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Introduction

Contexte de I'étude

Les nanoparticules sont des objets dont la tadtenermalement comprise entre 1 et
10 nm. Il est cependant plus souvent admis que, panler de nhanomatériau, au moins une de
ses dimensions doit étre inférieure & 100 nm (H2065). Ce domaine de taille confere aux
objets des propriétés spécifiques qu’ils ne posaqukes dans le domaine micrométrique. A ces
trés faibles tailles, par exemple, le rapport stefaur volume augmente quand la taille de la
particule diminue permettant une meilleure réatdide ces nano-objets (Millot 2005).

Il existe aujourd’hui des nanoparticules de compmss variées. Parmi elles, notre
étude s’est intéressée aaxydes de fer Leurs faibles tailles leurs conferent des prdpsé
intéressantes, notammemtagnétiques (Wang et al. 2001), les rendant utilisables dans de
nombreuses applications. Ainsi, dans le domainematrique, certaines structures d’oxyde de
fer comme la magnétite (k@) ou la maghémite y{Fe,0O3) possédent des propriétés
superparamagnétiques Dans cet état, 'aimantation peut se renversentsgmément sous
I'effet de la température. Un champ extérieur gaaolement aimanter ces nanoparticules mais
elles perdent cette aimantation une fois le chawtgrieur arrété. Sans étre exhaustif, ces
matériaux peuvent servir de catalyseur (Van denledal. 1999) ou entrer dans la fabrication
de disques de stockages magnétiques en les assémtbldms (Limet al.2004).

Un nouveau champ applicatif des oxydes de fer sléstloppé il y a une vingtaine
d’années : leapplications biomédicalegHalbreichet al. 1998). La possibilité de contrdler les
tailles de ces nano-objets ainsi que de modifiar sirface (fonctionnalisation) peuvent les
rendre utilisables dans ce domaine. De plus, l¢ilisation a faible dose dans I'organisme
induit peu de toxicité, le fer étant déja présemgl’'organisme (Godiat al.2010).

Parmi les nombreuses applications possibles, lepriptés magnétiques des nanoparticules
d’'oxyde de fer permettent de les utiliser comagents de contraste en IRM(Imagerie par
Résonance Magnétique) (Jung 1995; 8ual. 2008). Une fois injectés, ils vont se distribuer
dans 'organisme et générer un contraste en IRN temzones ou ils sont localisés.
Cependant, d’autres caracteéristiques de ces oxdalés empéchent leur utilisation telle quelle
en biologie. En effet, une modification de surfgmealable de ces nano-objets par des
molécules biocompatibles est nécessaire pour éeiteragglomération et leur sédimentation
en conditions physiologiques (Guptal.2004). Le type de molécule utilisé peut permetae
contrbler la taille ou la biodistribution des namlgets a base d’'oxyde de fer (Morredtal.
2004).

Il est également possible de diriger ces nanopdesc vers des organes ou des
pathologies spécifiques en leur greffant des mdddcudes anticorps ou des principes actifs
permettant également, dans ce dernier cas, derttaie maladie.

A Dijon, un consortium sur limagerie médicale $'ewmis en place en 2007 :
Pharmimage® Dans ce contexte, une des thématiques de ce,@ré® sur le développement
des applications biomédicales des nanoparticulegngré des échanges entre le laboratoire

! Pharmimage® est un projet transversal et multiglis@ire axé sur I'utilisation, la mise au poire ttaceurs et la
détermination de biomarqueurs capables de pernlettseiivi de I'efficacité des traitements et laesfion de
molécules actives_: http://www.pharmimage(@@nsulté en septembre 2010)
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Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne (ICB) plusrticulierement I'équipe MaNaPI
(Matériaux Nanostructurés Phénoménes a [I'Interfaceon équipe d’accueil), le LE2I
(Laboratoire Electronique, Informatique et Image)lee société NVH Medicinal, société de
biotechnologie spécialisée dans le développement pdeduits a base de protéines
recombinantes ciblant certaines pathologies casdicoMaires. C’est cette collaboration qui a
initié mon travail de these fin 2007. L'objectif deette thématique est de travailler sur
I'élaboration de nanoparticules d’'oxydes de ferrdes utiliser comme agents de contraste en
IRM avec comme second objectif de détecter plusciBgéement certains processus
biologiques a l'origine des pathologies cardiovéaices. Fort de plus de 30 ans d’expérience
de I'équipe MaNaPI sur les ferrites nanostructur@&iot 1994; Perriatet al. 1996), il était
naturel de développer cette voie d’application eim sle cette équipe. Par ailleurs, dans cette
dynamique Pharmimage®, trois unités mixtes de metleede Dijon (le laboratoire ICB, le
LE2I et I'Institut de Chimie Moléculaire de I'Univsité de Bourgogne) se sont engagées par la
signature en 2010 de la convention 3 MIM (Marqudge Molécules par des Métaux pour
I'lmagerie Médicale) avec le CNRS, I'Université Beurgogne et le Conseil Régional pour
une durée de 7 ans.

Les objectifs de la thése

Le but de cette thése était donc de synthétisernd@®particules d’oxyde de fer
biocompatibles pour des applications biomédicales particulierement pour I'IRM. Ces
oxydes de fer nanostructurés doivent s’associeagriagats de faibles tailles (inférieures a
50 nm) pour se disperser plus facilement dans dioiggne (Okuhata 1999) et ainsi étre
utilisables pour la détection des pathologies cambiculaires visées. Les agrégats
superparamagnétiques obtenus doivent ensuite &lbdises par des molécules organiques
n‘augmentant pas leur toxicité et leur agglomératiet les stabilisant en conditions
physiologiques. Enfin le couplage de moléculesrigsoentes doit permettre une détection de
ces nanoparticules en microscopie optique, faotliteur étude par des techniques classiques de
biologie (microscopie, cytométrie, ...).

Pour cette étude, ces agents de contraste sonbsesigdes éléments suivants (Figure 1) :

1) Des cceurs magnétiqguescomposés d'oxydes de fer nanostructurés appoftemnt
propriétés superparamagnétiques recherchées pdétdetion en IRM.

2) Des molécules organiquesapportant une stabilisation aux coeurs magnétigies
permettant également une biodistribution différerde ces nano-objets tout en évitant
leur toxicité.

3) Eventuellement unenolécule fluorescentepermettant une détection plus aisée de ces
nanoparticules par microscopie optique.
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' Nanoparticule d’'oxyde de Fqr

f Molécule stabilisante

? Molécule fluorescente

Figure 1 : Représentation d’'un agent de contragterptilisation en IRM composé d’'un coeur
magnétique stabilisé par des molécules organiqtiesuplé a une molécule fluorescente pour la

détection in vitro.

La toxicité et I'efficacité en IRM de ces potensielgents de contraste doivent ensuite

étre évaluées.

Pour répondre a ce cahier des charges, ce tréesiildvisé en quatre objectifs principaux :

1)

2)

3)

4)

Optimiser la synthese d'oxydes de fer nanostructurés pawdi@ classique de
co-précipitation afin d’obtenir des nanoparticulds faibles tailles permettant la
circulation assez longue de ces agents de contdaste I'organisme pour cibler les
pathologies cardiovasculaires. Les suspensionsobsedoivent étre stables dans les
conditions de stockage pour éviter une altératiodtre conservées avant modification
de surface. Pour connaitre la phase obtenue et fearphologies, les nanoparticules
seront analysées en diffraction des rayons X etmeeroscopie €électronique en
transmission. Pour les couplages des oxydes davéar des molécules organiques, la
surface de ces particules sera analysée par mesursurface spécifique (BET),
spectroscopie infrarouge, diffusion dynamique deraiére, zEétamétrie, XPS et analyse
thermogravimétrique.

Stabiliser les nanoparticules d’'oxyde de fer par répulsi@ttébstatique ou stérique a
I'aide respectivement d’acides carboxyliques owpdlyéthylénes glycols. La présence
d'agents greffés a la surface sera mesurée paysasathermogravimétriques, par
spectroscopie infrarouge, par XPS, par microscogliectronique, par diffusion
dynamique de la lumiere et zétamétrie. Les mol&cidtactionnalisantes doivent
pouvoir étre couplées a un agent fluorescent arielirement a des protéines ou des
anticorps pour la détection de pathologies spéaifiq

Industrialiser ces deux premiéres étapes en synthétisant eeffargravec des agents
stabilisants en une seule étape des nanopartidibeyde de fer. Le dispositif de
synthese hydrothermale pouvant s’étendre au donegnesupercritique développé au
sein de I'équipe MaNaPl sera utilisé pour syntleétisle grandes quantités de
nanopoudres. L'influence des réactifs et des paraséle réaction sera étudiée pour
comprendre et améliorer les synthéses (controlia daille de grains, de leur état de
dispersion et d’oxydation et des phases obtenues).

Valider les compatibilités biologiques et les efficacigstant qu’agents de contraste
en IRM de ces nanoparticules d'oxyde de fer. Detstde cytotoxicité réalisés sur
différents modéles cellulaires fournis par la sticidVH Medicinal devront permettre
d’estimer I'impact de nos nano-objats vitro. En collaboration avec le Le2l, NVH
Medicinal (modéles animaux) et le CHU de Dijon, lparticulierement le service
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d’'imagerie, des mesures sur une IRM clinique sls g&n vivo aprés injection a des
souris permettront d’estimer l'efficacité et la distribution de ces nanoparticules
d’oxyde de fer fonctionnalisés.

Plan du manuscrit

Ce manuscrit est divisé en trois parties :

1) Dans le premier chapitre, les applications biolag& des nanoparticules sont
brievement présentées. Des détails sur I'imageaaier@sonance magnétique et sur le
ciblage de pathologies spécifiques sont explicités.

2) Le deuxiéme chapitre est scindé en 3 parties. émijgre partie détaille I'obtention et la
caractérisation de nanoparticules d’oxyde de feis B'en suit des tests de couplage des
nanoparticules par des molécules stabilisantege®tadents fluorescents ainsi que les
caractérisations morphologiques et chimiques quidé&toulées de ces essais. Enfin,
l'influence des réactifs et des conditions de sgsthdans le procédé de synthése
hydrothermal en continu est étudiée.

3) Le dernier chapitre est consacré aux essais biplegiréalisés avec les nanoparticules
obtenues. Une premiere partie traite des tests/tdogicité et une autre partie étudie
I'efficacité en tant qu’agent de contraste intring® des nanoparticules et la
biodistribution de ces nano-obijets.



Chapitre 1.1 : Généralités sur les nanoparticutebielogie

Chapitre | Contexte et problématique de I'étude

.1 Généralités sur les nanoparticules en biologie

La possibilité de contrbler la taille des nanopatts d’'oxyde de fer (de quelques
nanometres a plusieurs centaines de nanometresiepele les situer dans des dimensions
comparables aux cellules (10 a 100 um), aux vR20sa(450 nm) ou aux protéines (5 a 50 nm)
(Pankhurstet al. 2003). De plus, leurs propriétés magnétiquescpdigres a faibles tailles,
leur permet de réagir sous l'action d’'un champ nétigne extérieur. Enfin, la possibilité de
coupler ces oxydes de fer avec des molécules oyprdésines ouvre la voie a de nombreux
champs applicatifs dans le domaine biomédical.dxesnples présentés ne sont qu’un panel du
nombre important d’applications biologiques offsrpar ces nanomatériaux.

[.1.1 L'imagerie par résonance magnétique (IRM)

Les propriétés magnétiques particulieres des oxgeéefer nanostructurés les rendent
utilisables en imagerie médicale. Cette partie tétabjectif de ce travalil, la partie 1.2 de ce
chapitre lui est consacrée.

[.1.2 Séparation de matériel biologique a l'aide de namopcules
d’oxyde de fer

La capacité qu’'ont les nanoparticules d’oxyde de des’aimanter sous un champ
magnétique extérieur permet de les utiliser poyasg du matériel biologique ou des
macromolécules (Corchest al.2009).

Avant de les séparer, il est nécessaire de mampsecellules par des oxydes de fer et
ce, de deux manieres différentes en utilisant leprggtés réactives de ces nanoparticules :

- Parciblage Des nanoparticules sont couplées a des ligaratsfispues a des récepteurs
de certaines cellules et peuvent se lier exclusargraur ces cellules (Figure 1.1.1). Par
ce moyen, il est possible de distinguer des callplessédant un récepteur spécifique
(comme des cellules cancéreuses par exemple) ldéesate le possédant pas (cellules

. Y e ’Vtx

o—d—= O~ 9 O

by f\*/i

Nanoparticule Nanoparticule Cellule possédant les Cellule marquée par des
d’'oxyde de fer d’oxyde de fer  récepteurs de ces ligands nanoparticules d’oxyde de fer
couplée a des ligands

Figure I1.1.1 : Schéma de marquage d’une cellulespdant des récepteurs spécifiques a des ligands
couplés sur des nanoparticules d’'oxyde de fer dagGupta et al. 2005)
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- Parinternalisation de ces nano-objets par des cellules (Wilhelnal.
2009).

Dans ces deux cas, les cellules se retrouvent esqoar des oxydes de fer et
peuvent étre séparées des cellules non marquéed'action d'un champ magnétique,
a l'aide d’'un aimant par exemple (Figure 1.1.2).

“g-g

0) b)
D @

:Of

=)

Figure 1.1.2 : Exemple de séparation cellulaire paarquage de cellules. (a) Les cellules bleues sont
marquées par des nanoparticules d’oxyde de ferguizss des ligands spécifiques (sphéres grises). (b)
Toutes les cellules passent dans une colonne dengttographie avec un aimant. Les cellules
marquées sont retenues par le champ magnétiqes ebhn-marquées (en rose) sont €liminées. (c) En
enlevant I'aimant, seules les cellules marquées mmupérées en fin de séparation d’apres (Corchero
et al. 2009).

1.1.3 Ciblage spécifique de pathologies

La possibilité d’'attirer les nanoparticules d’oxyde fer avec un champ magnétique
extérieur ainsi que la possibilité de leur greffi’s molécules ou des protéines, les rendent
utilisables pour délivrer des principes actifs (kKlet al.2006; Laurentet al.2008).

Des nanoparticules d’'oxyde de fer sont grefféeses ptincipes actifs, principalement des
anticancéreux. Une fois injectés, ces principei$saobnt pouvoir étre concentrés dans l'organe
grace a I'application d’'un champ magnétique a pmnité du lieu de ciblage (Figure 1.1.3).

. a) b) c)
‘i&' ji';‘( & %’?“9 A " > %

Figure 1.1.3 : Ciblage de principes actifs (spheoganges) couplés a des nanoparticules d’oxydede f
(petites sphéres grises) chez la souris. (a) Oecirjles oxydes de fer associés a un principe ataif
souris. (b) Les oxydes de fer sont attirés verg#ioe grace a un champ magnétique placé a son
voisinage (M). (c) Les nanoparticules sont conaggrdans I'organe ciblé d’aprés (Corchero et al.
2009).

L’intérét du ciblage de principe actif est doutfakhurset al.2003) :
- En ciblant spécifiquement les sites malades, l&citéxdu principe actif sur d’'autres
parties de I'organisme est limitée.
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- La quantité de principe actif a utiliser pour &fécace est diminuée car la majorité de
la molécule utilisée est concentrée vers le siikci

La difficulté principale de cette technique estcoaserver I'efficacité du principe actif
présent sur les nanopatrticules.

Pour cibler les tumeurs, il est également possielgouer sur les pH. En effet, le pH
physiologique est aux alentours de 7,4 quand addgi tissus tumoraux est plutot de 5,7.
Munnier et al (Munnier et al. 2008) ont utilisé un anticancéreux : la Doxorubeciiée aux
nanoparticules par une liaison permettant une @éear plus facile a pH acides. Cette
technique permet d’éviter le relargage aléatoiredd®mue dans I'organisme et montre ainsi

l'intérét du couplage de principe actif a des oxyde fer nanostructurés.

Chorny et al (Chorny et al. 2010) ont utilisé les propriétés des nanopartgule
magnétiques (MNP) de maniere assez originale péliurdr un principe actif devant empécher
la ré-obstruction des artéres aprés la pose demt $bu resténose). Cette équipe a posé a des
souris un stent en acier magnétique. Les animanikestsuite soumis a un champ magnétique
(Figure 1.1.4-A). Des nanoparticules magnétiquagptEes a un agent antimitotique (inhibiteur
de la prolifération cellulaire) le Paclitaxel (PTXpnt dirigées, apres injection, vers le stent
magnétique (Figure 1.1.4-B).

A

Figure I1.1.4 : (A) Schéma d’'une souris possédargtent magnétique placée dans un champ
magnétique uniforme entre deux électro-aimantsgé3)nanoparticules couplées a un agent
anti-inflammatoire (PTX) sont attirées vers le stgrdce au champ magnétique d’apres (Chorny et al.

2010).

Les nanoparticules couplées au PTX se retrouvedfieqgntiellement vers la zone
inflammatoire de I'artére possédant le stent emgttent de délivrer une plus grande quantité
de principe actif et donc d’éviter la prolifératiopllulaire et donc la ré-obstruction de l'artere
(Figure 1.1.5).
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MNP+ PTX MNP+ PTX Non traitées
Nontraitée:  +Mag - Mag +Mag

"M 2

Figure 1.1.5 : Effet des nanoparticules coupléeddiX sur la prolifération de cellules de muscle
aortique de rats (A10). (A,C,E,G) en microscopihamp clair et (B,D,F,H) en microscopie a
fluorescence. (L) Artére de souris possédant umt stietraitée par les nanoparticules couplées aXXPT
et (M) artere de souris avec un stent sans traiterd@preés (Chorny et al. 2010).

champ clair

Microscopiea Microscopie en

fluorescence

Les cellules A10 non traitées avec ou sans présgmagamp magnétique ou traitées
sans l'application de ce champ (Figure 1.1.5-A-B~&5-H) n'ont pas été détruites, de méme
qgue la ré-obstruction de l'artere sans traitemantobservée (Figure 1.1.5-M). En revanche,
'application d’'un champ magnétique couplée a lisdition des nanoparticules avec du PTX
ont montré leur effet sur la destruction des cediud’artéren vitro (Figure 1.1.5-C-D) ainsi que
in vivo (Figure 1.1.5-L), montrant I'intérét du ciblage égifique de pathologie a l'aide de
nanoparticules magnétiques couplées a des prinagés.

En plus du ciblage de pathologies oncologiquesandiavasculaires, les nanoparticules
magnétiques peuvent servir a la transfection d’AB&hs les noyaux pour, notamment la
thérapie génique (Steit al. 2007). Paret al (Panet al. 2007), par exemple, ont utilisé des
nanoparticules d'oxyde de fer stabilisées par desddmeéres qui se sont couplées a un
oligodésoxynucléotide antisens (asODN) qui est im &#ADN. En contact avec des cellules
canceéreuses, ces particules ont été internalis@égsafle d’endocytosea) vitro. Ce phénomeéne
est facilité par l'application d’'un champ magnégqu’ou l'intérét des nanoparticules
superparamagneétiques. Ces nanomatériaux se sooivet dans des endosomes proches du
noyau qui ont libéré I’'ADN et les nanoparticulesgnétiques dans le cytoplasme de la cellule
(Figure 1.1.6).
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Nanopatrticules
d’oxyde de fer *
Nanopatrticules

d’oxydede fer D%I/ﬁ
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Figure 1.1.6 : Nanoparticules d’oxyde de fer seglant a de 'asODN puis étant internalisées par une
cellule cancéreuse. Apres ingestion dans des entesdes nanopatrticules et I'asODN sont largués
dans le cytosol d’aprés (Pan et al. 2007)

[.1.4 L’hyperthermie

Une autre application possible des nanoparticulesyde de fer est I'hyperthermie. Il
est connu (Dennigt al. 2008) qu'au-dela de 42-43°C, les tissus maling skitruits. En
présence de champ magnétique de hautes fréqueh@esi (10 Hz) les nanoparticules
d'oxydes de fer s’échauffent localement (Kallumadil al. 2009). Les oxydes de fer
nanostructurés sont injectés directement dansdi@gu ciblés vers ce dernier ; puis un champ
radio-fréquencé est ensuite appliqué et les cslldle ce site sont localement détruites
(Wilhelm et al.2007).

. a) b) & c)
,/':} ~ 548 .:l
3 & # &
& = =
e
Figure 1.1.7 : Mécanisme d’hyperthermie a base deaparticules d’oxyde de fer (cercles gris) chez la
souris. (a) Les oxydes de fer sont injectés alaiso(b) Ces nanoparticules sont concentrées dans

I'organe ciblé. (c) Un champ magnétique (C.M.)agpliqué et échauffe les nanoparticules (cercles
rouges) d'apres (Corchero et al. 2009).

Pour les pathologies permettant l'injection diredes nanoparticules dans I'organe
malin, cette application prometteuse des oxydefeidaanostructurés a pu étre développée au
stade clinique par I'équipe de Jordainal (Johannsemt al. 2007) notamment dans la thérapie
de tumeur de la prostate. Cette équipe travailfideplus de 20 ans sur ce mécanisme et a
obtenu fin 2008 l'autorisation d’utilisation d’uppareil d’hyperthermie pour le traitement des
tumeurs au cerveau chez I'étre humain.



