a pour expression :

(13)
Ie’ch - Ibdf _ Icv - Ibdf
Iabs e Técheéch checv
Iiyo = Ipay ey — Ipay
THzoeHzo checv

Enfin lorsque tout ce traitement a été fait, il faut soustraire la partie incohérente du signal
qui correspond au signal du solvant. En pratique, on peut utiliser la méthode dite du « point
loin » qui consiste a soustraire au signal de I’échantillon a tous les q, la valeur de ce signal a

la limite des grands q.

Intensité diffusée

Une fois que les données brutes ont été traitées, le signal obtenu provient exclusivement de
la diffusion cohérente. Cette intensité absolue diffusée en fonction du vecteur d’onde q va
permettre d’obtenir des informations sur la forme et I'organisation des objets en solution.
L'expression de l'intensité diffusée pour des objets centrosymétriques en régime concentré
peut s’écrire ainsi :

(14)

1(q) = PVopjece(Ap)?*P(@)S(q)

Cette expression fait intervenir un facteur de forme P(q) qui décrit la taille et la géométrie
des objets et un facteur de structure S(q) qui décrit les corrélations entre objets dans le

systéme.

Facteur de structure

Le facteur de structure donne une information sur la corrélation entre les objets. Il
détermine si le systéeme est attractif ou répulsif et d’observer I'intensité de ces interactions.
Pour les expériences effectuées, les solutions préparées sont considérées comme étre

suffisamment diluée pour négliger les corrélations inter-objets ainsi S(q) = 1.
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Facteur de forme

Le facteur de forme donne une information sur la forme d’un objet individuel. En solution
suffisamment diluée, le facteur de structure est égal a 1. Le signal obtenu apres traitement
est alors seulement dépendant du facteur de forme. Pour des objets sphériques, ce facteur
peut étre calculé analytiqguement. La forme et les dimensions caractéristiques d’un objet

diffusant peuvent étre déterminées selon des modéles.
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Annexe 3 : Spectres XPS
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Figure 2 : Spectre XPS des nanoparticules Au-PHEMA-PMAA issues de la précipitation
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Figure 3: Spectre XPS des nanoparticules Au-PHEMA-PMAA irradiées a 20000 Gy issues de la précipitation
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Annexe 4 : Modeles pour des coupures
aleatoires

Le modéle de Reed® prévoit I'évolution de la polymolécularité en fonction du nombre de
coupures aléatoires au sein d’'un polymere a partir de I'équation suivante :

(15)

26" =1+r)(1+71)

Ip(irr) = Ip(0) X 2

Dans ce modele, |, augmente dans tous les cas avec le nombre de coupure.
3,0 T T T T

0,5 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Figure 4 : Evolution théorique de la polymolécularité en fonction du nombre de coupures a partir de I’équation de Reed
pour différentes polymolécularités initiales

Cependant, le modele présenté par Reed sur des coupures aléatoires correspond a des
polyméres en solution sans hypothese spécifique sur la forme des distributions en taille.

Dans le modéle d’Inokuti?, I’expression de I'équation de la polymolécularité en fonction du
nombre de coupures par chaines polymeres contient une donnée B qui exprime la largeur de

la distribution de type Poisson® ou Schulz-Zimm :

Ip(irr) = Z_;—ZT{l - % ll - (1 + %)_Bl}

a . . . . 1
La valeur de B peut étre calculée a partir de I'expression suivante™ :

(16)

! pour B<1 la distribution est dite large et pour B>1, elle est dite étroite. Lorsque =1, alors la distribution est
réduite au type Poisson c’est-a-dire qu’elle ne prend qu’une valeur de polymolécularité de 2.
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(17)
1

P -1
Ainsi différentes courbes de polymolécularité en fonction de r ont été tracées pour des

valeurs de B allant de 0,5 a 1,6 sur la Figure 5.

3,0 T T T T
B=0,5
2,54
o

p=1 !