Chapitre 1.2 : L'Imagerie par Résonance Magnétique

.2 L'Imagerie par Résonance Magnétique

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est wewhriique d'imagerie médicale
utilisée dans le diagnostic qui est basée sur lsureede certaines propriétés magnétiques des
noyaux d’hydrogenes (protons) dans l'eau et lesisgga des tissus biologiques. Le
développement des nanomatériaux (super)-paramggestia ouvert la voie a de nouvelles
applications dans le domaine de I'IRM. Dans le eat ce travail, ce sont les nanoparticules
d’'oxyde de fer qui nous ont intéressés. Des natiopbes d’oxyde de gadolinium (G0s)
enrobée dans de la silice encapsulant égalementidiEsules fluorescentes sont également
développées aujourd’hui pour des applications bdoades notamment en IRM et en
microscopie a fluorescence (Bridettal. 2007).

[.2.1 La Résonance Magnétique Nucléaire

[.2.1.1 Principe (Doyon et al. 2004)

Les atomes ont tous des propriétés magnétiquesoplusoins importantes définies par
un moment magnétique L.

En IRM, le magnétisme mesuré est nucléaire et mg @iee détectable que pour des
noyaux possédant un nombre impair de protons ooedérons. Un des éléments possédant
cette qualité est I'hydrogénéH) ou le proton. L’hydrogéne est un élément abohdans le
vivant, tant au niveau de I'eau des liquides orgaes que des graisses.

En absence d'un champ magnétiqgue statique puissast, noyaux d’hydrogénes
possédent tous des moments magnétiques u indigiduehtés au hasard qui s’ajoutent en une
aimantation totale nulle (Figure 1.2.1).

/-
/\jt Mg =C

A
<N\ J
Figure 1.2.1 : Moments magnétiques . de différenigaux d’atomes d’hydrogene présents dans un

volume de tissu placé a I'état naturel. Les momeragnétiques sont orientés au hasard et leur somme
donne une aimantation JMhulle.

Cependant, en présence d’un champ magnétique on@fBy dirigé arbitrairement selon
un axe Oz, les moments magnétiques des protonsadopter une des deux orientations, soit
alignés dans le sens dg, Boit dans le sens opposé. En s’orientant, les entsmmagnétiques
décrivent également un mouvement de préceSsiatour de B & un angle de 54,7° (angle
magique) par rapport & ce dernier (Figure 1.2.2-ak noyaux'H vont alors se distribuer sur
deux niveaux d’énergie correspondant aux deux sgifa et -1/2, respectivement dans le sens
du champ B (spin parallele ou fondamental) et dans le sep®®p (antiparallele ou excité).
Du fait de la meilleure stabilité du niveau fondamad les spins paralléles se retrouvent en
léger exces, créant une aimantation nucléaire tdtiecen RMN : M (Figure 1.2.2-b).

2 Mouvement de précession : les spins ont un mounedeerotation et décrivent un céne autour de Ix&,.
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b)

AE

Figure 1.2.2: (a) Moments magnétiques (1) des pretdun volume de tissu placé dans un champ
magnétique B A I'équilibre, I'aimantation totale Mest parallele & B (b) Distribution des niveaux
d’énergie de protons a I'équilibre placés dans tlamp magnétique,B

L’aimantation nucléaire totale ¢yicorrespondant a la somme des moments magnétiques
iU de tous les protons, est définie par deux comrmpesa I'aimantation longitudinale (M
correspondant a la projection de Bur 'axe Oz et I'aimantation transversaler{Mjui est la
projection de M sur le plan xy perpendiculaire a.B
A l'équilibre (Figure 1.2.2-a), M est maximale et Mest nulle. Pour pouvoir détecter les
signaux de ces deux composantes, il est nécesleaimaser cet équilibre.

En appliqguant un second champ magnétique trés Brefchamp radiofréquence)
perpendiculairement agBdans le plan xy), on peut déséquilibrer 'aiméintaMy de maniére
a ce que M se retrouve dans le plan xy ou elle va étre mesule nouveau champ est appelé
M (Figure 1.2.3-a). Il faut pour cela que la fréque de I'onde radio soit telle que I'énergie
apportée soit équivalente a la difféerence entrelées états d’énergie des noyaux d’hydrogene
(AE : Figure 1.2.2-b), on parle alors de fréquencesdenance.
Apres I'arrét du champ Bl'aimantation M va revenir a son état fondamerte va rejoindre
son état d’équilibre suivant 'axe Oz en décrivane hélice de rayon décroissant (Figure
1.2.3-b). Les valeurs des composantes de M vomevan fonction du temps et, a I'équilibre, la
composante longitudinale Mra revenir a sa valeur initiale (c’est-a-dire égalM) et celle de
sa composante transversale W& redevenir nulle.
Bien que simultanées, on peut considérer ces dempasantes de relaxation (temps de retour
a I'équilibre de ces deux composantes) de mangiearées. On parle tlamps de relaxation

b a) g b) 4
Mo
M M
o e, M)y %
i/ Bim0 S
X y

Figure 1.2.3 : (a) Déplacement du champ &h M perpendiculairement & Bous I'action d’'un champ
magnétique radiofréquencea.Bb) A 'arrét de B, le champ M va rejoindre sa position d’équilibire e
retrouvant sa composante longitudinalg Maximale et sa composante transversajeiile.
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[.2.1.2 Les temps de relaxation

Apres excitation de I'aimantation gvpar un champ perpendiculaire radiofréquenge B
ses composantes longitudinale et transversale vetrbuver leurs valeurs d’équilibre
(respectivement M=Mg et Mr=0). Les temps de relaxations sont les temps qoemettre ces
composantes a atteindre un certain pourcentageude\taleurs a I'équilibre.

1.2.1.2.1La relaxation longitudinale T,
Le temps de relaxation longitudinale du relaxation spin-réseau est le temps théorique

au bout duquel, aprés une impulsion 8 90° par rapport a l'axe Oz, I'aimantation
longitudinale (M) met pour rejoindre 63% de sa valeur initialegNFigure 1.2.4-a) selon
I'équation :

t

M, =M,(-e ™)
[.2.1.2.2La relaxation transversale T,

La relaxation transversale, Du relaxation spin-spin est le temps théoriquebaut
duquel, apres une impulsion Be 90° par rapport a I'axe Oz, 'aimantation trarsale (M)
diminue jusqu’a 37% de sa valeur maximale){fFigure 1.2.4-b) selon I'équation :

t

_ T,
M, =M,@ "
QOO+ -mmmmmmrme e Mo M,
63%|--— :
37%
0% 5 0%
T t T, t

Figure 1.2.4 : (a) Evolution en fonction du tempsl@imantation longitudinale () apres une
impulsion B (b) Evolution en fonction du temps de I'aimantaticansversale (ly) aprés une
impulsion B. Les temps (let T, sont respectivement le temps que va mettra Bteindre 63% de sa
valeur a I'équilibre et le temps querMa mettre & diminuer jusqu’a 37% de sa valeur maé sous

excitation.

Les temps de relaxatiom Bt T, dépendent de nombreux paramétres. Dans les tissus
biologiques, en général, les valeurs numériquek,dent inférieures a celles de. T
Ces différences sont a I'origine dantraste intrinsequedes tissus.

[.2.2 Le contraste intrinséque en IRM

Le contraste en IRM peut varier en fonction deédéhts paramétres ou changer en
fonction des séquences utilisées.

[.2.2.1 Les facteurs influengant le contraste en IRM

L’'IRM étant une technigue basée sur les temps @xaton du proton, la nature du
tissu peut jouer sur ces temps. Les parameétresapodifférer sont, entre autres :

12
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- Les temps de relaxationg, T, et T, °

- La densité de noyaux d’hydrogene

- Lavitesse de flux des liquides

- Les parametres diffusionels comme la températuia giscosité du milieu.

Le contraste en IRM est également influencé pap&ametres instrumentaux. Ainsi,
plus l'intensité du champ Best élevée, plus le rapport signal sur bruit agn@enté. Un autre
élément propre a I'instrument peut jouer sur letkaste les séquences utilisées

[.2.2.2 Les séquences d’acquisition en IRM
Dans notre étude, deux séquences d’acquisitioREhdnt été utilisées.
1.2.2.2.1La séquence d’écho de spin

Cette séquence élémentaire est constituée de dguusions radiofréquences séparées
par un intervalle de temps. La premiére impulsi@@®abascule I'aimantation §lans le plan
de mesure (M=0). La deuxiéme impulsion de 180° permet la rereisghase progressive des
différents moments magnétiques. Il est alors péssifenregistrer un signal sur un temps
d’écho (Tg) donné. Chaque séquence est répétée sur un ifeeteatemps de répétition g
Les parametresglet Tr permettent de privilégier un signal dépendant @eif;, soit de F, on
parle alors d@ondération. Pour un k et un E longs (e = Ty), l'intensité du signal dépend de
T,, on dit gu'il est pondéré en, TSi Te est nettement inférieur &,T'intensité du signal ne
dépend pratiquement plus dgéf en utilisant desglcourts, le signal est ditondéré en T,.

1.2.2.2.2La séquence d’écho de gradient

Cette séquence est différente de I'écho de spirelbarposséde une seule impulsion
d’'un angle bien inférieur a 90°. Par cette impuisia composante Mde I'aimantation M ne
s’annule pas et permet un retour plus rapide aiiliége et donc une diminution dugTentre
chaque impulsion. Il est alors possible de dimineefir et le Tz et donc de maniére plus
générale le temps d’acquisition autorisant la satibn d’image dynamique. En diminuant T
et Tr le signal devienpondéré en T et restepondéré en T. Il est plus sensible aux
hétérogénéités du champ magnétique mais permetntbges avec des temps d’écho trés
faibles.

1.2.2.2.3Les avantages et les inconveénients des séquencassdaotre étude

Les séquences décrites présentent toutes deuxa@snges et des inconvénients :

- Dans le cas de séquen@ho de spinles mesures sont moins sensibles a la variation
du champ magnétique mais la nécessité d'utiliserldegs temps d’acquisition peut
étre un handicap pour des mesunegvo.

- Les séquences é@tho de gradientsont plus rapides et donc plus adaptées a de
imagerie in vivo car moins sensibles, par exemple, a la respira@@pendant, elles
sontpondérées en 7 et sont donc plus sensibles aux artéfacts de eesur

1.2.2.2.4Les pondérations des temps de relaxation

Le choix des séquences dépend de la pathologiaghaktiquer. Sans entrer dans les
détails, choisir une pondération, T, ou T, donnera un contraste sur les images des tissus
totalement différent. En pondération gar exemple, les tissus avec des faibleapparaissent
en hypersignal (blanc) et des tissus avec de l@agmn pondération Japparaissent aussi en

T, est une fonction de;Buivant I'équation 1 _ 1 yDw avecAw I'hétérogénéité du champ magnétique.

2 2
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hypersignal. Ainsi, un liquide en hyposignal (vide signal donc noir), sortira en hypersignal
en pondération J Dans la Figure 1.2.5 le liquide céphalorachidesh sombre enjTalors qu'il
apparait en hypersignal en pondératign T

Figure 1.2.5 : Images IRM en écho de spin d’un eatvhumain pondérées (a) en at (b) en
obtenues &4 0,2 T. Le cercle représente le liquigdhalorachidien en noir en (a) et en blanc en (b)
d’'aprés (Miraux 2004).

Les choix de la séquence et de la pondération perntel’augmenter le contraste mais
sont insuffisants. Ainsi 'utilisation dgents de contrasteest indispensable pour augmenter le
contraste et également diminuer les temps d'adauisiHeywangKobrunneet al. 1997;
Bartolozziet al. 1999).

[.2.3 Les agents de contraste

Les agents de contrasten IRM vont interagir sur les protons de leur emwement et
modifier ainsi localement le contraste. Ainsi, éeshpas I'agent lui-méme qui est détecté mais
I'effet qu’il a conféré a son entourage.

Il existe deux types d’agents de contraste :
- Les agents paramagnétiques
- Les agents superparamagnétiques

Avant de les présenter tous les deux, il est nagesde définir quelques termes qui
seront utilisés dans ce manuscrit. On parédfet T; quand un agent de contraste augmente le
signal et deffet T, quand il le diminue. Un effet;Test mieux détectable dans une séquence en
pondération Tet avec une pondération @' est I'effet T, qui est mieux réevéle.

Le taux de relaxation (R) est également une notion importante. Ellel'esterse des
temps de relaxation (1/T ef)s

Pour évaluer l'efficacité d’'un agent de contrasterachamp et & une température
donnés, on mesure un paramétre appelél&ivité (. ou » en mM.§") qui est I'efficacité
d’'un produit de contraste sur respectivement lgptede relaxation {fet/ou T.

[.2.3.1 Les agents paramagnétiques (effef) T

Les électrons possedent, comme les protons, un ntomagnétique L nommeé spin
électronique. Le déplacement des électrons autoaoglau génere un moment magnétique non
nul si une partie des électrons est non-appariger@c’est le cas de certains ions métalliques
(FE*, Fe*, Mg®*, Ni**, Gd®") ou des moléculeparamagnétiques A I'état fondamental, les
moments magnétiques de ces ions vont étre globatem#s mais en appliquant un champ
magnétique, ces moments vont s’orienter et unerdatian va apparaitre.

Au voisinage de ces produits paramagnétiques, lmoreents magnétiques électroniques vont
influencer les moments nucléaires de chaque pretarhanger par la méme occasion leurs

14



Chapitre 1.2 : L'Imagerie par Résonance Magnétique

temps de relaxation. Cette interaction est dépdardéunchamp appliqué et de la concentration
locale du produit.

Cet effet paramagnétique est utilisé pour augmelatecontraste en IRM et ainsi
ameliorer la détection de certaines zones commeaigseaux ou les tumeurs tout en diminuant
le temps d’analyse.

Les agents de contraste paramagnétiques les pilisesitsont des complexes de
gadolinium (Figure 1.2.6). Ce sont des moléculemnigues chélatant un ion &d

(o] o
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Figure 1.2.6 : Structure chimique d’'un agent de ttaste paramagnétique a base de Gadolinium : le
Gadobuterol® de la société Bayer-Schering

Pour la détection de tumeur, une séquence en pati@eé,, sans agent de contraste,
permet de les faire apparaitre en hypersignal (Eiga.7-a). Cependant, la recherche de petites
zones tumorales nécessite un allongement sigrifickts temps d’acquisition (plus de
45 minutes dans la Figure 1.2.7-A). Les complexesgadolinium assurent également un
contraste suffisant entre tissus sains et tumenrpamdération T réduisant ces temps de
relaxation T et créant un rehaussement du contraste commené&aria tumeur de la Figure
1.2.7-B tout en diminuant le temps d’acquisitio2 fhinutes).

Figure 1.2.7 : Détection de tumeurs cérébrales dquaies par des fleches chez la souris a 4,7 T. (A)
Image en pondération, Bcquise pendant 48 min (B) Image en pondératicaveE&c injection d’'un
produit de contraste a base de Gadolinium acqueselpnt 12 min d'apres (Miraux 2004)

Il existe de nombreux agents de contraste a bagmd@inium dont les relaxivités r
sont données dans le Tableau 1.2.1.

Nom de marque Relaxivité r; 2 0,47 T s
Nom de marque . R Société / pays
européen (L.mmol.s")

Gadobutrol Gadovist® 3,7 Bayer-Schering / Allemagne
Gadoteridol Prohance® 3,7 Bracco / Italie
Gadopentetate dimeglumine Magnevist® 3,8 Bayer-Schering / Allemagnée
Gadoterate meglumine Dotarem® 3,5 Guerbet / France

Gadodiamide Omniscan® 3,8 Nycodem / Norvége
Gadobenate dimeglumine  Multihance® 4,8 Bracco / Italie

Tableau 1.2.1 : Relaxivitég mesurées a 0,47 T de certains agents de conttastenerciaux a base de
gadolinium d’aprés (Tombach et al. 2002; Villarastaal. 2010)
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Les complexes de gadolinium de petites tailles(iefires a 2 nm) ont uraairance
rénale rapide (Villarazaet al. 2010) (90% de la dose injectée est éliminée emsndiune
heure). Cette élimination rapide nécessite ledrsation dans un faible intervalle de temps
post-injection. Quand les tailles des agents derastes a base de gadolinium dépassent les
8 nm, la clairance hépatique commence a prédonsimecelle rénale (Vendittet al. 2005).
Ainsi, pour cibler cet organe, des complexes delyadm de tailles importantes peuvent étre
utilisés.

Les agents de contrastes a base de gadoliniumceareamment utilisés en imagerie
médicale mais, si le patient possede une insuffssaénale, il s’avérerait que I'augmentation
du temps de clairance permettrait & I'ion*Gde se libérer de son chélate, causant ainsi des
pathologies rénales (Agarwat al. 2009; Goulle et al. 2009) notamment une fibrose
systémique néphrogénique (FSN).

1.2.3.2 Les agents superparamagnétiques (effg} T
1.2.3.2.1Le superparamagnétisme

Les nanoparticules d’oxydes métalliques de strectinelle possedent des propriétés
superparamagnétiquesqui vont accroitre le contraste, Tdiminution plus importante du
signal en IRM).

Les cristaux d’oxyde de fer comme la magnétitesQgeou la maghémitey{FeOx3)
sont composés d'ions paramagnétiques(Fee’). Dans le cas de particules relativement
grosses (tailles supérieures a 20-30 nm), ce raatést composé de plusieurs domaines
magnétiques. Comme pour les protons en IRM, emabsde champ magnétique, les moments
magnétiques de ces domaines sont orientés aléatmiteavec une aimantation totale nulle
(Figure 1.2.8-a). En appliqguant un champ magnétitugs ces moments vont s’orienter dans sa
direction de la méme maniere que les produits pagaeétiques (Figure 1.2.8-b). Cependant, si
le champ est trop important, en l'arrétant, le matéva conserver son aimantation a saturation
(Figure 1.2.8-c) : on parle alors erromagnétisme

P
X E X% Domaines
magneétiques

Figure 1.2.8 : Nanoparticules d’'oxyde multidomairfey en absence de champ magnétique, (b) sous
application d'un champ magnétiqug & (c) apres l'arrét de $a saturation d’aprés (Wang et al.
2001).

Dans le cas des nanopatrticules de tailles infeagear 20-30 nm, chaque particule est
assimilée a un mono-domaine magnétique (Figur@)l.8ous l'action d’'un champ magnétique
Bo, leurs aimantations aléatoires vont s’orientersmaint retourner a leur état initial apres
'arrét de B. Cette propriété est appeléeperparamagnétisme Les nanoparticules d’oxyde
de fer ne peuvent donc pas s’agglomérer par datrachagnétique. L'obtention de petites
tailles de cristaux est nécessaire pour les prgirguperparamagnétiques recherchées.
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a) b) c)
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Figure 1.2.9 : Nanoparticules d’oxyde de fer ddléainférieure a 20 nm assimilées a des
mono-domaines magnétiques (a) en absence de chagmngtigue, (b) passées dans un champ
magnétique RBet (c) apres l'arrét de 8

Les particules superparamagnétiques ont sueeeptibilit€’ magnétique supérieure
aux composés paramagnétiques. Par ailleurs, lespagitules superparamagnétiques étant
plus grandes que les chélates de gadolinium (d2®ram contre 1 ou 2 nm), elles possedent
des moments magnétiques plus élevés en raison mibraod’ions paramagnétiques qui les
composent et de leur effet de coopérativité maguéti Ces propriétés rendent les agents
superparamagnétiquesplus efficaces que les agepramagnétiques(Junget al. 1995).

1.2.3.2.2Les oxydes de fer nanostructurés comme agents dentraste en IRM

Des agents de contraste a base de nanoparticuleenpeétre utilisés en imagerie
meédicale. Dans le cas de I'IRM, ils sont courammaoristitués de monocristaux de tailles
inférieures a 20 nm (appelés cristallites) d’oxydks fer de phase magnétite {B¢ ou
maghémite yFeO3) de structure spinelle inverse qui leur conféres deropriétés
superparamagnétiques (Laurentl.2008).

Pour les stabiliser dans les milieux biologiquess manoparticules doivent étre
modifiées en surface le plus souvent avec des mlelorganiques. Sans entrer dans une liste
totalement exhaustive, plusieurs types de stabibsasont couramment utilisés: des
dendriméres phosphatés (Baslyal. 2010), des acides carboxyliques (acide citriquac(iRiu
et al. 2006), acide dimercapto-succinique (Le¢ al. 2006)), des amines en surface
(NH/NH*") (Shiehet al. 2005), des polyméres comme le polyéthyléne glyBalreraet al.
2009), le polyaceétate de vinyle (Petri-Figtkal. 2005) ou le dextran (Mornet al.2005).

Il existe depuis une dizaine d’années quelquestagiEncontrastes commerciaux a base
d’'oxyde de fer (Bonnemain 2008). lls sont dispenséis du dextran et sont séparés en deux
groupes suivant leurs tailles :

- Les SPIO (SuperParamagnetic Iron Oxide) qui sont des natiopkes d’oxyde de fer
de diametres d’agrégats supérieurs a 50 nm (Zkamd 2009). Pour les agrégats de
tailles inférieures a 150 nm, ces agents sont tégeau patient et pour des tailles plus
grosses, ils peuvent étre administrés par voieeagtlservir pour I'imagerie gastro-
intestinale (Wangt al.2001).

- Les USPIO (Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide) qui seoit des cristallites
élémentaires ou des tres petits agrégats de tailléseures a 50 nm (Mornedt al.
2004).

Les agents de contraste a base d’oxyde de fer macnsés sont de type, Bt ont donc
des relaxivitésrélevées (Tableau 1.2.2). Il faut tout de méme mqtee si les nanoparticules

* La susceptibilité magnétique est la faculté quianatériau & s’aimanter sous un champ magnétique.
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sont tres petites (Tromsdoet al. 2009) ou éventuellement a cause du polymére cholai
surface, les USPIO ou SPIO peuvent également ancgéffet T, (Mornetet al.2004).

Nom de Diametre . o
marque hydrodynamique y(.)'e . Dose Relaxivite r; fl 1
européen (nm) d’administration 0,47 T (L. mmol~.s")
. 1,5-3,9 mMm*

AL umirem® 300 Orale (400-600 mL) 72
*Endorem® 80-150 SPIO injecté 15 pmotekg™ 98-107

h .

ReSoviste ou 62 SPIO injecté 8 umok.kg® 151-188
¥Sinerem® 14-30

(abandonné en 20-40 USPIO injecté 1 35-53

2007) umokekg

Tableau 1.2.2 : Diamétre moyen, voie d’administratidose prescrite et relaxivitésmesurées a
0,47 T de certains agents de contraste commerédase de nanoparticules d’oxyde de fer d’apres
(Wang et al. 2001; Mornet et al. 2004). Produiteyenant de : (a) la société Guerbet en Francelgab)
société Bayer-Schering en Allemagne.

L'effet T, d’'USPIO commerciaux (Resovist®) est observablelawigure 1.2.10 avec
un effondrement du contraste hépatique. En utilisas agents de contraste, on permet dans ce
cas un rehaussement de la tumeur hépatique.

T el

Figure 1.2.10 : Détection de tumeurs hépatiquesdles blancs) chez ’lhomme en IRM a1 T. (a) Image
en pondération Facquise sans utilisation d’'USPIO (b) Image en goaton T, acquise avec
utilisation d’'USPIO (Sinerem®) d’'apres (Mergo et 4098)

La taille plus imposante des USPIO ou des SPIOrgagport a celle des chélates de
gadolinium rend leur demi-vie dans l'organisme plisgue que celle des agents
paramagnétiques (Suet al. 2008). lls deviennent alors utilisables pour dégections plus
furtives de pathologies notamment grace a leurrnatsation possible par le systéme
immunitaire (Doussedt al. 1999).

Les agents superparamagnétiques peuvent étre damliitpr de choix pour les
pathologies cardiovasculaires pour essentiellememt raisons :

- En premier lieu, s’ils n'ont pas d’effet,Tils pourront étre détectés en cas d’anomalie
dans le systéme circulatoire sans étre masqud®fiar T, du sang.

- En seconde approche comme ils sont internaliséslgsamacrophages, ils seront
majoritairement localisés prés des zones inflamime@Bjornerudet al.2004).

Ces interactions entre les nanoparticules et llusyae posent des questions sur leur
toxicologie et leur biodistribution mais ouvrent aussi la vaidesmarquages spécifiquesoit
parreconnaissance cellulairesoit en modifiant la surface des USPIO par dekoodes pour
desreconnaissances de la surfacst feront I'objet du paragraphe 1.3.
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.3 Les interactions des (U)SPIO avec le vivant: de la
biodistribution a la détection spécifique

[.3.1 La biodistribution des nanoparticules d’'oxyde de fecas du ciblage
passif

Si les nanopatrticules d’oxyde de fer ne sont padifides pour détecter une pathologie
spécifique, ces nanohybrides ont une biodistrilbugmpre qui dépend de leur taille et de leur
modification de surface : on parle alorsaildage passif

Quand ils sont injectés dans I'organisme, les ngmafles sont captés par le systeme
réticulo-endothélial (SRE). Le SRE constitue lanpigge ligne de défense immunitaire et est
composé de macrophages qui sont majoritairemeatisés dans le foie. La captation plus ou
moins rapide des nanohybrides par le SRE influéswebiodistribution.

La taille des oxydes de fer nanostructurés infleelacvitesse d’internalisation de ces
agents de contraste par les macrophages. AinsgR#3 de diamétres supérieurs a 40 nm sont
communément captés en moins de 10 minutes (demplésmatiques) par le SRE et ont donc
une biodistribution hépatique (Okuhata 1999), deduisent donc a un contraste hépatique. Les
nanoparticules de diametres plus petits ont un $edw® circulation plus long, permettant
d’'imager le foie mais également d’autres organesnge les ganglions lymphatiques (Mornet
et al.2004).

La taille des (U)SPIO a aussi une influence sutdtection de tumeurs. Les vaisseaux
capillaires de ces dernieres sont plus perméahles lgs tissus sains et elles sont plus
vascularisées. Certains travaux ont montré une gtaade accumulation d’'USPIO que de
SPIO dans des tumeurs hépatiques, grace a lewpglites tailles permettant de mieux passer
dans les tissus tumoraux (Larsstral.2009).

Les agents de contraste a base d'oxyde de fer agoturd’hui majoritairement a
biodistribution hépatique ou gastro-intestinale da@ cas d’administration orale (Tableau
.3.1).

Nom de Diametre Type Temps de 2
marque hydrodynamique | d’agents de vie Biodistribution
européen (nm) contraste | plasmatique
Lumirem® 300 Orale nd Gastro-intestinale
*Endorem® 80-150 SPIO injecté 10 min SRE et foie
b .
Rgﬁg‘é:zg ou 62 SPIO injecté 10 min SRE et foie
®Sinerem® ;
(abandonné en 20-40 USPIO injecté 200 min SRE et ga.'ngllons
2007) lymphatiques

Tableau 1.3.1 : Diamétre moyen, voie d'injectie@mips de demie vie plasmatique et biodistribution de
certains agents de contraste commerciaux a basedeparticules d'oxyde de fer d’apres (Wang et al.
2001; Reimer et al. 2003; Mornet et al. 2004). Riibsl provenant de : (a) la société Guerbet en

France, (b) la société Bayer-Schering en Allemagde. non déterminé

En plus de la taille, la surface des nanoparticuiftisencent leur biodistribution. Ainsi,
les agents de contraste commerciaux sont fonctigésapar du dextran et ont un contraste
majoritairement hépatique. Quand ces nanohybrideg #jectés dans l'organisme, les
protéines plasmatiques vont s’adsorber a leur ceiréh ainsi les rendre capable de réagir avec
certains récepteurs membranaires ou étre inteésafikis rapidement par les macrophages en
augmentant significativement la taille de ces nantqules (Moghimiet al. 2001). Ce
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phénomene dpsonisation est influencé par la taille et par la surface dasoparticules
(Duguetet al. 2006). Plus I'opsonisation est lente, plus la demiplasmatique sera longue.
Dans le cas de particules chargées a pH physialedigH = 7,4) ce phénomene est plus rapide
gue dans le cas de nano-objets neutres (Fetuaé 2009). L'utilisation de polyméres comme
les polyéthylénes glycol augmente également le $edw circulation des nanoparticules en
retardant le phénomene d’opsonisation grace auxebaydrophiles (Duguet al.2006).

Le controle de la taille et de la modification deface des nanoparticules d’'oxyde de
fer change leur biodistribution et permet déja deecter des tissus différents sans utiliser des
outils pour ummarquage spécifique

Pour finir ce paragraphe, quelques mots sur I'élation de ces nanoparticules d’oxyde
de fer. La société Guerbet a étudié (Cabal. 2006) le devenir d’agents de contraste a base
d’oxyde de fer et de dextran en les marquant réiseecent au’’Fe et au™*C. lls ont ainsi
démontré que le dextran est éliminé par I'urin€emois quand les nanoparticules le sont en 3
mois par lesaeces

[.3.2 Les nouveaux agents de contraste : vers un ciblagécifique

Les agents de contraste utilisés aujourd’hui en ,IRMils soient de type iTou T,
n'apportent pas de ciblage spécifique d'un orgamée’ane pathologie (a part le foie, les reins
ou la vessie (Villarazat al. 2010)). Bien que I'on puisse jouer sur la taillela surface pour
changer la biodistribution, I'enjeu actuel du dépgement de nouvelles nanoparticules est le
ciblage spécifiqued’un type de pathologie soit panagerie moléculaire, soit parimagerie
cellulaire (cellules préalablement chargées en particldgs vivo puis réinjectés dans
I'organisme).

[.3.2.1 Ciblage par imagerie moléculaire

Les nanoparticules d’oxydes de fer ont une surfaaetive qui peut étre modifiée par
greffage de molécules organiques pour leur stalitis en conditions physiologiques ou par
couplage avec des biomolécules comme les prot@iessettant une détection spécifique de
certaines pathologies.

Il n'existe a ce jour aucun agent de contraste cermial a base d’oxyde qui cible
spécifiguement des pathologies. Cependant, de rmeusbs equipes travaillent sur la
fonctionnalisation des (U)SPIO par des agents wiblgui peuvent étre séparés en plusieurs
catégories :

- Les anticorps Par exemple, les nanoparticules peuvent étretitonmalisées pour
greffer de I'herceptine (Chegt al.2009) : anticorps monoclonal permettant la dé&ecti
des récepteurs HER2/neu des cellules cancéreusssird@Funovicet al. 2004). Les
USPIO peuvent également étre couplés a l'antic8id8-1 qui sert a la détection du
cancer du foie (Koet al.2008).

- Les protéines Il existe une tres grande quantité de protéirms/@nt permettre des
détections spécifiques. Parmi elles, la synaptogarast utilisée pour détecter la mort
cellulaire cardiovasculaire (Brauer 2003) ou l'atbone permet le ciblage des
dystrophies musculaires (Straetbal.2000).

- Les acides carboxyliquesLes nanoparticules couplées a I'acide foliquevpaticibler
les cellules tumorales exprimant des récepteufsldies (Sonvicet al. 2005).

Cette liste non exhaustive montre le développenmepbrtant d’agents de contraste en
IRM, spécifiques a certaines pathologies, gracgrafiage d’agents ciblants.
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1.3.2.2 Ciblage par cellules circulantes marquées par dgeats de contraste

Pour cibler des pathologies spécifiques, une aigithnique consiste a injecter des
cellules ayant préalablement internalisées desRIOSet qui vont se localiser aux alentours
d’'une zone atteinte et modifier, a I'aide des oxyde fer, son contraste permettant ainsi sa
détection.

Dans le cas de l'inflammation, par exemple du systenerveux périphérique, des
nanoparticules sont préalablement internaliséesi@@macrophagex vivo(Stoll et al. 2009).
Une fois injectées, ces cellules marquées se diriga's la zone inflammatoire et permettent sa
détection en IRM.

Un autre exemple est le marquage de lymphocytesarTdps SPIO couplés a une
molécule fluorescente (fluorescéine) pour leur cté@a au préalable dans les cellules avant
injection (Figure 1.3.1).

Cellules non Cellules marquées par
marquees USPIO + fluorescéine

Figure 1.3.1 : Localisation de nanoparticules d’'aeyde fer marquées a la fluorescéine dans des
lymphocytes T observée en microscopie confocafaésaDodd et al. 2001).

Les lymphocytes T marqués se localisent dans éaatatréent un contraste négatif dans
cet organe par rapport aux cellules T injectéeyamt pas internalisé d’'USPIO (contrdle)
(Figure 1.3.2).

Pré-injection 1h Post-injection 2h Post-injection

USPIO +
fluorescéine

Controle

Figure 1.3.2 : Imagerie IRM in vivo de souris in@ds par des lymphocytes T marqués par des USPIO
et des lymphocytes T non marqués (contrdle). Leecardique la rate montrant I'influence des oxydes
de fer internalisés par les cellules sur le conteade cet organe d’apres (Dodd et al. 2001).
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[.3.3 Objectifs de I'étude

Ce travail s’inscrit dans une thématique initiee2807 consistant en la détection de
pathologies cardiovasculaires en Imagerie par RésmnMagnétique. Dans cette optique, il a
fallu synthétiser des nanoparticules superparantagies d’oxyde de fer présentant des
demi-vies plasmatiques assez élevées pour ne gasagitées directement par le RES et ne pas
se retrouver trop rapidement dans le foie.

De plus, ces nanohybrides doivent pouvoir étre iigaes pour des détections
cardiovasculaires ultérieures soit par imagerieécudhire en permettant leur couplage avec
une protéine ou une molécule spécifique, soit paagerie cellulaire. Il serait envisagé de
coupler nos agents de contraste avec des agertseade gadolinium pour pouvoir détecter
conjointement des zones infarcies (gadolinium)est zbnes de fibrose (riche en macrophage :
(U)SPIO). Pour répondre a cet objectif, ces (U)SRédoivent posséder que des effetold
T, pour les séquences IRM utilisées pour éviter dequer le signal des zones de fibrose
(contraste blanc sur blanc).

22



Chapitre 11.1 : Synthéses d’oxydes de fer nanosiréstion des
nanoparticules

Chapitre Il Nanoparticules d’'oxydes de fer : syntheses,
maodifications de surface et fonctionnalisations

1.1 Syntheses d’oxydes de fer nanostructurés

Dans cette partie, la synthése de nanoparticul@sydés de fer en suspension aqueuse
sera décrite aprés une breve introduction surdgdes de fer.

[1.1.1 Généralités sur les oxydes de fer

Avant de présenter les synthéses et caractérisaties oxydes de fer nanostructurés, il
est nécessaire de formuler quelques rappels sunéeanismes de formation et sur les phases
d’'oxydes de fer communément rencontrées lors de éaide.

11.1.1.1 Mécanismes de formation

Les mécanismes de synthése des oxydes de feganéteé beaucoup étudiés au sein de
mon laboratoire d’accueil (Guigue-Millot 1998; BelR002; Caillot 2002) ou dans d’autres
equipes notamment celle de J-P. Jolivet (Joliv&419roncet al. 2000; Jolivetet al. 2002;
Jolivet et al. 2004). Pour comprendre les phases rencontréesdewsdifférentes voies de
synthese, un résumé des meécanismes sera détadieelde partie.

[1.1.1.1.1 Phénomenes d’hydrolyse

Un solide de type ionique se dissout dans I'ealibénant en solution des cations et des
anions. Dans le cas des sels de métaux alcalinsypgeMX), la dissolution revient a une
simple redispersion des ions solvatés sous la forme

M*, n HO avec &£ n< 8 X, m HO avec = 6

En revanche, les métaux de transition comme lededuisent a des cations de plus
forte charge qui vont retenir les molécules d’ebfoener des aqua-complexes. Les cations fer
forment ainsi, dans l'eau, des complexes octaédsigavec les molécules d'eau du
type [Fe(OH)g]*", z+ représentant la charge de lion fer (2+ ou. 3¢ phénoméne apparait
entre pH = 1 et pH = 5 pour les ions ferriques’{FFet plus tard entre pH = 7 et pH = 9 pour les
ions ferreux (F&). Ces complexes ne sont pas stables tels qualseetéaction d’hydrolyse a
lieu par substitution de ligands aqua par des figamydroxo. L’hydrolyse est un phénomene
acido-basique qui suit I'équilibre suivant :

H,0 . .
[F(OH,)]"" = [FE(OH), (OH,)s,] ™" +hH
Apres formation des complexes aqua-hydroxo, deagtigns de nucléation ont lieu : I'olation

et 'oxolation.
Le phénomene d’olation élimine une molécule d’eau en formant des ponts hydroxo :
H,O-Fe-OH + Fe-Okbl— Fe-OH-Fe + 2 LD
Le phénomene d’oxolation crée des ponts 0xo :
Fe-OH + Fe-OH— Fe-OH-Fe-OH- Fe-O-Fe + HO
Pour que la précipitation d’'un solide ait lieu, ecurseurs aqua-hydroxo doivent étre

de charge nulle. Dans le cas du fer, ces deux p@as sont I'hydroxyde ferreux
[Fe(OH)X(OHy,)4] et I'nydroxyde ferrique [Fe(OHJOH,)3].
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Dans le cas de co-précipitation simultanée d'ioasefix et ferriques, un motif

tétraédrique se forme [KOH)1o(OH,)s]® (Jolivet 1994). C’est ce précurseur qui semble étr
responsable de la formation de la structure sgrgalla magnétite (E@,).

[1.1.1.1.2 Nucléation, croissance et vieillissement des germes
Les hydroxydes de fer de charge nulle en solutercendensent par phénomeénes

d’olation et d’oxolation pour former des germess@germes croissent par apport de matiere
provenant des précurseurs de charge nulle juséupbdehtion de particules colloidales. La
croissance a egalement lieu par olation et oxalatio

Apres nucléation, la croissance peut continuer @ehdn temps plus ou moins long

(allant de quelques dizaines de minutes a quelquas). On parle alors de vieillissement.
Durant cette étape, deux effets ont lieu :

1)

2)

L'augmentation de la taille des particules les germes primaires vont continuer a
croitre par réaction d’olation oxolation ou par lesaence de particules élémentaires
jusqu'a l'arrét de la réaction. Ce phénomene, appelrissement d’Ostwald est a
maitriser pour I'obtention de nanoparticules ddlemimonodisperses. En effet, J-P.
Jolivet (Jolivet 1994) a montré, dans le cas demiagnétite, que le temps de
vieillissement augmente la taille moyenne et laridhistion de taille des particules de
magnétite (Fg€,) de 7,7 nm en moyenne pour une heure de réacéi&y nm aprés
guatre heures et a 10,6 nm aprés cing jours déagac

Le changement de type cristallin et de morphologieles réactions de précipitation
forment une phase métastable (souvent un oxo-hyde)xqui va se transformer au
cours du vieillissement en une phase thermodynameut plus stable (dans ce cas
souvent un oxyde) par phénomene de recristallisatéprécipitation (Joliveket al.
2006). En changeant les conditions de réactionptiases métastables de géométries
différentes peuvent étre obtenues préférentielléntaut en donnant la méme phase
stable a la fin. Une méme phase obtenue apredisseihent peut ainsi étre de formes
différentes. L'exemple le plus connu dans le cas deydes de fer est 'hématite
(a-Fe03). Sans rentrer dans les détails, I'hnématite pénaet € forme d’aiguilles ou
cubigues suivant I'oxo-hydroxyde ferrique synth@&tauparavant (Diamandeset al.
1999; Perez-Maquedet al. 1999; Adairet al. 2000; Cheret al. 2001; Raminget al.
2002; Shaceet al.2005; Liuet al.2007).

[1.1.1.1.3 Les conditions nécessaires a I'’hydrolyse
Pour précipiter un solide, il est nécessaire davoidrolysé au préalable les ions

ferreux et ferriques. Deux parametres principauxngétent I’hydrolyse des cations fer : le pH
et la température.

1)

2)

Le pH : Comme vu précédemment, la réaction d’hydrolysteua phénomene acido-
basique. Ainsi, en augmentant la concentration arftwydes en solution, les aqua-
complexes vont se déprotonner en partie et donasradjua-hydroxo ou des oxo-
hydroxo selon I'équilibre suivant :

H,0 H,O

[Fe-OH,”" ~[Fe-OH*™" +H* - [Fe-O]*?" +2[H"
Plus le cation est acide, plus sa forme compleréa Isydroxo voire oxo a de faibles
pH. L'acidité d’'un cation dépend de sa charge (phkite-ci est élevée plus il est acide),
de sa taille et de son électronégativité. Pourenétinde, I’hydroxyde ferrique (Fe(O#)
apparait a température ambiante vers pH = 3 quapdroxyde ferreux (Fe(OH) est
formé a pH supérieur a 6-7 (Joliwattal. 2004).
La température : En augmentant sa température, la dissociatiofiede augmente
permettant la formation de complexes oxo-hydroxies pH plus bas qu’a température
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ambiante. La encore, la charge du cation joue lenatil faut augmenter la température
pour hydrolyser un cation de charge inférieure aPdr exemple, vers 100°C les
hydroxydes de fer 3 apparaissent a pH trés acide<(p).

[1.1.1.1.4 Conclusion sur la formation des oxydes

Les ions ferriques et ferreux s’hydrolysent en famcdu pH et/ou de la température
pour former par des mécanismes d’olation-oxolates nanoparticules de différentes phases
suivant les conditions de réaction. Dans la paudigante, seules les phases rencontrées lors de
cette étude seront présentées.

[1.1.1.2 Les oxydes de fer
11.1.1.2.1 L’hématite (a—Fe,O3)

Parmi les oxydes de fer, 'lhématite-Fe0Os) est la phase thermodynamiquement stable
pour les gros grains@(> 20 nm). De structure rhomboédrique de paramedeegmaille
a=5,038 A et ¢ = 13,776, &Blle est majoritairement synthétisée & partir dsierriques (F&).

Sa morphologie a été beaucoup étudiée et dépemdrdbreux parametres comme le pH, la
température, le contre-ion et le temps de réa¢hrsic et al. 1997; Adairet al.2000; Iwasaki

et al. 2000; Cheret al. 2001; Jinget al. 2004). Ainsi, bien que I'hnématite soit la phasabit,

les intermédiaires de réaction (souvent des oxoexydles) peuvent rester en suspension
pendant plusieurs semaines avant dissolution rigiaeon. C'est le cas de la goethite
(a-FeOOH) (Kosmulsket al. 2003; Lemaireet al. 2004; Liuet al. 2007; Bashiret al. 2009),
hydroxyde de fer métastable également observémreos synthéses.

L’hématite est également formée par grossissenmegtrains d’oxyde de fer (k@4 ou
y-F&0s3) lors de traitements thermiques (aux alentoursA@@-450°C a pression ambiante)
(Gnanaprakasht al.2006; Belinet al.2007) ou de hautes pressions (Cletlal. 2005). Elle ne
possede pas de propriété paramagnétique et n'est pls utilisable pour des applications
d’agents de contraste en IRM. L’'hématite a dondaéphase a éviter durant les synthéses.