2,0
B=16 i
1,5 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Figure 5 : Evolution théorique de la polymolécularité en fonction du nombre de coupures a partir de I’équation d’ Inokuti
pour différentes valeurs de

Lorsque la distribution initiale est large ($=0,5), la polymolécularité diminue avec le nombre
de coupures et tend vers 2. Au contraire lorsque la distribution initiale est étroite, la

polymolécularité augmente en tendant vers 2.

Références de I’Annexe 4 :
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1967.
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Annexe 5 : Radiosensibilisation

Auteur Année Taille (nm) Concentration Coating Cible biologique Source Energie Critéres de
d'irradiation des radiosensibilisation
photons
Chien® 2007 20 1mM Citrate CT-26 e accélérés 6 MeV DEF =1,19
Kongz 2008 10,8 15 nM Thioglucose MCF-7 rayons X 220kVp DEF=1,63
MCF-7 rayonsy 662 keV DEF=1,13
MCF-10A rayons X 220kVp DEF=1
3,85 nM Cystéamine MCF-7 rayons X 220 kVp DEF =1,37
MCF-7 rayonsy 1,2MeV DEF=1,13
Zhang® 2008 30 15 nM Nu DU-145 rayons X 200kVp DEF=1,3
Thioglucose DU-145 rayons X 200 kVp DEF=1,5
Chang* 2008 13 11 nM Citrate B16F1 e accélérés 6 MeV DEF = 1,02
Liv® 2008 4,7 500 uM PEG CT-26 rayons X 6 MV diminution des
cellules /
irradiation seule
Roa® 2009 10,8 15 nM Glucose DU-145 rayonsy 662 keV DEF=1,5
Rahman’ 2009 1,9 0,25 mM Thiol (court) BAEC rayons X 80kVp DEF=4
0,5 mM Thiol (court) BAEC rayons X 80kVp DEF=20
1 mM Thiol (court) BAEC rayons X 80kVp DEF=24,6
0,5 mM Thiol (court) BAEC rayons X 150kVp DEF=1,4
1mM Thiol (court) BAEC rayons X 150 kVp DEF=2,2
0,5 mM Thiol (court) BAEC e accélérés 6 MeV DEF =29
0,5 mM Thiol (court) BAEC e accélérés 12 MeV DEF=3,7
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Brun®

Brun’

Chithrani®

Liu

Butterworth™

2009

2009

2010

2010

2010

37,5

37,5

37,5

92
37,5
14
50
74
50
50
50
6,1

1,9

ratio
NP/protéine
0,0002
0,0002
0,0002
0,0001
0,00002
ratio ADN/NP
1:1

10:1

5:1

5:1

1:1

1nM

1nM

1nM

1nM

1nM

1nM
500uM

2,4uM

Citrate

Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate

Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
Citrate
PEG

Thiol (court)

protéine centrine

protéine centrine
protéine centrine
protéine centrine
protéine centrine

ADN

ADN

ADN

ADN

ADN

Hela

Hela

Hela

Hela

Hela

Hela
EMT-6/CT-26
EMT-6/CT-26
EMT-6/CT-26
AGO0-1552B
Astrocyte
DU-145
L-132

MCF-7
MDA-MB-231

rayons X

rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X

rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayonsy
rayons X
rayons X
rayons X
e accélérés
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X

40 kVp

80 kVp
120 kVp
40 kVp
40 kVp
120 kVp

120 kVp
120 kVp
120 kVp
120 kVp
220 kVp
220 kVp
220 kVp
105 kVp
660 keV
6 MV
160 kVp
6kV
6MeV

160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp

DEF=1,48

DEF =1,13
DEF=1,3
DEF = 1,15
DEF = 1,22
DEF = 3,3

DEF=1,6
DEF=1
DEF =3
DEF=3
DEF=1,2
DEF = 1,43
DEF = 1,26
DEF = 1,66
DEF = 1,18
DEF =1,17
DEF=1,2
DEF =2
DEF = 1,25
DEF = 1,97
DEF = 0,96
DEF = 0,81
DEF = 0,87
DEF = 1,09
DEF=1,11
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Rahman®®
Geng"*