11.1.1.2.2 La structure spinelle : la magnétite (FgO,) et la maghémite y-Fe,O3)
11.1.1.2.2.1Généralités sur les oxydes de fer de structureipin

En mettant simultanément des ions ferreux et feesqgen solution, le phénoméne de
condensation mene a des phases spécifiques (Jelivat. 2006). Par exemple, au ratio
Fer (1) / Fer (ll) = 0,5, le précurseur tétraépre [Fe(OH)1o(OH,)s]° va se condenser par
olation avec I'excés d’hydroxyde ferrique [Fe(Q#H,)s] en solution et probablement de
maniére trés rapide grace a la délocalisationréleiciue entre les ions fer (I1) et fer (fil)

La phase obtenue est la magnétite@zeprecipitant selon I'équation suivante :

1FE " +2F€ "+ 80OH — FeO, + 4 HO

La magnétite cristallise dans le groupe d’espacgnide systeme cubique. Elle est
construite & partir de l'arrangement cubique facestrées des anions oxygéné.Q.a
magnétite est de structure dite spinelle @B (Figure 11.1.1) avec A les atomes en sites
tétraédriques entourés de quatre ioAseDB les atomes en sites octaédriques entouréixde
ions O Les ions ferriques sont distribués dans les s#eaédriques et octaédriques quand les
ions ferreux sont seulement dans les sites octpésli: on parle alors de structure spinelle

inverse. Son paramétre de maille est a = 8,396 A.

® Cette hypothése sur la catalyse de la condensdéianagnétite grace a la délocalisation électranides ions
ferreux et ferriques a été formulée par Jolivetsnméést toujours pas complétement comprise a ae jou
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b)

Figure 11.1.1 : (a) Représentation de la structeréstallographique d’'une structure spinelle AB avec
une origine prise sur un site tétraédrique. (beSibctaédriques (bleu) et sites tétraédriques Y\dert
cette structure.

Pour représenter la position des ions dans sate,ita magnétite peut alors s’écrire :
[Fe*]a[Fe** Fe]50s Eq. I.1.1
avec A les sites tétraédriques et B les sites datages.

La magnétite s’oxyde facilement par oxydation dessifer (II) la rendant ainsi sous
stcechiométrique en ions ferreux. La phase la ptydée est la maghémitg-Fe,03) de méme
structure spinelle mais de formule :

[Fe’ " alFess™ 113804 Eqg. I1.1.2

ou les ions ferreux ont totalement été oxydés etlaeprésente les lacunes cationiques alors
formées au sein du sous réseau cationique.

Le paramétre de maille de la maghémite est a =58/84Cependant, sous |'oxydation
partielle des ions ferreux, la magnétite se tramséoen un oxyde sous stcechiométrique en fer
(). Cet oxyde cristallise dans la méme structspaelle mais de formule kgsOa, avecd la
déviation par rapport a la steechiométrie en oxygeagarametre de maille de cette magnétite
partiellement oxydée est donc compris entre ceduadnagnétite (8,396 A) podr= 0 et celui
de la maghémite (8,345 A) podr= 1/9 = 0,111. Par diffraction des rayons X, it dsnc
possible de calculer le taux d’oxydation de la nédigm en mesurant le paramétre de maille des
cristallites. Cette méthode, appelée méthode dg, Rst détaillée dans I'annexe A.2. Il est
également possible de donner le paramgtr@roportion de fer (ll) par rapport aux catioes f
totaux @ = 33% pour la magnétite &t = 0% pour la maghémite).

11.1.1.2.2.2Propriétés de la structure spinelle

La magnétite et la maghémite ont des propriétésngtagies intéressantes pour des
applications en imagerie par résonance magnétigikM)( Les deux phases sont
ferrimagnétiques a température ambiante, c’est-a-dire qu’elles qubmst une aimantation
rémanente quand elles sont soumises a un champétitagn Cependant, en passant a des
tailles de cristallites inférieures a 20 nm (Chigteet al. 2003; Tejaet al. 2009), les particules
deviennentsuperparamagnétiquesa température ambiante, c'est-a-dire que leurrdatian
disparait en absence de champ d’excitation. Cetprigté intéressante permet d'utiliser les
nanoparticules d’'oxyde de fer de structure spirddies le domaine de I'imagerie par résonance
magnétique (IRM dont le principe est décrit enipdrR).
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La magnétite et/ou la maghémite sont les phasdwsergoées pour des applications
biomédicales au détriment de la phase hématitgpauirait apparaitre durant les syntheses et
gu'il faudra donc éviter.

[1.1.2 Synthese batch de nanoparticules d’'oxyde de fer steucture
spinelle

Dans cette partie, apres un bref apercu sur lesadés de synthéses de nanoparticules
d’oxyde de fer, la synthese de nos ferrofluidea siétaillée.

[1.1.2.1 Différentes méthodes de synthese de ferrofluides

Les synthéses de nanoparticules de magnétite éntrest largement étudiées dans la
littérature (Huber 2005). De nombreuses voies emistomme la décomposition thermique
d’organométalligues comme l'acetylacétonate d€lfer(Fe(acac)) (Pinnaet al. 2005) ou le
pentacarbonyle de fer (Fe(G{JLee et al. 2006) dans des solvants organiques (Hyeioal.
2001), par traitements thermiques (leteal. 2006) ou par sonication (Pinkasal.2008). Pour
des raisons de compatibilité biologique, et biee ges syntheses permettent d’obtenir des
nanoparticules de taille monodisperse, les synthgse voies organiques ont été proscrites
pour éviter de retrouver des traces de solvanttesuésidus de synthéses pouvant influer sur la
toxicité des matériaux.

Des synthéses par voie microémulsion eau dans ko également développées.
Brievement, une microémulsion d’ions ferreux estamgée a une microémulsion de soude.
Les réactions ont lieu aux interfaces des goutésleet permettent la précipitation de I'oxyde
de fer (Chinet al. 2007) dans des nanoréacteurs contrélant ainsilla et la distribution de
taille des nanoparticules. Cette méthode permebtefor des nanoparticules monodisperses
dont les diameétres peuvent étre calibrés par ldlestades gouttelettes de I'émulsion. En
revanche, les produits généralement utilisés potmdr la microémulsion sont toxiques et
donc peu utilisable pour des applications biolog&u

La méthode de synthése la plus communément utiéiséeelle proposée par Massart
(Massart 1981). L'idée de Massart a été de sym¥etune suspension aqueuse stable de
nanoparticules d’oxydes de fer pour modificationsteface et essais biologiques ultérieurs.
Cette suspension stabilisée par répulsion éleatigat est appelderrofluide .

Cette synthése consiste a co-précipiter des seksufeet ferriques (souvent des chlorures ou
des sulfates) respectivement en rapport molaire(ld2) dans une base aqueuse. Les
nanoparticules en suspension sont ensuite lavéeslien acide ou basique pour assurer leur
stabilité (Kimet al.2001; Berrett al. 2006) ou sont centrifugées (Martinez-Metaal. 2007;
Sunet al.2007) pour éliminer les ions résiduels de la susioa.

[1.1.2.2 Nos syntheses de ferrofluide

11.1.2.2.1 Premieres étapes: la co-précipitation et le lavagades oxydes
synthétises

La Figure 11.1.2 résume les étapes nécessaires lposiynthése de nanoparticules
d’oxyde de fer.
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1 FeC},4H,0 + 2 FeC), 6H,0

NaOH

Co-précipitation 90°C

Sols basiques
Fe0, lons en solution :

Cl, OH, N&
Dialyse Lavages HNQ(1M)
- lavage - peptisation

Sols neutres

. v - , .
o Sols acides partiellement oxydés
lons en solution = 0 F%O4 Fe3(16)04 partieflem y
+ Goethite lons en solution : N@

Cycles de centrifugation
2 Taille agrégats diminuée

v Solsacides apH=1
F63(15)04 lons en solution : N@

Dialyse dans HNQ(102 M)
2pH de la suspension diminué

Sols stables a pH =3
Fe3(15)o4 Diamétres de particules diminués

Figure 11.1.2 : Schéma réactionnel de syntheseytles de fer
11.1.2.2.1.1Synthese

Pour les applications biologiques visées, les nartimplles doivent répondre a certains
criteres du cahier des charges définis dans le i€@balp Ainsi, il est nécessaire, dans un
premier temps, de synthétiser des oxydes de fetailes de cristallites contrélées. Elles
doivent, par ailleurs, étre sous forme d’'agrégkiméntaires stables en milieu aqueux.

Le choix de la synthése s’est porté sur un protwdel type Massart car connu pour sa
reproductibilité et sa grande quantité de matignthgtisée en une étape (Setral. 2004; Chin
et al. 2007; Teodoret al. 2009). Par ailleurs, la méthode d’élimination destre-ions de
réaction utilisée (peptisation en milieu acide déapa des cycles de centrifugation ou
décantation) permet d’obtenir des sols de nanapdes stabilisés.

Dans un premier temps, 20 mL de chlorure de fer &l2M dans de l'acide
chlorhydrique a 2M ont été mélangés a 80 mL derahdode fer (Ill) & 1M (ratio molaire
Fe'/Fe"=0,5). Les précurseurs de fer sont placés en miliés acide afin de limiter le
phénomeéne d’oxydation des ions ferreux en ionggiees (Figure 11.1.3).

Les cations métalliques ont ensuite été co-pré&spjoutte a goutte dans 800 mL de soude a
0,75 M a 90°C. La solution est ensuite agitée pentlda minutes soit un temps de réaction de
trente minutes environ. La suspension obtenue pist214 et décante tres rapidement.

Le ratio molaire étant stcechiométrique, la quantiéé poudre attendue, au vu des
réactifs utilisés, est de 9,3 g.

28



Chapitre 11.1 : Synthéses d’oxydes de fer nanosiréstion des
nanoparticules
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Figure 11.1.3 : Schéma du réacteur de syntheseidresmétalliques sont ajoutés par ampoule de
coulée dans le réacteur contenant de la soude &maf90°C par bain marie. L'ensemble est agité
mécaniquement & 700 tours.mitJn systéme de réfrigération est utilisé pour gEer 'eau qui
s'évapore pendant la synthese

11.1.2.2.1.2 Lavage des suspensions d’'oxyde de fer
[1.1.2.2.1.2.1Lavage par dialyse des nanoparticules

Aprés synthése, la suspension contient en plusndesparticules, des contre-ions
chlorures issus de la réaction, une grande quatiittds hydroxydes (OHl et une partie d’ions
ferrigues en excées (quelques ions ferreux s'étaydés lors de la réaction).

Dans le but d’obtenir un ferrofluide débarrassécde ions parasites, des étapes de
purification sont nécessaires.

Dans un premier temps, pour éviter les lavages ceatrifugation, étape pouvant
agglomérer les nanoparticules, les sols ont élgsdis. La suspension basique est placée tout
de suite aprés réaction de trente minutes dansnengbrane de dialyse de seuil de coupure de
3,5 kDa puis plongée dans de I'eau distillée. Pfmt e diffusion, les ions présents dans le
dialysat traversent la membrane contrairement aaroparticules (Figure 11.1.4). Ce
phénomene se stabilise quand les potentiels chesigles ions de part et d’autre de la
membrane sont identiques. L'eau de dialyse dodiditre renouvelée plusieurs fois jusqu’a ce
gue la conductivité du dialysat soit proche deecd# I'eau distillée.
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Chapitre 11.1 : Synthéses d’oxydes de fer nanosiréstion des

nanoparticules

Quantité en ions équilibrée
par pression osmotique

Figure 11.1.4 : Schéma de dialyse. Les ions deolat®n aprés synthése vont étre éliminés par teep
de la membrane de dialyse et de I'eau va rentreéisda sac de dialyse. Les concentrations en iogs de
solutions a l'intérieur et a I'extérieur de la merahe vont s’équilibrer. Plusieurs changements d’eau

de dialyse sont nécessaires pour €liminer la mgjates contre-ions de réaction.

Pour optimiser le temps de lavage, la conductiitie pH ont été mesurés sur I'eau de
dialyse pour difféerents temps de dialyse (Figurg.%)). L’eau distillée a une conductivité de
1,31 uS a 16,9°C et un pH de 6.

Conductivité de I'eau de dialyse

4000

3500

3000

e

2000

a 20 40

B0
temps de dialyse (h)

80

100

oo
pHdel'eau de dialyse

120 140 180 180

Figure 11.1.5 : Evolution en fonction du temps decbnductivité (noir) et du pH (gris) de I'eau de
dialyse. L'eau de dialyse est changée toutes t&s lreures dans les premiéres six heures, puisgout
les vingt-quatre heures pendant les deux joursastisvet enfin environ toutes les quarante-huit beur
le reste du temps. Temps totale de dialyse : umaise.

Comme la diffusion est un phénomene dépendant iffésedces de concentrations de
part et d’autre de la membrane, I'équilibre esutat plus vite atteint que cette différence est
élevée. La conductivité baisse drastiquement enhéixres environ quand le pH passe en
dessous de 10. Par différents changements d’edialyse, ces valeurs s’équilibrent entre 2 et
5 jours. Pour estimer la concentration ionique da@, des mesures de conductivités ont été
réalisées pour des solutions de chlorure de softtontentrations : 19; 10*; 10°; 10?; 10*;
0,15 M) (Figure 11.1.6).
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1,E+05 T

1,E+04 +

1,E+03 +

1,E+02 +

Conductivité (uS)

1,E+01 3

1,E+00 r - - .
1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01
Concentration en NaCl (M)

Figure 11.1.6 : Evolution de la conductivité a 2480 uS en fonction de la concentration en NacCl
en mol.[*

Quand la conductivité est inférieure a 10 uS enHdifes, la concentration ionique est
inférieure & 14 M en équivalent NaCl donc diluée plus de 1000G foar rapport a la
concentration initiale mesurée dans I'eau de dealys

La suspension est donc lavée en 150 heures avedaemiedouzaine de changements
d’eau de dialyse (d’abord toutes les trois heypais toutes les vingt-quatre heures et toutes les
guarante-huit heures). Ce temps a été retenu posilés lavages dans le reste de ce document.
Ce type de lavage semble présenter des intér&tsnseface aux centrifugations. Le sol ainsi
purifié n'est jamais soumis a des contraintes mues dues a l'accélération de la
centrifugeuse, son utilisation est moins laboriesismoins de matiere est perdue lors de cette
étape.

Cette méthode n'a cependant pas été retenue powuita des synthéses mais
uniquement pour les greffages de polymeres (pu2i€) pour deux principales raisons :

1) Les suspensions ainsi débarrassées de leurs iastps se retrouvent vers pH = 6, pH
proche du point isoélectrique (partie 11.1.2.3).nBaces conditions, les suspensions
sédimentent trés rapidement. Il n’est donc passegeable de fonctionnaliser par la
suite ces nanoparticules.

2) Il apparait également en observant les oxydes daueviicroscope Electronique en
Transmission (MET) des oxydes de fer en forme a@+@tonnets (Figure 11.1.7).

Figure 11.1.7 : Cliché MET et cliché de diffractiaie nano-batonnets d’oxyde de fer

Apres analyse des clichés de diffraction électromisur ces particules, la phase retenue
pour ces nano-batonnets est la goethutd&-¢OOH). Le Tableau I.1.1 résume les distances

interréticulaires trouvées par diffraction élecigue et leurs correspondances avec les
distances des plans de la goethite.
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Correspondance Goethite
o : . : Intensité
N Distance| Moyenne| Amplitude | Moyenne| d Goethite Goethite Plan
spot | (nm) (R (U.A) (U.A) (R (%) Goethite
1 0,22 921
5 0.22 2,2 1098 1009 2,190 100 (140)
3 0,25 112
2 0.25 2,5 329 220 2,527 32 (101)
5 0,11 73
6 0.11 1,1 51 47 1,095 5 (280)
7 0,15 33
s 0.15 1,5 28 35,5 1,506 37 (250)

Tableau I1.1.1 : Distances interréticulaires deRmure 11.1.7 des nano-batonnets d’oxyde de fer et
comparaison avec celles de la goethite (Fiche IGI1B081-0464)

La distance interréticulaire donnant les tacheslitfeaction les plus intenses est 2,2 A
est proche de la distance 2,19 A la plus intenda dgeethite correspondant au plan (140). Ces
nano-batonnets sont donc vraisemblablement deehige (-FeOOH).

La goethite est un oxo-hydroxyde de fer qui se tarpartir d’'ions ferriques dans des
temps assez longs (équivalents a ceux de la diabigeplusieurs jours) et qui reste présente en
suspension au détriment de I'hématiteHe:O3) a un pH basique compris entre 10 et 14
(Jolivet et al. 2004; Lemaireet al. 2004; Thies-Weesiet al. 2007) qui est le pH le plus
approprié pour la formation de la goethite (Schmearinet al. 1983).

L’apparition de goethite pourrait s’expliquer pardurée de I'étape de dialyse. En effet,
la diffusion étant un processus lent, une parteidas ferriques en exces dans la suspension
est restée dans le dialysat pendant pres de 12dérigure 11.1.6). Par ailleurs, le pH dans cet
intervalle de temps reste compris entre 10 et ldngiant la croissance de ces 0Xxo-
hydroxydes.

Cette phase, bien que minoritaire, n’étant paseagsé&liminer et la suspension lavée
n’étant pas facilement redispersable méme a pHeacide autre méthode de lavage a été
retenue : lpeptisation avec I'acide nitrique (HN§).

11.1.2.2.1.2.21a peptisation des nanoparticules d’oxyde de fer

La dialyse des suspensions basiques étant trop pentr éviter la synthese de phases
secondaires, une autre approche de lavage a astecho
Le sol basique a été lavé sept fois par cyclesessifs de décantation magnétique et
d’élimination du surnageant et d’ajout d’'un volugenstant d’acide nitrique a 1M (400 mL).
Les ions ferriques et les hydroxydes ont été élmiat les ions chlorures remplacés par des
ions nitrates (N@) au cours de ces étapes. Les oxydes de fer amitédéchargées positivement
en milieu acide et ont donc été stabilisés par Isipu électrostatique (partie 11.2). Ainsi, le
temps total de contact des précurseurs de ferlaveagse est d’environ une heure en comptant
la décantation du sol en milieu basique avantliagbacide.

L’acide nitrigue étant en large exces, un cyclecdatrifugation d’une heure a été
effectué pour éliminer une partie des ions nitrgbess le sol a été dialysé dans I'acide nitrique
a pH = 3 pour augmenter son pH pour des essaisoddication de surface ultérieurs(Massart
1981). La concentration de la suspension finalkl &8 est de 36 mg d’oxydes de fer par mL.
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11.1.2.2.2 Caractérisation structurale des nanoparticules d’oyde de fer

Les nanoparticules synthétisées ont été analys&eglifiraction des rayons X pour
connaitre la phase présente et le degré d'oxydatesnions fer présents dans les cristallites
(Figure 11.1.8).
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Figure 11.1.8 : Diffractogramme des nanoparticugthétisées par la méthode Massart, 1,3922 A

Par reconnaissance de phases sur ce diffractogralambase spinelle d’oxyde de fer
est majoritaire mais il n’est pas possible de ameglpar cette méthode, quant a la présence de
maghémite \-Fe,03) ou de magnétite (5@,). Pour avoir une information plus précise sur la
structure, le paramétre de maille (a) est calcalterant compte du décentrage de I'échantillon,
via le logiciel Topa%

Le paramétre de maille trouvé par cette méthode es8,363 + 0,003 A. Cette valeur
doit &tre comparée aux paramétres de maille g&,H&=0, nFe’* = 33%) ety-Fe,05 (5=1/9,
nFe* = 0%) qui sont respectivement de 8,396 A et 8,34pd application de la méthode de
Poix (Annexe A.2), il est possible a partir du paétre de maille, de trouver la déviation par
rapport a la steechiométrie de I'oxygér®, (les proportions des EeFd" et des lacunes
cationiques ainsi que le paramétrePlusd est faible, moins I'oxyde de fer est oxydé et pjus
sera proche de la valeur de la magnétite (33%).

Dans notre cas, la déviation par rapport a la dtwedtrie en oxygene est de 0,077 et
n = 13,3%. Notre magnétite peut donc s'écrirgak770a.

Le temps de mdrissement et le lavage acide deseexgé fer sont des étapes qui
favorisent I'oxydation (Joliveet al. 2004) des ions ferreux des nanoparticules. Le thix
fer (I1) dans la structure n’est pas en quantitecttiométrique pour assimiler les oxydes de fer
a de la magnétite pure (&) mais est trop présent pour parler de maghémiteQs).

L’'oxyde de fer synthétisé s’écrira pour la suitecdemanuscriFes;.504 et sera appelé
magnétite par abus de langage et parce que la phase pdesgulas des ions ferreux.

® Ce logiciel commercialisé par la société BrukerS\ermet d’effectuer I'analyse microstructuralergypoudre
passée en diffraction des rayons X.
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11.1.2.2.3 Détermination de la tailles des particules et de lg surface spécifique

Il est important pour tout le reste du manuscriddfrencier deux types de tailles. La
taille des cristallites et la taille des agrég#sn@ntaires (annexe A.3).

:g b o, 3
o ot [

. el

72 o Lat

Figure 11.1.9 : (a) Clichés MET de cristallites @) d’agrégats de cristallites.
[1.1.2.2.3.1Taille des cristallites

Dans un premier cas, le diameétre du cristal eleanentle Fgi1.504 est calculé a I'aide
du diffractogramme des rayonsvia la largeur a mi-hauteur des raies de diffracticicg a la
méthode de Le Bail sur le logiciel Topas. Les nanmtigules de magnétite étant
monocristallines, la taille trouvée est celle d'ucristallite. Le diamétre calculé par cette
méthode est de (9,8 £ 0,2) nm mais ne donne peandeignement sur la distribution en taille.