Jain®

Xiao®®

2010
2011

2011

2011

14

1,9

10

13

13

0,24pM

1mM
5nM

12 uM

ND

ND

ND

ND

Thiol (court)

Dopé dans PAG

Thioglucose

Thiol (court)

Nu

Thiol-undécane

DTDTPA

Gd/DTDTPA

PC-3

T98G
AGO-1552B
Astrocyte
DU-145

L-132

MCEF-7
MDA-MB-231
PC-3

T98G

BAEC
SK-OV-3
SK-0OV-3
MDA-MB-231
MDA-MB-231
MDA-MB-231
DU-145
DU-145

L-132

L-132

ADN

ADN

ADN

ADN

rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
e accélérés
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
rayons X
e accélérés

e accélérés

e accélérés

e accélérés

160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
160kVp
80kVp
90kVp
6 MeV
160 kVp
6MV
15 MV
160 kVp
6MV
160 kVp
6MV

60 kev

60 kev

60 kev

60 kev

DEF=1,02
DEF =191
DEF=1,16
DEF = 1,04
DEF=0,98
DEF =0,86
DEF=1,41
DEF = 1,67
DEF =1,07
DEF=1,3
DEF=2
DEF=1,3
DEF=1,2
DEF=1,41
DEF =1,29
DEF=1,16
DEF =0,92
DEF=1,13
DEF =1,05
DEF=1,08
augmentation des

cassures de brin *
2,3

augmentation des
cassures de brin *
1,6

pas
d'augmentation
pas
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Sim

Zhang®®

Coulter®™

Kumar®

Chattopadhyay”

2011

2012

2012

2013

2013

50

4,8
12,1
27,3
46,6
4,8
12,1
27,3
46,6
1,9

Nu : 2-3 puis
ac PEG: 11-
12

30

ND

0,05mM
0,05mM
0,05mM
0,05mM
0,1 mM
0,1 mM
0,1 mM
0,1 mM
12 uM

0,5 mg/ml

2 mg/ml

ND

ND

PEG

PEG
PEG
PEG
PEG
PEG
PEG
PEG
PEG
thiol (court)

PEG Alexa Fluor
647

PEG Alexa Fluor
647

Herceptin

rien

DU-145

Hela
Hela
Hela
Hela
Hela
Hela
Hela
Hela
DU-145

MDA-MB-231

L-132

Hela

Hela

MCF-7

MCEF-7

rayons X

rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayons X

rayons X

rayons X

rayons X

rayons X

rayons X

rayons X

6 MV

660 keV
660 keV
660 keV
660 keV
660 keV
660 keV
660 keV
660 keV
160 kVp

160 kVp

160 kVp

220 kVp

220 kVp

100 kVp

100 kVp

d'augmentation
diminution des
cellules /
irradiation seule

DEF=1,41
DEF=1,65
DEF=1,58
DEF = 1,42
DEF=1,46
DEF = 2,07
DEF=1,86
DEF =1,52
pareil qu'avec
I'irradiation seule
diminution des

cellules /
irradiation seule

pareil qu'avec
I'irradiation seule

augmentation de la
mort cellulaire *
1,3

augmentation de la
mort cellulaire *
2,8

augmentation de la
mort cellulaire *
1,6

Pas
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2013

2013

2013

2013
2013

2013

2014

2014

2014

2014

2014

5 non couplé
puis 16-17
couplé

50
5-9
13
1,9

15

coeur : 12 ac
PEG: 23

13,5

50

50

ND

1,9

0,1uM DOX

0,2 mg/ml

5,5uM
20 nM
10 mg/ml
10 mg/ml
1mM

Np/cell=100

0,087mM

2mM

1mM

B-cyclodextrin,
acide folique

Méthyl
polymere
Glucose

Glucose
thiol (court)
thiol (court)
PEG

Polyélectrolytes
cationiques

Cisplatin

PEI

DTDTPA/Gd

thiol (court)