La taille des cristallites a également été mesparecomptage de 100 cristallites en
microscopie électronique en transmission (Figure9). Pour estimer au mieux leur taille, les
cristallites ont été considérées comme des splames comme diamétre, la taille maximale
mesurée (Figure 11.1.10).
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Figure 11.1.10 : Comptage en MET des cristallites eoxydes de fer et distribution de type log-noemal
corrélée

34



Chapitre 11.1 : Synthéses d’oxydes de fer nanosiréstion des
nanoparticules

La distribution en taille peut étre décrite par Wiestatistique log-normale (Eq 11.1.3).

P(d) = 1 XF{— M}

—F €
Ve o d 20° Eq. .13

ou ¢ est le diametre médian (ou moyenne géomeétrique)l’écart type des logarithmes des
diametres.

La distribution des diamétres est large et sa moyest de (11,1 + 2,6) nm.
Pour corréler ces résultats, le diametre est égalenalculé par la méthode BET :

6000
> = om
P Eq. 11.1.4

avecp la masse volumique du matériau (g9mSser la surface spécifique des nanoparticules
(m2.g") synthétisées et d leur diamétre en nm.

Bien que les nanoparticules seront nommées magnadits le rapport, leur masse
volumique s’approche plus de celle de la maghénratplupart des ions ferreux étant oxydes.
La masse volumique retenue pour le calcul du dimmest celle de la maghémite
(4,857 g.criv).

La surface spécifique calculée par la méthode Bif€saun dégazage a 150°C est de
(90 + 1) m2.g- ce qui donne, dans I'hypothése d’un grain sphérigti sans porosité, un
diamétre de cristallite de (13,7 £ 0)2n. Le diametre d’une cristallite calculé en BET &s
peu plus grand que les valeurs en DRX et en corapgtgT car le calcul est effectué a partir
du volume adsorbé par une particule élémentaires miades cristallites sont agrégées, une
partie de leur surface n’est pas accessible adigainuant la surface spécifique et augmentant
ainsi le diamétre calculé des particules.

Les tailles mesurées par ces différentes technisprisrésumées dans le Tableau 11.1.2.

Méthode diameétre (nm) + Ad
DRX 9,8 0,2
MET 11 3

BET 13,7 0,2

Tableau 11.1.2 : Résumé des tailles de cristalldbtenues par différentes méthodes.

En moyennant les résultats obtenus par ces dit&sanéthodes de calcul, la taille de
cristallites moyenne est de (11,5 1,0) nm, tailempatible avec les caractéristiques
superparamagnétiques recherchées.

11.1.2.2.3.2Taille des agrégats élémentaires

La taille des cristallites permet d'obtenir des miétés magnétiques intéressantes
(partie 1.2) mais quand on parle de tailles deigads, il faut également s’intéresser au
diamétre des agrégats élémentaires. En effetrigaux de magnétite s’agrégent en grains de
plusieurs dizaines de nanometres.

Pour mesurer ces tailles en solution, la technidaeprédilection est la diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) également appelégpkctroscopie a corrélation de photon
(PCS). Cette technique est basée sur la mesure alivement brownien des particules
(interaction entre les molécules de solvant efpkasicules créant un mouvement aléatoire) et
permet de mesurer des particules de un nanomgtrelgques micrometres.
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La vitesse de déplacement des particules est défiar le coefficient de diffusion
translationnel D qui d’aprés I'équation de Stokésskein (équation 11.1.5) est proportionnel
au diameétre hydrodynamique d’un grain sphérique :

KT
L 1
3lrly D Eq. I1.1.5

avec ¢ le diamétre hydrodynamique (en nm), T la tempéeaten K), k la constante de
Boltzmannj la viscosité dynamique (en cP) et D le coefficeadiffusion translationnel.

Le diamétre hydrodynamique est le diametre de tacpée seule entourée de sa double
couche ionique. Plus le milieu a une force ionigquportante, plus cette couche est petite. Les
mesures ont été effectuées dans une solution qa€l) & 1M pour garder la force ionique
constante pour les mesures de la partie suivaata€pl.1.2.3).

Les diametres sont mesurés en intensité. La tailigienne obtenue est toujours
beaucoup plus grande que celle observée en «réatdr d’aprés Rayleigh, I'intensité diffusée
est fonction du diamétre & la puissance %. @linsi, une particule dix fois plus grosse qu’une
autre donnera une intensité un million de fois sepée a celle-ci. Les logiciels de diffusion de
lumiére peuvent cependant donner par calcul desikgaken volume (soit en diametre au cube :
d*) et en nombre @& pour des particules quasi-sphériques.

Pour comparer la précision du calcul de taille emibre par DLS, ces tailles ont été
comparées aux tailles obtenues par comptage MESTmesures en DLS (Figure 11.1.11) et au
MET (Figure 11.1.12) ont été réalisées a partirsdepensions acides de magnétite diluées mille
fois a pH= 4. Ces particules peuvent étre conseeodmme sphériques d’apres les premiers
clichés MET obtenus.

Size Distribution by Intensity Size Distribution by Number

Intensity (%)

1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 11.1.11 : A gauche taille en intensité desaparticules par DLS; a droite taille en nombresL
diamétres au-dela de 2 um sont des pollutions fionirées car les suspensions n'ont pas été filtrées
avant analyse.

Les diameétres s’échelonnent de 30 a 2000 nm (Fidufell), les particules
micrométriques (supérieures a 2 um) étant destpmikide I'environnement de mesure. Deux
populations apparaissent, une centrée sur 60-7@trune autre aux alentours de 500 nm. La
représentation de la distribution de taille en nmmie fait plus qu'apparaitre un pic centré
autour de 50 nm.
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Figure 11.1.12 : Cliché MET d’agrégats de magnégtecomptage des agrégats de magnétite

Par comptage en microscopie électronique en trassoni, le diametre moyen de ces
nanoparticules est d’environ (44 + 27) nm corrélaah le résultat en nombre de la PCS. Il est
a noter que les tailles des agrégats sont tresdigplgrses avec une population majoritaire
centrée autour de 30-40 nm qui semble bien coralée les diamétres en nombre obtenus en
PCS.

Dans le cas d’agrégats quasi-sphériques, la fai8 corrélée en nombre peut étre une
premiére approximation et sera utilisée tout ag lde I'étude.

Cependant, de grosses particules de plus de 206xistent et ont d( étre formées lors de

I'étape de centrifugation apres peptisation deuspension (partie peptisation). La synthese
telle quelle nécessite donc une optimisation pdimider ces grosses particules et ainsi

respecter le cahier des charges défini. Par adlldarsol obtenu est stable en partie mais les
grosses particules qui décantent les rendent isalties pour les applications biologiques

visées.

11.1.2.2.4 Optimisation de la synthése des nanoparticules

Pour éliminer les gros agrégats formés probablempentant la synthese ou I'étape de
centrifugation et pour optimiser la stabilité de $aspension, de nouveaux cycles de
centrifugation ont été réalisés lors d’'une nouvelathése suivant le méme protocole. Dans
cette partie, quatre cycles de centrifugation alecvitesses différentes (respectivement 1000,
2000, 5000 et 10000 tours.ifinont été réalisés. Cette nouvelle suspension aalétés
caractérisée.

Pour les essais ultérieurs, les nanoparticulessgest a pH = 1 ont été dialysées dans
I'acide nitrique dilué jusqu’a pH = 3 pour ne pasddier le milieu réactionnel lors d’essais
ultérieurs de greffages de polyméres a leur suréhc®viter la dissolution des particules dans
ces conditions.

Par diffraction des rayons X, la phase présentéoegiurs une phase spinelle de méme
parameétre de maille que précédemment : a = 8,3B8A3 A mais avec une taille moyenne de
cristallites plus faible de (7,7 = 0,1) nm.

La surface spécifique obtenue en BET est de (110m2.g* conduisant & une taille de grain de
(11,2 £ 0,2) nm.

Par comptage MET, la tendance a la diminution deaile des cristallites est également
confirmée avec une taille moyenne de (9 £ 2) nm.
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Dans cette nouvelle synthése, la taille moyennepkst faible. Les nouvelles tailles de
cristallites obtenues sont résumées dans le Tahldadl

Avec les cycles Sans les cycles
Méthode diametre (nm) + Ad | diameétre (nm) +Ad
DRX 7,7 0,1 9,8 0,2
MET 9 2 11 3
BET 11,2 0,2 13,7 0,2

Tableau I1.1.3 : Comparaison des tailles de critie$ obtenues pour des syntheses d’oxyde de éer av
et sans cycle de centrifugation.

Par PCS, les populations de diametres hydrodynasigupérieurs a 200 nm ont été
drastiguement diminuées au détriment de deux nlmsvpbpulations de respectivement 25 et
100 nm donnant ainsi une taille en nombre de (2Bam (Figure 11.1.13).

Intensity (%)

1 10 100 1000 10000 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 11.1.13 : Taille PCS en intensité a gauchemnombre a droite des nanoparticules de magnétit
(NaCl 10°M). Les diamétres au-dela de 2 pm sont des potistimn éliminées car les suspensions
n'ont pas été filtrées avant analyse.

% en classe

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Diameétre (nm)

ey i A L i e

Figure 11.1.14 : Cliché MET d’agrégats de magnébigimisés et comptage des agrégats de magnétite
optimisés. Les cercles représentent particules ééaires présentent dans la suspension.

Ces résultats ont été corrélés par comptage MEJu(€ill.1.14). La taille moyenne des
agrégats est de (20 + 11) nm. Elle est, l1a aussi, dorrélée au diamétre hydrodynamique. Les
nanoparticules sont en moyenne plus petites ave@roportion plus importante de cristallites
élémentaires présentes en suspension, les grasnagglts ayant été éliminés dans les résidus
de centrifugation.
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[1.1.2.2.5 Conclusion sur la synthése d’oxydes de fer

Les nanoparticules synthétisées sont de phasellspavec une composition kesOa
de paramétre de maille a = 8,363 + 0,003 A conwrise celui de la magnétite ¢en) et de la
maghémite \-Fe03). Ces oxydes de fer seront cependant appelés mitagd&ns le reste du
manuscrit.
La taille moyenne des cristallites est d’environnd et la surface spécifique de 110 rii2.g
La taille des agrégats est d’environ 23 nm et leceatration du sol, déterminée en lyophilisant
10 mL de la suspension, est de 22 mg d®OFmL. Par des cycles de centrifugation successifs
et les lavages acides (pH = 1), prés de 70% dede9ngagnétite synthétisés ont été éliminés ou
dissous. Le rendement de la synthése optimiséaed@st d’environ 30% avec 2,6 g de
nanoparticules.

La taille PCS en nombre sera utilisée dans leerdat manuscrit comme mesure de
taille car tres comparable a la taille obtenue tbus comptage MET.

Les particules de magnétite sont stables a pH an8 aucune sédimentation observée
sur plusieurs mois (Figure 11.1.15)

Figure 11.1.15 : Suspension de magnétite obtenuesapynthése et optimisation
[1.1.2.3 Stabilité des nanoparticules de magnétite

Les nanoparticules synthétisées sont de taillesomatriques (agrégats d’environ
20 nm) et ont une grande surface spécifique (1162 a suspension optimisée est stable &
pH acide (pH = 3) mais lors des premiers essalavidge (essais de dialyse), les nanoparticules
décantent et s’agglomerent vers pH = 7. Pour conapecle comportement des oxydes de fer
nanometriques, il est nécessaire d'étudier leumihide surface pour optimiser les étapes
suivantes de greffage et de fonctionnalisation.

[1.1.2.3.1 La surface des nanoparticules

Les oxydes de fer mis en suspension créent unnsgsbéphasique avec une interface
solide/liquide. C’est a cette interface que vonpapitre des phénomeénes influencant la
stabilité des nanoparticules. Les cations en serf@nt pouvoir compléter leurs charges avec
les molécules d’eau environnantes et ainsi étrerdt§d. Une couche d'eau sera ainsi
chimisorbée formant des groupements hydroxyles (®H)surface. D’autres molécules d’eau
seront physisorbées et entrainées avec la namagartians son mouvement. Ces molécules,
immobilisées par un réseau de liaisons hydrogéot, former la couche compacte de Stern.
(Figure 11.1.16)
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Figure 11.1.16 : Représentation schématique dedagtion de I'eau sur une surface d’'oxyde de fer
d’aprés (Pringuet 2010). Aeprésentent les anions et &s cations en solution. IHP : plan interne de
Helmholtz et OHP : plan externe de Helmholtz.

Les groupements hydroxyles formés en surface pigstedes propriétés acido-basiques
qui vont charger les particules. lls peuvent égal@njouer un réle de groupements réactifs
pour le greffage de molécules.

Suivant les conditions de pH, les équilibres suisamterviennent :

Fe—OH; « Fe—OH+H" [Fe-OH]dH "]

avecKa™ = [Fe—OHQJ Eqg. I1.1.6
Fe-OH = Fe-O" +H"avecKa™ = [Fe-o ] Eq. II.1.7
[Fe-OH]

La charge électrique superficielleof peut étre, suivant le pH et la force ionique,
positive, négative ou nulle. Elle peut s’écrire :

o, :%([Fe—OH;]+[Fe—OH2*A‘]—[Fe—O‘]—[Fe—O‘C*]) Eq. 1.1.8

ou A est l'aire des nanoparticules (M?)LF la constante de Faraday (96500 Cnoles
termes encadrés représentent la concentratiorteentrgirgés avec Ales anions en solution et
C' des cations en solution.

La charge électrique s’annule donc a un pH caiatifire du matériau donné : le point
de charge nulleRCN).
A pH < PCN, les sites hydroxyles adsorbent lesgm®tet deviennent positifs par le biais des

groupementsFe—OH, créés. A pH > PCN, les protons sont désorbés egrespements

Fe— O™ formés créent une charge négative sur les nanopiagi
Le point de charge nulle peut s’écrire :

PCN :%(pKa‘ + pKa®) Eq. 1.1.9
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Le point de charge nulle de la magnétite est, éspa littérature, d’environ pH = 6,5
(Tewariet al.1971; Jarlbringet al. 2005; Baraleet al.2008; Kosmulski 2009).
A cette grandeur, il faut distinguer le point ismtique PIE) qui est une notion différente.
Quand la charge de surface s’annule par I'abseacehdrge on parle de PCN et quand elle
s’annule par compensation des charges on parlékde P

La couche de Stern se sépare en double couched€Rigul6 et Figure 11.1.17):

1) une premiére couche est composée d’'ions ayantftiniéaparticuliere pour la surface.
Parce qu'ils sont fortement hydratés, ils présdarVendre local du milieu et peuvent
donc s’approcher davantage de la surface jusquizean de la surface (on dit qu’ils
sont spécifiqguement adsorbés). Ces ions neutralpsetiellement la charge de surface
des particules par interactions électrostatiques dation s’adsorbe sur une surface
négative et un anion sur une positive). Ces iom$ Slmignés de la surface jusqu’a un
plan interne de Helmholtz (IHP) (distance de lrerde ’Angstrom).

2) La deuxieme partie de la couche de Stern est uneheode diffusion. Une partie de
cette couche suit le mouvement de la nanopartiélle.est incluse dans la couche de
Stern jusqu’au plan de cisaillement nommé planragtele Helmholtz (OHP). Son
épaisseur appelée longueur de Dehw@d) (est de I'ordre de la dizaine d’Angstréms
(Jolivet 1994) et peut étre calculée par I'équatinivante :

1o [ ORO
20000 [#2[N Eq. 1.1.10

avec :0 la permittivité relative, R la constante des gadaits, T la température absolue
en Kelvin, N le nombre d’Avogadro, e la charge tlgae en C et | la force ionique

définit par : | = %Zci z2 avec zla charge de I'espece i ef €4 concentration.

L’épaisseur de la couche diffuse de Stern dépend flece ionique. Plus le milieu est
concentré en sel, plus la couche diffuse est faffilece ionique élevée) et plus la taille
hydrodynamique de la particule est proche de I tairéelle ».

La couche de Stern augmente ainsi la taille dattqule nue expliquant la différence entre la
mesure d’'un diametre MET et celle d’'un diamétrerbgignamique qui prend en compte la
double couche ionique qui est souvent de 'ordrgldsieurs dizaines d’Angstroms.

Couche compacte de Stern

O Plan interne de Helmotz (IHP)
£ +
Couche diffuse de Stern

- (_) Plan externe de Helmotz (OHP)

Figure 11.1.17 : Représentation de la double couéleetronique entourant une nanoparticule
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11.1.2.3.2 Analyse de la surface des nanoparticules

La surface des oxydes de fer a été analysée peairepeopie infrarouge a transformée
de Fourier (FTIR), en XPS et indirectement par ys®thermogravimétrique (ATG).

Les nanoparticules ont été caractérisées par sgeopie infrarouge en transmission
dans des pastilles de KBr (Figure 11.1.18).
L'eau adsorbée posséde deux pics, un a 3400 emrespondant & I'eau chimisorbée (ou
hydroxyles de surface) et un & 1600 cpour I'eau physisorbée (Beliet al. 2004). Les pics
caractéristiques de la vibration Fe-O de la phpseeBe de la magnétite se trouvent vers 585 et
635 cm®. Enfin, le pic vers 1340 cthcorrespond & la vibration des nitrates utilis& Ide la
peptisation des nanoparticules.
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Figure 11.1.18 : Spectre infrarouge de la magnétite

Cette technique n’est que qualitative mais permet ddnner un apercu sur la
composition des oxydes de fer. Les hydroxyles,ul'gdnysisorbée ainsi que les nitrates
semblent étre les seules especes présentes.

Une quantification des composés présents a egatedtereffectuée par XPS (Figure

11.1.19).
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Figure 11.1.19 : Spectres XPS (a) de I'azote etdb)'oxygene présents en surface des nanoparticule

Les azotes sont ici tres minoritaires par rappditxygene de surface. lls seront donc
négligés comme espéce adsorbée. En revanche, angt§uon négligeable de carbone a été
trouvée. Ce carbone de pollution est souvent oBsenvXPS et doit étre pris en compte lors
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des analyses de nanoparticules modifiées en syptacdes composés carbonés (parties et 1.2
et I1.3). Il sert également d’étalon pour calibtes énergies de liaisons des autres atomes
('énergie du carbone de pollution est fixé@&4,5 eVf. Les quantifications en analyses XPS
sont données en annexe A.4.1.

Il est possible de désommer le pic de I'oxygéneaiesi trouver la contribution des
différents types d’oxygéne présents dans la magnéin respectant des parametres precis.

Les largeurs & mi-hauteurs du pic de Ols ont ¥6&$ia 1,6 eV pour®Q 1,8 eV pour OH.

On observe seulement deux contributions & ce piespondant & ©de I'oxygéne de
structure de la magnétite & 529,2 eV et a OH ddsoltyles de surface a 531,7 eV. Ainsi, 88%
de I'oxygéne est de I'oxygene de structure et 12 déi aux hydroxyles de surface. En
ramenant les taux de fer de surface (Fer 2p), des dontributions de I'oxygéne et du carbone
de pollution, on trouve les proportions du Tabldau4.

Svnthese Proportion Proportion Proportion Proportion C
y Fe 2p (%) 0% (%) OH (%) pollution (%)
Magnétite
40 49 7 4
Fe1-504

Tableau I1.1.4 : Proportions de différentes espéaesurface de la magnétite observées en XPS.

Pour corréler ces résultats, la poudre de magnéiteété caractérisée par analyse
thermogravimétriqgue (ATG) de 20 a 800°C pour obseégalement les espéces adsorbées a sa
surface (Figure 11.1.20).
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Figure 11.1.20 : Courbe ATG (noire) de nanopartieside magnétite et courbe dérivée de la masse
(gris). Les mesures ont été réalisées sous un eElHO, a respectivement 0,12 et 0,04 mL fréwec
une rampe de montée en température de 2°C.rhimdérive de la balance a été enlevée.

Grace aux analyses en spectroscopie XPS, la perteadse de la poudre de magnétite a
été estimée comme seulement due au départ dectats hydroxyles (les nitrates ont donc été
négligés).
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La perte de masse située avant 100°C est le dépdidau physisorbée. Au-dela, I'eau
chimisorbée est éliminée et cette perte continue die la réorganisation de la magnétite en
hématite vers 450°C (Belin 2002).

La masse se stabilisant au-dela de 700°C, il estilple destimer le nombre
d’hydroxyles présents en surface en supposant gueohdensation d’une molécule deau
implique deux hydroxyles. L’équation pour trouvemombre d’hydroxyles est la suivante (Ek
et al.2001) :

2((am)

nOH=2n[H,0= Eq. 11.1.11

H,0

ouAm est la perte de masse (en %) entre 200 et 7GO0RC, g, la masse molaire de 'eau.

Le nombre de moles d’OH trouvé est alors donné pougramme de magnétite. En
ramenant a la surface spécifique de la magnétite (2.g'), on trouve environ 7 hydroxyles
par nmz, résultat en accord avec la littératuret@ivabect al. 1993).

11.1.2.3.3 Mesure de la stabilité des particules de magnétiten suspension

La stabilité d’'une particule nanométrique est iefloée par deux parametres :

1) Les forces attractives de type van der Waals quorfsent I'agglomération des
nanoparticules.

2) Les forces électrostatiques qui sont de type rémdsQuand elles sont majoritaires, les
nanoparticules se repoussent, on parle alors désrép électrostatique.