Hela

Hela

Hela
Hela
A-549
F-98
F-98
U-251

U-712

S1, S2, SP56

S1, S2, SP56

uU-87

BAEC

BAEC

BAEC
BAEC

rayons X

rayons y

rayonsy
ion C+

rayons X
rayons X
rayons X
rayons X

rayons X

rayonsy
rayonsy
rayonsy
rayons X
rayons X

rayons X
rayons X

160kVp

125|
28keV
ND

ND

6 MV
50 keV
50 keV
150 kVp

40 kVp

660 keV
660 keV
662 keV
30 keV
40 keV

50 keV
60 keV

d’augmentation de
la mort cellulaire
augmentation de la
mort cellulaire *
2,7

rDEF = 1,7-2,3

REF = 1,52
REF = 1,39
DEF = 1,49
DEF =1,92
DEF=1,4
DEF=1,3

diminution de la
dose pour tuer les
cellules

augmentation de la
mort cellulaire

augmentation de la
mort cellulaire

diminution des
cellules /
irradiation seule

DEF=1,74
DEF = 3,47
DEF = 2,77
DEF = 3,06
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BAEC rayons X 70 keV DEF=1,3
BAEC rayons X 81 keV DEF =2,52
BAEC rayons X 100 keV DEF=1,35

Tableau 3 : Résumé des études de radiosensibilisation de I’or in vitro dans la littérature

CT-26: carcinome du colon (souris); DEF: dose enhancement factor; MCF-7: adénocarcinome du sein (humain); MCF-10A: cellules
épithéliales mammaires (humain) ; DU-145 : adénocarcinome de prostate (humain); B16F1 : mélanome (souris) ;PEG : polyéthyléne glycol ;
BAEC : cellules endothéliales d’aorte bovine ; ADN : acide désoxyribonucléique ; Hela : adénocarcinome du col de I'utérus (humain) ; EMT-6 :
cellules cancéreuses épithéliales mammaires (souris) ; AGO-1552B : cellules primaires fibroblastes ; Astrocyte : cellules gliales du systéme
nerveux central ; L-132 : fibroblastes pulmonaires producteur de kératine (humain) ; MDA-MB-231 : adénocarcinome métastatique du sein
(humain); PC-3: adénocarcinome de prostate (humain); T98G : glioblastome cérébral (humain); PAG : polyacrylamide gel; SK-OV-3:
adénocarcinome ovarien (humain) ; DTDTPA : dithiolated diethylenetriaminepentaacetic ; Gd : Gadolinium ; PEG Alexa Fluor 647 : PEG couplé a
un fluorophore ; rDEF : residual DNA damage enhancement factor ; DOX : doxorubicine ; REF : radiosensitivity enhancement factor ; A-549:
carcinome pulmonaire (humain) ; F-98 : gliome (rat) ; U-251 : gliome (humain) ; U-712 : glioblastome (humain) ; PEI : polyethylenimine ; S1, S2,

SP56 : glioblastome cérébral multiforme ; U-87 : glioblastome cérébral (humain).
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Diameétre cmassique d’or Crnolaire d'OF
d'une Masse d'une (mg/mL) atomique (nM)
particule particule (g) pour 1nM en pour 1nM en
(nm) particules particules
2 8,08.10%° 4,86.10° 248
5 1,26.108 7,59.10™ 3870
10 1,01.10" 6,08.10° 31000
15 3,41.10 2,05.10” 105000
20 8,08.10™" 4,86.107 248000
30 2,73.107 0,164 839000
40 6,47.107 0,389 1990000
50 1,26.10" 0,759 3870000
60 2,18.10" 1,31 6700000
80 5,17.10"% 3,11 15900000
100 1,01.10™ 6,08 31000000

Tableau 4 : Conversion entre Cp,ique €0 OF €t Co1aire €N OF atomique
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