Comme vu dans les parties précédentes (parties2.8.1 et 1.1.2.3.2), les
nanoparticules d’oxyde de fer possedent des groepenonisables de surface qui vont leur
conférer une charge « de surface » en fonctionr Boonaitre leurs domaines de stabilité
électrostatique, une technique de mesure par zé&iareét utilisée. Le potentiel Zétg)(a été
mesuré sur les particules de magnétite synthétmsasune gamme de pH allant de 3 a 11.

Une particule chargée mise dans un champ électrsgueléplace et a donc une mobilité
électrophorétique p (um.cm&Y) donnée par :

E Eq. 11.1.12
ou V est la vitesse de la particule (umM).st E le champ électrique appliqué (V:tm

Le potentiel Zéta (z) se mesure a I'aide de cetwbilié électrophorétique (u) d’aprés
la loi de Henry :

3l
7= K7

= Eqg. 11.1.13
202 F (k1) g

avece la constante diélectriqug,la viscosité, p la mobilité électrophorétique. ] la fonction
de Henry, r le rayon de la particuiele parametre de Debyeéte potentiel Z&ta (mV).

Cette méthode mesure la charge au niveau du platisdédlement c'est-a-dire a la

frontiére entre la double couche ionique et la beudiffuse (plan OHP) : on parle alors de
charge nette(Figure 11.1.16).

44



Chapitre 11.1 : Synthéses d’oxydes de fer nanosiréstion des
nanoparticules

Pour s’affranchir du probléme de variation de ldletade la couche diffusex(®), la
force ionique doit étre maintenue constante. Lessj@dhelonnant de pH = 3 a pH = 11, la
concentration maximale en'tdu en OHne dépasse pasim.

En mesurant les potentiels Zé&ta dans une solut®rsal (NaCl) de 10 M, on évite le
changement de force ionique pour cette gamme dagpid I'eau distillée (Figure 11.1.21).
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Figure 11.1.21 : Potentiel Zéta des nanoparticutissmagnétite en fonction du pH dans NaCiNIOLa
ligne est un guide.

Dans le cas de la magnétite, le potentiel Zétansilenvers pH = 7, qui est donc le point
isoélectrique.
Entre pH =5 et pH = 9, les forces électrostaticg@# trop faibles pour contrecarrer les forces
de van der Waals et la magnétite s’agrege et daldiése. Au dela de pH = 9, les particules
sont de nouveau peptisées mais négativement ewtdgant la surface et sont de nouveau
stables.
Il faut noter également, qu’en augmentant la footeque du milieu, la couche diffuse autour
de la particule va diminuer et ne plus pouvoir pager au forces de van der Waals entrainant
€galement une agglomeération et ce méme dans begaarticules a pH trés acide ou basique.
La déstabilisation des nanoparticules est égalernbgsérvée par mesure de taille en PCS
(Figure 11.1.22). De méme que pour le potentielaZéntre pH =5 et pH = 9, les forces de van
der Waals sont majoritaires et les particules daggrent jusqu’au micrometre et sédimentent.
En dessous de pH = 5 et au-dela de pH=9 les tlesn&ont de l'ordre des agrégats
élémentaires de quelques dizaines de nanométreséaesn PCS (partie 11.1.2.2.4).
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Figure 11.1.22 : Evolution du diamétre hydrodynanmneg(en nombre) de nanoparticules de magnétite en
fonction du pH

11.1.2.3.4 Solutions pour stabiliser les particules de magné#

Les ferrofluides synthétisés sont stables danddesines de pH acide et basique mais
sédimentent en cas de force ionique élevée ou desspH aux alentours de 7 les rendant
inutilisables tels quels pour des applicationsdgaues. Des agents stabilisants peuvent étre
utilisés pour améliorer leur dispersion a pH phiggjmue (pH = 7,4).

1) Les agents électrostatiques. lls peuvent s’adsoébé& surface de la magnétite et
changer sa charge nette pour un pH donné. Lessacatboxyliques sont couramment
utilisés en chargeant négativement les nanopagtorgrs pH = 7 (Chergf al.2009).

2) Les agents de stabilisation a effet stérique. dist\s’adsorber ou méme se greffer a la
surface de la magnétite et créer un encombreménquee empéchant les nanoparticules
de s’attirer sous l'effet des forces de van der M/dzes surfaces des nanoparticules
doivent étre entierement recouvertes pour quesiaedsion ait lieu.

3) Les agents qui stabilisent par répulsion stérigtieélectrostatique (stabilisation
électrostérique). Ces agents sont des polymeéeresalaas (polyélectriques).

Ces deux premiers modes de stabilisation ont éthést dans la partie 11.2.
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[1.1.3 Conclusion sur les nanoparticules synthétisées

La méthode de synthese retenue a permis dobteapres optimisation, des
nanoparticules en quantité suffisante et de cortipnsiet caractéristiques reproductibles.
Toutes les caractéristiques du ferrofluide sonbrges dans le Tableau 11.1.5.

Caractéristiques Techniques d’analyse Résultats
Structure Paramétre de maille DRX a=8,363 + 0,003 A
Degré d’oxydation Fesq1-504 6 = 0,077
DRX 7,7+ 0,1 nm
Taille de cristallite MET 9+2nm
Morphologie BET 11,2+ 0,2 nm
Taille d'agrégats PCS (en nombre) 23+1nm
MET 20+ 11 nm
Analyse de surface Hydroxyles en surface ATG 7 OH / nm?
Surface spécifique BET 110 + 1 mit.g
_ Point isoélectrique Zétamétrie pH=7
Stabilite des sols Domaine de floculation PCS 5<pH<9
Suspension Quantité Lyophilisation 22 mg E_©4/ mL
pH pH =3

Tableau I1.1.5 : Caractéristiques du ferrofluidentlyétisé

Les nanoparticules ne présentent pas de stabdité des conditions proches de celles
du milieu physiologique. A faible force ionique<110° M), elles s’agglomérent et décantent
entre pH = 5 et pH = 9. Par ailleurs, a force iarigplus élevéee (I = 0,15 M) élevée, elle
sédimentent également quel que soit le pH les rendatilisables pour des études en milieu
physiologique ([NaCl] = 0,15 M a pH = 7,4).

Dans la deuxieme partie de ce travail, des méthddesabilisation des ferrofluides par
des agents, premiérement électrostatiques, puisqueté ont été testées. La voie
majoritairement retenue a été le greffaga une fonction silane. Enfin, parce que les
nanoparticules pouvaient étre utilisées dans ledeadétection spécifique ou bimodale, une
premiere approche de couplage d’'une molécule fhoarge (la rhodamine) sur la surface de la
magnétite a également été entreprise.
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1.2 Modification de surface et fonctionnalisation des
nanoparticules

Les ferrofluides ont été synthétisés en grande tgaaat de maniere reproductible.
Cependant, au vu des propriétés des oxydes diegemanoparticules nues ne sont pas stables
pour les applications biologiques vis€es. En e#fex alentours de leur point isoélectrique (vers
pH = 7), les nanoparticules ne sont pas assez @seg sédimentent (Jarlbriagal. 2005). De
plus, en présence de solutions a fortes forcegjuesi le sol de magnétite est également
déstabilisé. Pour stabiliser ces nanoparticules putedifications de surface sont nécessaires.

Dans cette partie, différentes voies de stabibsatint été abordées, notamment des
stabilisations électrostatiques par deux acideBosatiques : I'acide citriqgue (AC) et l'acide
dimercapto-succinique (DMSA). Des modifications si@face par greffage de polymeres
hydrophiles couplés a des fonctions silanes (dgg&fhylenes glycol silanisés : mMPEG-Si) ont
eégalement été étudiées. Enfin, des premiers edsafenctionnalisation de la surface de la
magnétite pour des applications biologiques ontrétdisés (notamment le greffage d’un
fluorophore).

[1.2.1 Stabilisations électrostatiques des oxydes de fer

Comme vu dans la partie II.1, la surface des oxyldefer en solution agueuse possede
des groupements FeOH se chargeant positivement égativement en fonction du pH
(partie 11.1.2.3). Cette charge est a l'originentéractions entre la surface des grains et des
especes présentes en solution que ce soit desngatdes anions ou des polymeres
(Jolivet 1994). Ces espéces vont s’adsorber suoxgdes de fer et modifier la surface des
nanoparticules. Dans notre étude, seules les attena avec des anions et des polyméres
(notamment les polyéthylénes glycol) nous ont ggsés.

L’adsorption spécifique d’anions ou d’acides fasble la surface des nanoparticules
d’'oxydes de fer conduit & la condensation des gnmgmts hydroxyles primaires sur les
hydroxyles de surface (Figure 11.2.1). Elle dépelidpH de la solution, de la concentration et
de la température ; le pH imposant le taux de padton de I'anion et la charge de surface de
I'oxyde.

Cette adsorption est une réaction de complexatibrest d’autant plus importante que
le pouvoir complexant (ou chélatant) de I'anion gsind. Quand le composé utilisé est
suffisamment chélatant, les complexes formés pdstehiliser I'oxyde en modifiant la charge
de sa surface. C’est cet effet qui a été rechgrohé stabiliser nos nanopatrticules lors de cette
étude.

O OH O o-
O
HO OH |
Citrate
O OH Acidecitrique HO
O O
OH OH 0 O
| | /N

Condensation
mm Fenmm Fepmm ———> mmm Fommm Femmm +2 H,O

Figure 11.2.1 : Adsorption d’anions citrates a larface de la magnétite d’aprés (Jolivet 1994)
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Une autre méthode de stabilisation par adsorptginpessible. Sans entrer dans les
détails, car nous nous sommes plus intéressesragtetfage, des polymeres non chargés
peuvent s’adsorber de maniéere non spécifique @rface des oxydes de fer. Bien que la charge
de ces polymeres soit globalement nulle, les hy&lieg de ces groupes fonctionnels polaires
vont créer des liaisons avec les sites hydroxyléspomtonés de la surface. L'énergie
d’interaction entre un monomere et la surfacerestfaible mais grace au nombre important de
segments, de nombreux points d’ancrage permetiemtadsorption efficace des polymeéres
d’autant meilleure que sa masse moléculaire estdgrall faut cependant noter que cette
interaction reste assez faible et le polymeére peutésorber facilement par modification de pH
ou de la force ionique du milieu.

[1.2.1.1 Stabilisation par I'acide citrique (AC)
[1.2.1.1.1 Propriétés et caractéristiques de I'acide citrique
11.2.1.1.1.1Propriétés acido-basique de I'acide citrique

L’acide citrique est un acide carboxylique de folenGsHsO; (M = 192 g.mof) qui,
sous ses différentes formes, n’est pas toxique poomme. Il est couramment utilisé dans
industrie alimentaire (E330) et est méme syn#&tpar le corps humain lors du cycle de
Krebs. Ces différents atouts, en plus de son faibl@, en font un composé intéressant pour
une utilisation en biologie.

COOH

|
HOOC - CH, - C— CH, — COOH

OH
Figure 11.2.2 : Formule semi-développée de I'acaiteique

L’acide citriqgue possede trois fonctions carboxyég (COOH) qui se transforment en
ions carboxylates (COPa différents pH en fonction des pKa de l'acidtigile selon les
equilibres suivants:

R(COOH), [t . RCCOOH),(COO") [ ~ RICOOH)(COO), [T - R(COO),
pKal pKa2 pKa3 Eq. 11.2.1
R=C,H,OH

En dessous de pH = 3,13, l'acide citrique est Bespprédominante en solution. En
augmentant le pH, les fonctions carboxyliques veattransformer en carboxylates pour
donner, au dela de pH = 6,40, le composé le phiséa I'ion citrate (GHs0;%). Les citrates
sont donc chargés négativement au pH physiologijyedd = pKa, le nombre de groupements
carboxylates est égal au nombre de groupementssacatboxyliques.

11.2.1.1.1.2Caractéristiques de I'acide citrique

Avant d’évaluer la chimie de surface des nanopadgcen présence d’acide citrique, il
a été nécessaire de caractériser dans un premmps f&acide citrique seul.
En premier lieu, une analyse thermogravimétriqéecaréalisée sur ce composé (ATG : Figure
11.2.3).
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Figure 11.2.3 : Analyse thermogrdmétrique de I'acide citrique (nadjret dérivée de la massgris). Les
mesures ont été effectuées sous flux,/O, (0,12/0,04 mL.mif) avec une rampe de montée
température de 2°C.miin

Pres de 98% de saasse est éliminée entre 15(450°C. C’est &ette température qt
les mesures de perte de mass®nt effectuées.
Ce méme échantillon sous forme basique (ion c)tratéété caractérisé par spectrosc
infrarouge (Figure 11.2.4)Pour cela, ¢ la soude a été ajoutée jusqu’'a pH = 10 a une sal
d’acide citrique pour obtenir du citrate de sodiguna ensuite été lyophilisé pour étre ana

Absorbance (u.a.)

Ve=o = 1625 cm! Scno = 1425 cmr?

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Nombre d'ondes (cm-1)

Figure 11.2.4 : Sgctre infrarougedu citrate de sodiurabtenu dans des pastilles de k

Le citrateest un composé organique donnant de nombrebandes d’adsorption ¢
spectroscopie infrarougéa plus importante est celcorrespondara I'énergie de vibration ¢
la fonction carboyle (C=0) qui apparaa 1625 cm' (Pretschet al.2000; Montemayc et al.
2008) Sa présence a des nons d’'onde plus faiblegue dans le cas de l'acide citrique (i
alentours de 1700 cm(Racucit et al. 2006)) est due adhvironnement électroniququi
affecte sa vibration (COQau lieu de COOL. Les modes de vibration deméthyles (CH)
couplés & cette fonctiompparaisse vers1425 cm® (Chenget al. 2009’ mais cette vibration
pourrait également étrdue & la fonction -O (Racuciuet al. 2006) Entre 2500 et 36( cm™,
on trouve lesnodes de vibratic des hydroxydes de I'eau adsorl§€ezet: et al. 2002). Le pic
caractéristique de I'acide citrique qui a été relest le pic de la fonction carbyle (C=0) qui,
par son intensité importante et sa pos, ne peut pas étre confonc avec les pics
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caractéristiques de la magnétite (entre 550 et &B6 pour les modes de vibration de la
structure spinelle et vers 1340 ¢npour la vibration des ions nitrates ajoutés laas |
peptisation).

[1.2.1.1.1.3L acide citrique utilisé sur des nanoparticulesnggnétite

La forme citrate de l'acide citrique est connue mpees propriétés chélatantes et
antioxydantes grace a ses trois fonctions carbtxyRlonski 1997; Gromovayet al. 2002;
Xue et al. 2009). Une ou deux des trois fonctions chargégatidement vont s’adsorber a la
surface des nanoparticules de magnétite (initiaktnolargées positivement) laissant les
fonctions restantes modifier négativement la chargfte de surface de I'oxyde de fer (it
al. 2009).

L’ion citrate est souvent utilisé pour stabilisérdésperser des nanoparticules d’oxyde
de fer a pH neutre (Racucat al. 2007; Chenget al. 2009). De I'acide citrique est mélangé a
une base pour obtenir la forme citrate recherchpees synthése et lavage de la magnétite, la
solution de citrates est ajoutée au sol. Les natiopkes ainsi fonctionnalisées sont stables a
pH physiologique avec des tailles d’agrégats coiblegstavec des applications biologiques.

Beeet al (Beeet al. 1995) ont étudié une autre utilité des molécukesittates. Lors de
cette étude, ils ont montré que si des citrates m@tangés, avant synthése, a des ions ferreux
et ferriques (ratio 1:2) dans des ratios molaileentade 0 a 10% (citrates/fer), la taille des
cristallites d’oxyde de fer diminue lorsque le oatitrate/fer augmente. Les ions citrates ont
bloqué la croissance des grains, les faisant pdes@mm avec 0% de citrates a moins de 2 nm
avec seulement 3%. L'élargissement des pics diftrades rayons X est tel que I'existence de

particules est difficile a prouver (Figure 11.2.5).
310

220)
(400) '

R=1 5%

R= 10%:

S8

Figure 11.2.5 : Diffractogrammes des rayons X deigh@ de magnétite synthétisées avec des ratios de
citrates R différentsA(= 1,7905 A) d’aprés (Bee et al. 1995)

Deux mécanismes ont été avancés pour expliquereffet sur la croissance des
particules.
1) L'effet chélatant des ions citrates sur les catiengmpéche la nucléation des germes,
2) Leffet chélatant des ions citrates a la surface dastallites formées limite leur
croissance. Ce deuxiéme mécanisme semble étrerpiréai.
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Les ions citrates peuvent donc modifier la surfdes nanoparticules et les disperser a
pH = 7 mais également diminuer la taille des diista par chélation diminuant le phénomene
de croissance des grains. lls sont donc intéresgantr la modification morphologique et de
surface de la magnétite pour des applications hilcates.

[1.2.1.1.2 Conditions de fonctionnalisation des nanoparticulespar I'acide
citrique

Pour étudier I'effet dispersant et I'effet chéladtdes citrates, deux campagnes de modification
de surface de la magnétite par I'acide citriqueéétréalisées.

Les nanoparticules ont été synthétisées selon Imemprotocole que lors de la
partie 11.1.2.2.1. Un ratio d’ions ferreux et feues (1:2) a été ajouté goutte-a-goutte a de la
soude [0,75 M] a 90°C. De l'acide citriqgue a étdangé au préalable a différents pH et/ou
dans des ratios molaires différents.

Apres trente minutes, la réaction a été arrétegpets 10 a 30 minutes de décantation
sous aimants pour éliminer la sofides sols ont été lavés par trois lavages a kaaittique
jusqu'a pH = 3 (de la méme maniére que lors deedptipation des nanoparticules de la
partie 11.1.2). Une partie a ensuite été lyophdip@ur étre caractérisée (Paris 2010).

Dans un premier temps, un ratio molaire de 5% d&aaitrique a été mélangé a
différents pH. En fonction du pH, I'espéce présemiedépart peut chélater ou non les cations
fer et ainsi influencer la croissance des crigedlde la magnétite. Trois conditions ont été
étudiées :

1) L’acide citrique a été ajouté au mélange fer [(figr (Ill) & pH = 1. L’espéce présente
est de 'acide citrique qui ne posséde pas de ifmmetarboxylates

2) L’acide citrique a été ajouté au mélange fer (ligr/ (1) a pH = 5. L'espece présente
possede une ou deux fonctions carboxylates.

3) L’acide citrique a été mélangé a la soude a pH avdht ajout des réactifs ferreux et
ferrigues. Dans cette configuration, I'espece prtEseest le citrate possédant trois
fonctions carboxylates.

Des syntheses ont également été effectuées avigredif ratios d’acide citrique
directement mélangés a la soude a pH = 12 avaptémpitation. Les taux choisis ont été 5, 20
et 100%. La stabilité et la taille des cristallited été etudiées avec ces différents ratios.

Toutes ces synthéses ont été comparées a la syntlecséférence sans cycle de
centrifugation pour optimiser sa taille moyenneta la diminution artificielle des diameétres
de cristallites et ainsi pour bien comparer I'etfes citrates sur la morphologie.

11.2.1.1.3 Influence du pH de I'acide citrique sur la morpholayie et la stabilité
des nanoparticules

11.2.1.1.3.1Analyses morphologiques et structurales des nahoplas

Les différentes poudres ont été analysées pandiitm des rayons X et par mesures de
surfaces spécifiques. Pour les trois synthésesiglie phase présente est la structure spinelle
sans hématite.

Les tailles et les parameétres de maille des ditstakont donnés dans le Tableau 11.2.1.

" L'étape de décantation n'a pas été optimiséesaelmps avant élimination de la soude et ajoutadéle nitrique
ont été différents ce qui a pu influencer la cramee des cristallites.
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. Temps Parametre de L L Surface
Cond'tt'r? ns de marissement maille 0 Poix é);g(metre E[;)éa_lrmetre spécifique

synthese (min) a (A) (nm) (nm) (m2.q)

Référence 90 8,363 +0,003 0,077 9,8+0,2 13,7%+0,2 0+1
5% citrates pH 1 155 8,364 +£0,001 0,075 6,4+0,28,3+0,1 149+ 2
5% citrates pH 5 135 8,367 +0,001 0,070 7,8+0,31,2+0,2 106 + 2
5% citrates pH 12 62 8,364+0,001 0,075 76+0,294+0,1 132 +£2

Tableau 11.2.1 : Parametres de maille et diaméttegristallites (calculés par la méthode de Le Bail
des nanoparticules modifiées par de I'acide citaqudifférents pH par rapport & une synthese de
référence sans acide citrique. Les temps de syatidemnt acidification sont également donnés.

D’apres le Tableau 11.2.1, les citrates utilisé$ on effet chélatant qui réduit la taille
moyenne des cristallites comme observé par @eal (Bee et al. 1995) es cristallites sont
plus petites que lors d’'une synthése classique lm&sme acido-basique de I'acide citrique ne
semble pas avoir d’influence significative sur ketailles. Il semblerait donc que, quelles que
soit les conditions utilisées, une fois en miliasigue, les citrates réduisent la croissance des
grains. Par ailleurs, les tailles de ces particidest tres nettement supérieures a celles
observées lors de la publication de Béal

Le temps de réaction joue donc toujours un rolpgmédérant dans I'augmentation de la
taille des cristallites. Les temps de mdrissemerst wanoparticules citratées ont par ailleurs
varié (entre 1 heure et 2 heures 30) mais ils mbkmt pas avoir affecté la taille moyenne des
particules par le phénoméne de marissement d’Ogdt{palrtie 11.1.1.1.2), le temps le plus long
ayant conduit aux nanoparticules les plus petlfependant, pour conclure sur l'effet du pH
lors de I'ajout de citrates, les carboxylates jduieien le role de chélatant a la surface des
particules, réduisant la taille des cristallitesnééntaires.

En utilisant la méthode de Poix (Annexe A.2.25 été possible de mesurer la déviation
par rapport a la stoechiométrie en oxygeénef fonction des parameétres de maille mesurés.

Bien que l'acide citrique ait des propriétés angaantes (Xueet al.2009), il ne semble
pas avoir d'influence sur le paramétre de maillerpdeux raisons probables pouvant étre
interconnecteées.

1) Il faut tout d’abord noter que toutes les nanopalhtis ont été lavées un grand nombre
de fois a l'acide nitrique en sortie de synthésenuéant probablement [I'effet
antioxydant attendu. Cet effet sera tout de ménsemi dans la troisieme partie de ce
chapitre lors de synthéses en conditions hydrotalsret continues (partie 11.3.3.2).

2) Il est également possible que le taux de citratdsél ne soit pas suffisant pour
modifier significativement le degré d’oxydation ldemagnétite.

11.2.1.1.3.2Analyses de la stabilité des nanoparticules syisiwes

Des mesures de potentiels Zéta (dans NaCfM)Oont été effectuées sur les
nanoparticules synthétisées précédemment aveaddd’ citrique a différents pH et comparées
avec le potentiel Zéta de la synthese de référ@rigare 11.2.6).
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Figure 11.2.6 : Potentiels Zéta en fonction du pahd NaCl 16M des nanoparticules de magnétite de
référence et modifiées avec 5% d’acide citriqueda=l, pH =5 et pH = 12

Les trois méthodes de synthése ne montrent pasfféesdce significative. Le point
isoélectrique de la magnétite citratée passe de pHa pH = 5. Les nanoparticules citratées
sont donc chargées négativement a pH = 7 et passaee pH, des tailles moyennes en
nombre bien plus faibles que celle de la synthesefirence (Tableau 11.2.2).

Conditions de Tailles PCS en nombre a  Tailles PCS en nombre a
synthése pH =7 (nm) pH =11 (nm)
Référence instable 54 +5

5% citrates pH 1 7510 655
5% citrates pH 5 103 £ 15 62+5
5% citrates pH 12 65+ 10 55+5

Tableau I1.2.2 : Tailles moyennes en nombre & pHet & pH = 11 des particules de magnétite
citratées comparées aux particules nues.

Dans la partie précédente (partie 11.1.2.2.3), nowens vu que la taille des agrégats en
nombre mesurée en PCS était a peu pres équivaente moyenne des tailles en microscopie
électronique. Cette taille est trés approximativaiston peut donc dire que pour les trois
meéthodes de synthese avec citrates, les tailleagiégats sont similaires a pH = 7.

Les citrates dispersent bien les nanoparticuleld gtpysiologique mais pas de maniere
optimale. En effet, en regardant les courbes denpiel Zéta et les tailles PCS a pH =11 qui
sont lIégerement inférieures qu'a pH = 7, on pelt goe la zone de stabilité n’est pas tout a
fait atteinte. On peut supposer qu’avec un ratidaim® de 5%, les molécules de citrate ne
couvrent pas compléetement la surface des nanoplagitaissant des hydroxyles libres pouvant
continuer a charger différemment les nanoparticules

11.2.1.1.3.3Analyses de la surface des nanoparticules synflestis

L’analyse thermogravimétrique des nanoparticuleatées a 5% a été comparée a celle
de la magnétite nue et donnée dans la Figure IIRodr des raisons de lisibilité, une seule
ATG est représentée pour les trois conditions damgé des citrates (celle de la synthése avec
le citrate déja mélangé a la soude) bien que tés émalyses aient le méme comportement. Il
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en sera de méme pour les graphiques des mesueetuéis en spectroscopie infrarouge et en
XPS.

Température ( °C)
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Figure 11.2.7 : Analyse thermogravimétrique des oparticules citratées a 5% dans la soude (noir) et
des nanoparticules nues (gris). Les mesures orgfgétuées sous flux de/®, (0,12/0,04 mL.mim)
avec une rampe de montée en température de 2°€ .h@rdérive de la balance a été corrigée.

L’analyse thermogravimétriqgue avec 5% de citratesitne une perte de masse au-dela
de 150°C d’environ 4% supérieure a celle obtenee &/ magnétite non citratée.
En effet, ce nombre est égal a :

X
n. (m0|éc% ) — MCitrate
citrates nrnzmagnétite (100- ) s

avec x est la perte de masse différentielle emsenbnoparticules citratées et non citratées

(en %), M la constante d’Avogadro,mneitela surface spécifique de la magnétite citratée
(132 m2.g" dans I'exemple).

(N,

10

agnétite

D’apres la Figure 11.2.7, x = 4% ce qui corresp@kirates = 1 molécule/nm2. Cette
valeur ne représente que 14% des sites FeOH didpsren surface des nanoparticules (en
théorie 7 sites / nmz2 calculés par ATG dans lagdérf.2).

Le Tableau 11.2.3 résume les résultats pour lés tronditions.

Conditions de

Perte de masse par

Surface spécifique

synthése rapport & la référence (m2.gh) Acide citrique / nm?
5% citrates pH 1 4,3% 149+ 2 0,94
5% citrates pH 5 4,3% 106 £+ 2 1,3
5% citrates pH 12 4% 132+2 0,99

Tableau 11.2.3 : Calculs du nombre d’acide citrigele surface pour les trois conditions de synthélses
magnétite citratée a 5%

Pour compléter cette mesure, les nanoparticules atesans ions citrate ont été
analysées par spectroscopie infrarouge (Figure3)l.2
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Figure 11.2.8 : Spectres infrarouges des nanopaltis seules, des nanoparticules citratées a 5% dans
la soude et du citrate de sodium seul. Spectremnoistdans des pastilles de KBr.

Un déplacement du pic de vibration de la fonctiambonyle de 1625 cthpour le
citrate pur & 1595 crhpour le citrate complexé avec la magnétite (épaefe indiqué par une
fleche) est observé. Ce déplacement est sans daudela formation de la liaison Fe-O-C=0
qui perturbe la vibration du carbonyle (Racuettal. 2006). La large bande vers 500-700%cm
correspondant aux modes de vibrations de la steisfpinelle se trouve bien dans les spectres
des magnétites citratées ou non. Il y a bien deates en surface de la magnétite mais il est
cependant difficile d’estimer leur quantité.

Des analyses XPS ont été réalisées sur les diterrhantillons pour quantifier la
proportion de fer, d’oxygéne et de carbone.
En comparant les analyses XPS du carbone et dggkme des nanoparticles seules et
citratées, la présence de citrates en surface@egfigmée (Tableau 11.2.4).

R . : Proportion C
[ o)
Synthese Proportion Fe 2p (%) Proportion O (%) pollution (%)
Référence 40 56 4
5% de citrates 30 56,5 13,5

Tableau I11.2.4 : Proportions, obtenues par XPSfated’oxygéne et de carbone sur la synthése de
référence et la magnétite citratée a 5% dans lalsou

En premier lieu, une plus grande quantité de carlesh présente avec la magnétite. En
désommant le pic du carbone, trois contributiors/@nant des ions citrates ont été trouvées
respectivement C-C ou C-H a 284,5 eV, C-O vers28¥, et O-C=0 vers 288,2 eV, dont les
proportions ont pu étre estimées par leurs airepexives. La premiére contribution du
carbone est située au méme endroit que le picrihwica de pollution. Il est cependant possible
d’évaluer I'apport du carbone des citrates suricggpice notamment au pic relatif a la liaison
O-C=0 qui doit représenter 50% de la vibrationleothu carbone des citrates (3 des 6 carbones
de l'acide citriqgue donnent des liaisons O-C=Oguké 11.2.2). Plus de détails sur ces calculs
sont donnés en annexe A.4.2.

L’oxygéne est également présent et en désommanpisoteux contributions ont été
trouvées (Figure 11.2.9). Le pic caractéristiquealstructure spinelle © se situe vers 530 eV

et un pic caractéristigue de l'oxygene des citratesles hydroxyles de surface est vers
513,8 eV.

56



Chapitre 11.2 : Modification de surface et fonctiatisation des
nanoparticules

En calculant la proportion de ce dernier pic di etpates, il est possible de trouver si
une quantité importante des hydroxyles en surféaié @iminée par ce ratio utilisé (Tableau
11.2.5).

x10° x10°
25 |
21 a) | b)
30| ]
} 20
28 C-CetC-H
- C-0 284,5eV -
© l 0 @©
S 26 286,2eV | t 605% | =
- 11,5% | J/ = 15|
,2 24 | /. _g 1
" !||' n
: A\ g
o 22 '] L |
£ | o-c=0 I | t £ 10 O citrates et OH
| 288.1ev W i 531,8 eV
i 28% —’{ / I,f\ % 1 33%
184 I i E / { 5: \
16 T [ttt
SEEH DRSS DR BERE i R RS DRSS Rl B A RS RA
298 296 294 292 290 288 286 284 282 280 542 540 538 536 534 532 530 528 526 524

Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure 11.2.9 : Désommation de pics XPS (a) du caet (b) de 'oxygéne de la magnétite citratée a
5% dans la soude

En prenant en compte les éléments composant saitalgnétite, soit le citrate, le
Tableau 11.2.4 peut donc s’écrire :

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH Propqrtion C
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
5% citrates 30 38 9,5 6
R Proportion C Proportion O
Synthese citrgtes (%) citrgtes (%)
Référence 0 0
5% citrates 7,5 9

Tableau 11.2.5 : Proportions, obtenues par XPSfehet de I'oxygéne de la structure spinelle, du
carbone et de I'oxygéne du citrate et du carbonealkition sur la synthése de référence et la
magnétite citratée a 5% dans la soude

Par analyses en spectroscopie XPS, le pic du carébla nouvelle contribution au pic
de I'oxygéne confirment la présence de citrate suldiace des nanoparticules. Dans le cas du
ratio de 5%, le nombre d’hydroxyles en surface paa diminué montrant que les citrates ne
remplacent pas tous les OH.

11.2.1.1.3.4Conclusion sur les 5% de citrates utilisés a dffés pH

Pour cette premiere approche, les citrates semippeier un role stabilisant sur les
nanoparticules de magnétite en se condensant aueace par leurs fonctions carboxylates.
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Par mesures de potentiels Zéta, il a été possibbeserver la modification de surface de
la magnétite par des charges négatives dés pH =L€s analyses infrarouges,
thermogravimétriques et XPS ont permis d’obseragrésence de citrates en surface.

Par effet chélatant, la croissance des grains aentre permettant d’obtenir des
cristallites plus petites. En revanche, leur effetioxydant n'a pas été prouvé, sans doute a
cause des lavages acides post synthese tres ox#ammoins, le taux de citrates n’était peut-
étre pas suffisant et 'augmentation du ratio aesiéisagée pour mieux étudier son influence
sur la stabilité et sur la morphologie des nanipads de magnétite.

11.2.1.1.4 Influence du ratio d’acide citrique sur la morphologie et la stabilité
des nanoparticules

Dans cette partie, I'influence des ratios molaij@sde citrique/fer) de 5, 20 et 100%
meélangés a la soude [0,75 M] avant co-précipitatiéte étudiée.
[1.2.1.1.4.1Analyses morphologiques et structurales des natioplas
synthétisées avec différents ratios molaires dates

Les données structurales des divers oxydes somtées dans le Tableau 11.2.6. La
structure spinelle a été systématiquement obtenue.

Conditions de Paramétrede & Diametre Diametre  Surface spécifique
synthése maille :a (A) Poix  DRX (nm) BET (nm) (m2.g™)
Référence 8,363 £ 0,003 0,077 9,8+0,2 13,7+0,2 90+1

5% citrates 8,364 £0,001 0,075 7,6+0,2 9,4+0,1 132+ 2
20% citrates 8,363 £ 0,003 0,077 7,6+0,2 10,0+0,2 123+2
100% citrates 8,373+0,003 0,057 55%0,1 79+0,1 156 + 2

Tableau 11.2.6 : Parameétres de maille et diamettesristallites (mesurés par la méthode de Le Bail)
des nanoparticules modifiées par de I'acide citdqudifférents ratios par rapport a une synthése de
référence sans acide citrique

La taille des cristallites a diminué avec les tn@os de citrates. Pour 5 et 20%, les
tailles sont relativement identiques mais pour 1086 a chuté drastiquement. Le paramétre
de maille de la magnétite synthétisée avec 100%itdates est plus proche de celui de la
magnétite (a = 8,396 A). Aindi est plus faible laissant supposer que les citratégoué un
réle antioxydant protégeant ainsi de I'oxydatiore yrartie des ions fer (lI) de la magnétite
malgré les lavages a 'acide nitrique.

L’effet chélatant des citrates est donc d’autans rononcé que sa concentration est élevée.

11.2.1.1.4.2Analyses de la stabilité des nanoparticules syisiet avec différents
ratios molaires de citrates

Les potentiels Zéta (dans NaClIAM) des nanoparticules citratées en fonction du pH
ont été comparés a ceux de la magnétite nue.
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Figure 11.2.10 : Potentiels Zéta en fonction du giéhs NaCl 18M des nanoparticules de magnétite de
référence et modifiées avec 5%, 20% et 100% d'atitdgue préparés dans la soude.

Le potentiel Zéta évolue en fonction de la con@imn en citrates. Plus le ratio
augmente, plus le point isoélectrique se décale lesrpH acides. Ainsi, pour 5% de citrates, le
point isoélectrique est entre pH = 4,5 et 5, a 20%st vers pH = 4 et a 100% le point
isoélectrigue n’est pas mesurable. L'acide citrigoesede 3 pKa (3,13 ; 4,76 ; 6,40) avec des
fonctions carboxylates en équilibre en fonction gl Ainsi pour pH < 3,13, I'espéce ne
devrait posséder que trés peu de charges négaimvee pH = 3,13 et 4,76 il devrait en
posséder entre une et deux ; entre 4,76 et 6,46 datix et trois puis au-dela de 6,40 trois
fonctions COQ |l faut rappeler qu'au moins une fonction cardaty des citrates est
nécessaire a I'adsorption a la surface de la magmet laissant au maximum que deux COO
pour charger la surface.

Ces propriétés sont effectivement observées paudiférents ratios étudiés. Plus le
ratio citrates/fer augmente, plus le taux de cowgilen (ou taux de couverture des
nanoparticules) augmente et plus on se rapproche rdmoparticules de citrates » qui sont
chargées négativement.

Les mesures de tailles des nanoparticules indiqgemtia dispersion des nanoagrégats
augmente avec le taux de complexation (Tableawr)I.2

Conditions de synthése Tailles PCS en
nombre & pH = 7 (nm)
Référence Instable
Référence a pH =3 231
5% citrates dans la soude 65+5
20% citrates dans la soude 55+5
100% citrates sans la soude 33+4

Tableau 11.2.7 : Tailles moyennes en nombre deSquées de magnétite citratées a 5, 20 et 100%
comparées aux particules nues. Sauf mention coeties mesures ont été effectuées a pH =7.

Les ratios de 5 et 20% ne montrent pas de différelectailles sur les nanoparticules de
magnétite. En revanche, pour un ratio de 100%ille es agrégats diminue fortement.
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11.2.1.1.4.3Analyses de la surface des nancicules synthétisé a différents
ratios de citrates

Par analyses thermogravimétriques, les nombrestadges par nm2 o été calculés
(Tableau 11.2.8).

Conditions de Perte de masse pa Surface spécifique .
N . e 1 Citrates / nmz
synthese rapport a la référence (m2.g")
YT :
5% citrates mis dans 4% 132 + 2 0.99
la soude
o i .
20% citrates mis dans 4.3% 123+ 9 1,06
la soude
o .
100% citrates mis 4% 156 + 2 0.92
dans la soude

Tableau 11.2.8 ‘Calculs du nombrde citratesen surface pour les magnétites citratées a 5%, &t
100%

Les pertes de masses sont relativement identiquek que soit le ratio de citrat
utilisé. Il ne semble donoe pas y avoir de différer de taux de greffa, par ATG, sur les
nanoparticules citratées quand une différeestobservée en mesure de potentiel 2

Les différents échantillons ont été caractérisés gaectroscopie infrarou¢ Le
déplacement du pide la fonction carbonylde 1625 crit vers 1595 cil (épaulement du pic

indiqgué par une flecheindique que les ions citrates ont bien complexésuaface de:
nanoparticules (Figure 11.2.1.1

MNP seules
*\r"’f o TNy
NP_._{',%/,

NP + 20% citrates

NP + 100% citrates

Intensité (u.a.)

N

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Nombre d'onde (cm™)

' )c I
Citrates seuls Ve=p = 1595 cm!

Figure 11.2.11 :Spectres infrarouges des nanoparticules seulespaegparticules citratés a 5%, 20%
et 100% et du aiate de sodiul seul Analyses préparées dans des pastilles de

Par analyses XP$ine quantité plus importande carbone est également obste sur
les nanoparticules citratédse taux d’'oxygene est également supérieur a celdadnagnétit
seul ce qui est vraiggblablementdld a la présence de citrates a la sul. Pour les
nanoparticules avec 20 et 100% de citrates, sommation du picde l'oxygene a fait

apparaitre un taux d’hydrox's en surface plus faible que dans le cas des nampast nue:
ou citratées a 5%.

Ces résultats sont résumés darTableau 11.2.9.
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S . Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH  Proportion C
ynthese 0 0 0 -0
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
5% citrates 30 38 9,5 6
20% citrates 26 55 1 3
100% citrates 35 42 2,5 2
. Proportion C Proportion O
Synthese citrates (%) citrates (%)
Référence 0 0
5% citrates 7,5 9
20% citrates 7 8
100% citrates 8,5 10%

Tableau 11.2.9 : Proportions, obtenues par XPSfehet de I'oxygéne de la structure spinelle, du
carbone et de I'oxygéne des citrates et du carlatmnpollution sur la synthése de référence et les
magnétites citratées a 5%, 20% et 100% a pH = 12.

Le pic de I'oxygene correspondant aux fonctionsrbygles semble étre masqué par
I'oxygéne des citrates quand leurs ratios dépagitmontrant que la surface de la magnétite
est sans doute beaucoup plus « recouverte » agaute ratio.

[1.2.1.1.4.4Conclusion sur les taux de citrates utilisés

Il n’a pas été possible par ATG de voir une diffi@e sur le taux de fonctionnalisation
en fonction du ratio utilisé. Cependant, par d'esitméthodes d’analyses, l'influence du ratio
de citrates a bien été démontrée. En effet, pfnadifon des rayons X et par mesure de surface
spécifique, la taille des cristallites diminue pdairatio citrates/fer de 100%. Avec ce méme
ratio, un léger effet antioxydant a été observécdeeparamétre de maille de la structure
spinelle plus proche de celui de la magnétite.

Par zétamétrie, le point isoélectrique diminue gu#m ratio citrates/fer augmente
traduisant une augmentation de sa complexatior. |[Bagatio 100%, une brusque augmentation
de la charge négative apparait aux alentours dy g&#&acide citrique. Cet épaulement de la
charge de surface a également été observé par Elaaj(Hajduet al. 2009). Dans cette étude,
il a également été montré que l'augmentation dx &@dacide citrique augmente la charge
négative en surface.

[1.2.1.1.5 Conclusion sur la stabilisation des nanoparticulepar I'acide citrique

L’acide citrique est un agent tres intéressant munombreux aspects. Il stabilise les
nanoparticules a pH = 7 dés un ratio molaire de B&t.ailleurs, en utilisant I'acide citrique
comme réactif lors de la co-précipitation, les tatlies de phase spinelle « pure » sont plus
petites que lors des synthéses classiques.

En augmentant le taux de citrates de 5 a 100%agilla tes grains diminue et 'effet
antioxydant de I'acide citrique a limité I'oxydatiaes fer (1l) en fer (lll). De plus, plus le ratio
augmente, plus le point isoélectrique des nanapdes se déplace vers les pH acides. Par
analyses XPS, il a également été montré que legestremplacent les hydroxyles de surface.

Cependant, la stabilisation électrostatique n’agsamis de garder un état de dispersion
satisfaisant pour des forces ioniques importaritzglju et al ont en effet montré que les
citrates sont stables jusqu'a 90 mM (Hajdu al. 2009). Or le pH physiologique étant
equivalent a 150 mM en NacCl, la stabilisation &@itle citrique n’est pas suffisante pour des
essais en milieu biologique.

Néanmoins par ses avantages sur la stabilisatisarda morphologie des particules de
magnétite, I'acide citrigue a aussi été utiliséslale synthéses en conditions continues et
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hydrothermales pouvant s’étendre au domaine eagr@itjue. Les ratios retenus ont été de 5
et 100% et les résultats seront présentés darstla g.3.

[1.2.1.2 Stabilisation par I'acide 2,3-dimercapto-succinig®MSA)
11.2.1.2.1 Caractéristiques et propriétés du DMSA
[1.2.1.2.1.1Propriétés chimiques du DMSA

Le DMSA (GHgOsS,, M= 182,22 g.mat) est un acide qui comporte deux fonctions
carboxyliqgues (COOH) et deux fonctions thiols (SH).

HOOC— CH - CH — COOH -
| |

SH SH

Figure 11.2.12 : Formule semi-développée de I'acj® dimercapto-succinique

C’est un produit peu toxique utilisé en médecineng® chélatant de métaux lourds
(Miller 1998) en cas d’empoisonnement par exempleplmb (Creminet al. 1999). Les
équilibres acido-basiques des deux fonctions caflimes ainsi que des deux fonctions thiols
sont les suivants (Fauconnigral. 1999) (Eq. 11.2.2.) :

R(COOH),(SH), « £ — RCCOOH)(SH),COO™ —EF -, RICOO"),(SH),
p pKa:

R(COO),(SH), - Ef . RICO0),(SH)S™ Hf - RCOO),(S7), Eq. 11.2.2
pra. pKa:

R=C,H,

Pour des pH supérieurs a 3,5, les acides carbaedigdonnent des fonctions
carboxylates (COD puis au-dela de pH = 8,9 les fonctions thiols \Sid déprotonent. A
pH = 7 le DMSA est donc chargé négativement.

Le comportement thermique du DMSA a été évaluéapatyse thermogravimétriqgue
(Figure 11.2.13).

Température (C)
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Figure 11.2.13 : Analyse thermogravimétriqgue du DM@oir) et dérivée de la masse (gris). Les
mesures ont été effectuées sous flux£8,0,12/0,04 mL.mif) avec une rampe de montée en
température de 2°C.miin

Comme pour I'acide citrique, 98% de la masse estyaseentre 150 et 450°C.
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Par spectroscopie infrarouge, trois fonctions daratiques sont détectables (Figure 11.2.14).
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Figure 11.2.14 : Analyse infrarouge du DMSA sousrfe de poudre préparée dans des pastilles de KBr.

La bande étroite & 1720 &ntorrespond au mode de vibration de la fonctiobaayle (C=0)
et celle & 1425 ctha la vibration des méthyles (GHLe doublet vers 2500-2600 cnest di
aux modes de vibration des fonctions thiols (SHDMSA (Pretschet al. 2000; Cheret al.
2008).

11.2.1.2.1.2Le DMSA comme agent stabilisateur et comme outilurpda
fonctionnalisation

Le DMSA est couramment utilisé comme modificatearstdirface des nanoparticules.
De la méme maniére que l'acide citrique, le DMSAcharger négativement la magnétite a des
pH supérieurs a ses pKa. Il est ajouté a pH = @sapynthése et lavage des nanoparticules
(Rogeret al. 1999; Zhanget al. 2007; Chenet al. 2008). Comme pour I'acide citrique, le
DMSA est chélatant et se lie donc a la surfacespardeux fonctions COQ.es nanoparticules
une fois modifiées en surface sont peptisées WrsQall pour déprotoner les fonctions thiols
et carboxyliques.

Fauconnieet al (Fauconnieet al. 1997) ont montré que lorsque le pH dépasse 8y9, il
a compétition entre les CO@t les groupes thiolates (Spour se lier a la surface des
nanoparticules. Le fait d’avoir, quel que soit ¢ inférieur a 9 soit des fonctions thiols libres,
soit des fonctions carboxylates, permet d’envisdéggreffage de molécule active a la surface
des nanopatrticules.

Ainsi, par exemple, dans une partie de leurs travBertorelleet al (Bertorelleet al.
2006) ont utilisé les fonctions thiols du DMSA pogireffer une sonde fluorescente de la
maniere suivante :

1) De la fluorescéine (-R) couplée a une fonction mate (GH3NO,) est dissoute dans
de l'acétone puis est mélangée a une solution aguéel DMSA (R’-SH) apH =7. La
fonction maléimide va se coupler aux fonctionslthae DMSA d’apres la réaction :

O O
S-R’
R-N | + HS-R — R-—N
Maleimide 'e) Succinimide Eq 11.2.3

2) La solution de fluorescéine couplée au DMSA estiggslicalinisée a pH =11.
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3) Une suspension acide de ferrofluide (pH = 1) estitég et le pH est ajusté a 4. Les
nanoparticules modifiees par le DMSA floculant apté, des lavages a I'eau sont
réalisés.

4) La suspension est ensuite peptisée a pH = 9 paurettisperseée.

5) Le pH de la suspension est ajusté a pH = 7 puispp&gipitations successives en
présence de solutions concentrées en sel (NaCLAW), I'excés de fluorescéine est
éliminé.

Cette expérience est schématisée par la Figuré3l.2

1) DMSA, pH7

2) KOH, pH11
—b
3) pH4, ferrofluid

4) TMAOH, pH9

Q  5)HCI, pH?

]
MeCQ OCMe

Flucrescein diacetate 5-maleimide

Figure 11.2.15 : Procédé de couplage d'un fluorophpar le biais des fonctions thiols a des
nanoparticules d’'oxyde de fer d’apres (Bertorell@ke 2006).

Cet exemple permet de comprendre l'intérét deslsthpour fonctionnaliser les
nanoparticules. Par ailleurs, a pH inférieur améfieur au pKadu DMSA), les charges du
DMSA ne sont pas assez nombreuses pour stabiiseodydes de fer qui décantent. Cette
floculation permet I'élimination de I'exces de maldes plus rapidement que lors de dialyses
ou de cycles de centrifugation.

Au niveau de la fonctionnalisation par les fonctidhiols, Bertorelleet al ont couplé les
nanoparticules a un fluorophore, directement agj@st du DMSA en utilisant un grand excés
de fluorophore qui a ensuite été éliminé. Pour tlésumolécules organiques, cette méthode
sera plus problématique vu le colt élevé de carsaprotéines. Une modification de surface
préalable de la magnétite par le DMSA suivie duptage d’'une molécule sur les fonctions
thiols libres a également été envisagée dans éettie (Bertorellet al.2006).

Cependant, Rogaat al ont montré dans une étude sur des nanoparticudegiées par
du DMSA que les fonctions thiols avaient tendans®ayder rapidement en ponts disulfures
(S-S) a cause de la présence d’ions ferriques réaceuRogeet al. 1999). Ainsi, un tres grand
nombre de fonctions thiols sont inactivées parecé&trmation de ponts disulfures (Figure
11.2.16). Dans la suite de ce travail, nous avasage d’éviter ce probleme.

(|300_ (lzoo'
CH —CH—S— S—CH — CH—S-S—CH — CH—5— §—CH—CH-SH

s cO CcCo CO (I)O (ISO CIZO
1 | |

| P P 9 ? 9
e F 2 e F e F e F B FEe  ___Fe__Fe_____

Figure 11.2.16 : Représentation schématique dedgdisulfures formés a la surface de particules de
magnétite modifiées en surface par du DMSA d’afiRegjer et al. 1999).

11.2.1.2.2 Conditions de fonctionnalisation des nanoparticulepar le DMSA

Dans cette partie, les nanoparticules ont été néedifen surface post-synthese. La
magnétite utilisée est celle optimisée lors dapétde synthese de la partie 11.1.2.2.4.
Différentes concentrations de DMSA ont été utilisddne réaction typique s’est déroulée de la
maniere suivante :

1) 100 mg de suspension acide a pH = 3 de magnéttér¢a 2,5 mL) ont été mélangés

dans 40 mL d’eau sous atmosphére inertg. (N
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2) 0,0439 mmol et 0,132 mmol de DMSA (respectivemeet 84 mg correspondant a des
proportions massiques de 8% et 23%) ont été ajaut@ssuspension sous azote. Le
mélange, vers pH = 3-4, a été agité pendant deurebe

3) Le sol obtenu décantait rapidement sous aimarg stithageant a été enlevé. 30 mL
d'eau a pH = 3 ont été ajoutés et la suspensioaditée sous ultrasons. Le ferrofluide
décantait de nouveau et I'opération fut ainsi répétois fois.

4) La suspension a ensuite été redispersée dansdistiliée puis peptisée vers pH = 10.
Les nanoparticules ont été lyophilisées en padie paractérisation.

11.2.1.2.3 Influence du DMSA sur la stabilité des nanoparticuks
11.2.1.2.3.1Analyses de stabilité des nanoparticules modifeées le DMSA

Des mesures de potentiels Zéta en fonction du paC(NLO’°M) ont été effectuées sur les
suspensions modifiées par le DMSA et comparéefies e |la magnétite nue.
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Figure 11.2.17 : Potentiels Zé&ta en fonction du gahs NaCl 18M des nanoparticules de magnétite de
référence et modifiées avec du DMSA.

En comparant les deux types de nanoparticulesem@anque que la magnétite avec le
DMSA ne posseéde pas de point isoélectrique darmdofeaine de pH de mesures. A pH
inférieur a 4, le potentiel Zéta est tout de mémus faible en valeur absolue que pour tous les
autres pH confirmant bien, comme dans le cas a#&dBacitrique, I'influence des pKa sur la
charge nette de surface. En effet, a pH = 2,7 Bt s®ulement une fonction carboxylate est
présente chargeant moins négativement la magmeétiteii conduit méme a leur décantation a
ce pH ou en dessous. En revanche, au-dela de pHa=charge nette négative est toujours
constante stabilisant ainsi la magnétite a pH =OR. peut également remarquer que la
déprotonation des thiols n’influe pas sur la changde des nanoparticules laissant supposer,
comme démontré par Rogetral (Roger et al. 1999jjue la majorité des thiols ont déja formé
des ponts disulfures.

Les nanoparticules de magnétite sont bien chamgégativement par le DMSA dans un
domaine de pH allant de 4 a 12 et sont donc diépsrdans cet intervalle de pH.

Par mesure de taille en nombre par PCS, cetterdispeest confirmée de méme que
'agglomération a pH inférieur a 4.
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Conditions de Tailles PCS en Tailles PCS en Tailles PCS en
synthése nombre & pH 3 (nm) nombre a pH 7 (nm) nombre a pH 11 (nm)
Référence 23+1 instable 275

DMSA 530 +50 51+4 61+4

Tableau 11.2.10 : Tailles moyennes en nombre & p3j # et 11 des particules de magnétite nue et
modifiée par le DMSA (préparation a 8% massiqu®MSA par rapport a la magnétite).
[NaCl] = 10°M

Les tailles des nanoparticules couplées au DMSAd®tordre de 50 nm pour tous les
pH supérieurs a 4. En dessous, I'agglomérationpdeicules commence et la taille augmente
en méme temps que leur sédimentation. La taille alg®gats de la magnétite a pH
physiologique est dans un domaine acceptable pswafplications biologiques visées.

Par microscopie électronique en transmission (EiguR.18), I'état de dispersion est
confirmé. Cependant, une légéere agglomération daices particules apparait, peut étre due a
la préparation de la grille MET.

>

50 nm
Figure 11.2.18 : Cliché MET de nanoparticules magkfs par le DMSA a pH = 7 (préparation a 8%
massique de DMSA par rapport a la magnétite)

Le DMSA disperse donc bien la magnétite a pH = 7r@pulsion électrostatique. Une
légere agglomération a cependant eu lieu danslieunsialin avant les clichés en microscopie.

11.2.1.2.3.2Analyses de la surface des nanoparticules synflestis

Par analyse thermogravimétrique, les pertes dearatse 150 et 500°C par rapport a
la synthése de référence ont permis de déterménaoinbre de DMSA par unité de surface
d’oxyde de fer.

Conditions de synthese  Perte de masse par 5 i1 )
(% massique) rapport & la référence Seet (M207) DMSA /nm

8% DMSA 1% 110+ 2 0,3

23% DMSA 8% 110+ 2 2,6

Tableau 11.2.11 : Nombre de DMSA en surface desparticules déterminé par ATG en fonction de la
concentration en DMSA lors de la réaction.

Contrairement aux résultats obtenus avec l'acitt@oe, 'augmentation du nombre de
DMSA lors de la modification de surface semble b&mmenter le nombre de molécules
présentes sur la magnétite.
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Par analyses en spectroscopie infrarouge (Figu2el®), la vibration caractéristique
des groupements GHlu DMSA est toujours présente a 1420"cen se voit par un épaulement
a coté du pic caractéristique de la vibration déstes de la magnétite située vers 1340'cm
Le mode de vibration de la fonction carbonyle esjdurs présent mais passe de 1720 ém
1620 cm® montrant une complexation des CQec les fers de la magnétite (Racueital.
2006). Le doublet de la vibration des thiols a dispsemblant confirmer la formation de ponts
disulfures & la surface de la magnétite. La lamyedk entre 500 et 700 énsorrespondant aux
modes de vibration de la structure spinelle estiqugsente.
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Figure 11.2.19 : Spectres infrarouge des nanopatis seules, modifiées par du DMSA a 8% massique
et du DMSA seul. La fleche indique le déplacememticl correspondant au mode de vibration de la
fonction carbonyle (C=0).

Par désommation de spectres XPS, les élémentsegrapa magnétite (fer, oxygéné O
et oxygene OH) et au DMSA (carbone, oxygene etrspiugont analysés a la surface des
nanoparticules modifiées par le DMSA (Tableau 123. Plus de détails sont donnés en
annexe A.4.3.

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH  Proportion C

(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
NP-DMSA 14 19,5 10,5 14
Synthése Proportion C Proportion O Proportion S

DMSA(%) DMSA (%) DMSA (%)

Référence 0 0 0
NP-DMSA 16 19 7

Tableau 11.2.12 : Proportions, obtenues par XPSfafiet de I'oxygéne de la structure spinelle, du
carbone, de I'oxygene et du soufre du DMSA et dooree de pollution sur la synthése de référence et
sur de la magnétite modifiée par du DMSA a 8% noassi

Les plus grandes quantités de carbone et de scoffifement la présence de DMSA a
la surface de la magnétite apres modification patecmolécule. Cependant, la proportion
d’hydroxyles semble étre identique laissant suppgse le signal du DMSA n’a pas substitué
tous ces groupements a la surface.
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[1.2.1.2.4 Détection des fonctions thiols libres:
fonctionnalisation

un outll por la post-

Comme vu lors de l'introduction de cette parties, fienctions thiols du DMSA peuvent
étre utilisées pour greffer des molécules a laaserfdes nanoparticules. Cependant, il a été
montré que la plupart des fonctions thiols formeéas ponts disulfures trés rapidement. Il a
donc fallu essayer de quantifier le nombre de shitdujours libres a la surface des
nanoparticules.

La détection des thiols libres peut se faire aléailu réactif Ellman (Ellman reagent ou
E/R) (Eyer et al. 2003). Ce réactif DTNB (5,5-dithiobis-2-nitroberete) incolore se
transforme en une molécule jaune le TNB (I'acid&nib-2-nitrobenzoique) en présence de
groupements SH.

Réactif Ellmann : DTNB
(5,5’ —dithiobis-2-nitrobenzoate)

Molécule jaune: TNB

(acide 5-thio-2- nitrobenzoique)
MUz NO 5

o Uavell (*r‘ Cr

e,
COOH I
5

" i
R R

Eq. 11.2.4

Pour effectuer les mesures dans des conditionedegtibles et pour que la réaction ait
lieu, les suspensions doivent étre diluées danmitleu phosphate (PBS 20 mM) a pH = 8,2.
La suspension sans réactif Ellman est ensuite tésis®e par spectroscopie UV visible a
412 nm. Puis aprés ajout de DTNB, s’il y a présatethiols, 'absorbance sera supérieure.
Le protocole est résumé dans le Tableau 11.2.13 :

Volume de PBS Volume de
Absorbance oH = 8.2 (uL) suspension (L) Volume E/R (uL)
Sans E/R 2800 200 0
Avec E/R 2800 200 75

Tableau 11.2.13 : Conditions récapitulatives dessaores en spectroscopie UV-visible avec le réactif
Ellman (E/R) pour la détection de thiols libres.

L’oxydation du DTNB est une réaction dépendanteteaps, il a été nécessaire de
trouver le temps optimal pour effectuer nos mesures

Ainsi, 80 puL d’'une solution de DMSA de concentrat® mM a été ajoutée a 3 mL de
PBS et 75 pL d’E/R. Des mesures d’absorbance @nefééctuées en fonction du temps sur
plus de trois heures. Le maximum d’absorbance obtarété pour quinze minutes de réaction
(Figure 11.2.20 a). Apres ces résultats, une coudbecalibration de I'absorbance a quinze
minutes du réactif Ellman en fonction de la concian en DMSA a été réalisée. Le DTNB
étant un réactif qui s'oxyde naturellement, il @& @técessaire de soustraire I'absorbance
naturelle des 75 puL de ce réactif avant de tra@arolirbe de calibration (Figure 11.2.20 b) :
valeur 40,0855 L'absorbance croit bien de maniére linéaire essaat par I'origine. Il faut
noter pour calcul, qu’une molécule de DMSA donnexd®nctions thiols.
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Figure 11.2.20 : Cinétique de réaction du réactlfrian avec le DMSA (@) et courbe de calibration de
I'absorbance a 15 minutes de solutions de DMSAoteentrations différentes (b).

Les absorbances de 100 et 200uL de suspensionndg@articules modifiées par du
DMSA ont été mesurées avec et sans réactif Ellioes résultats sont donnés dans le Tableau
11.2.14.

Volume de Absorbance avec | Absorbance E/R Différence (Ao-As)
NP+DMSA (uL) E/R (Ao) seul (A) !
100 0,0751 0,0855 -0,01
200 0,0667 0,0855 -0,02
Tableau 11.2.14 : Mesures des thiols libres surrlasoparticules modifiées par le DMSA. E/R : Réacti
Ellman.

Ces mesures, réalisées quelques heures apreés ifecatmoh de surface, ne laissent pas
apparaitre de thiol libore comme l'avaient déja détré Rogeret al (Roger et al. 1999) e
DMSA ne permet donc pas de garder longtemps dedidms thiols libres en surface des
nanoparticules de magnétite.

Cette méthode de détection sera de nouveau utiiseele nouveaux essais de modification de
surface et de post-fonctionnalisation des nanapaes (partie 11.2.3.2).

[1.2.1.2.5 Conclusion sur les nanoparticules et le DMSA

Le DMSA permet de stabiliser des nanoparticulesr@pulsion électrostatique comme
I'acide citrique. Contrairement a la modificatioifieetuée avec I'acide citrique, le fait d’ajouter
post-synthese différents taux de DMSA et surtouhe@as laver a I'acide nitrique, permet de
trouver des proportions de molécules en surfadérdiites en fonction de la quantité ajoutée.
La floculation de la magnétite couverte de DMSArdyaH = 4 est un oultil intéressant pour des
méthodes de lavage alternatives pour éliminer 8sxde molécules.

L’oxydation des fonctions thiols et la formation gdents disulfures a cause des fers (lll) en
surface ne permettent pas, pour linstant, d'wilise DMSA comme un outil de
fonctionnalisation stable dans le temps.

En milieu physiologique, les nanoparticules s’aggdoent tout de méme et leur stabilité
a long terme est incertaine. De nouveaux agentBspersion stériques ont donc été envisages
ainsi que des essais pour combiner les agentssgerdion stérique aux agents de dispersion
électrostatique. Ces expériences seront détatldes les parties 11.2.2 et 11.2.3.2.
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[1.2.1.3 Conclusions sur les stabilisations électrostatiques

La modification de surface de la magnétite paratpnts de dispersion électrostatique
a permis de les stabiliser a pH physiologique. dlerges des acides carboxyliques utilisés ont
décalé vers les pH acides les points isoélectridassianoparticules ainsi modifiées.

Les citrates ont été utilisés directement lorsadeo-précipitation et ont diminué la taille
des grains quelle que soit la condition d’ajout dedécules choisies (pH acide, pH = 5 ou
pH = 12). L’'augmentation du taux molaire de citsaf®, 20 et 100%) a permis le déplacement
du point isoélectrique des suspensions, une dimimwte la taille des cristallites et un léger
effet antioxydant pour un ratio de 100%. En revandhn’a pas été possible de voir une
différence entre le nombre de citrates ajoutég etoimbre de citrates en surface. Les lavages
acides (HNQ) directement apres synthese ont sans doute éliorinéquantité importante de
ces molécules par désorption et remplacement paniteates. Néanmoins, ces particules ont
été stabilisées a pH = 7 par répulsion électragtatdue aux charges négatives des citrates.

La modification par le DMSA a également permistbsdisation électrostatique de la
magnétite. Les analyses de surface ont bien coaéflarprésence de DMSA a la surface des
nanoparticules. Dans ce cas, sans doute en l'absdec lavage acide post synthese,
'augmentation de la quantité de DMSA allait derpaivec le taux de molécules utilisé lors des
essais. Compte tenu des pKa du DMSA, il a été plesgie séparer les nanoparticules
fonctionnalisées de I'exces de DMSA vers pH 3-4firkdes fonctions thiols apportées par le
DMSA ne semblent pas stables dans le temps empédfanles utiliser pour des
fonctionnalisations ultérieures de nos nanopasgul

[1.2.2 Stabilisation stérique des oxydes de fer par dedydihylenes
glycols silanisés (PEG-SI)

Une des voies utilisées pour modifier la surface mi@noparticules est la condensation
de ligands carboxylates sur les sites de surfasemml’'acide citrique ou le DMSA. Une autre
approche consiste a utiliser un agent de couplagegyme silane couplé soit a un groupement
ionisable soit a des polymeres de longueur de ebafuffisante pour stabiliser stériquement les
nanoparticules. Les groupements silane sont du Bj®iX,, avec R des groupements
ionisables ou polymériques et X des fonctions hiydables Cl, OR, ...

[1.2.2.1 Les alkoxysilanes
11.2.2.1.1 Mécanismes de réaction des alkoxysilanes sur unerface

Les groupements silanes les plus communément égtilsont les alkoxysilanes de
formules RSIOR; qui se greffent de maniere covalente a la surftge substrat grace a ses
hydroxyles de surface. La réaction est schémasiseéa Figure 11.2.21 d’aprés les travaux de
Arkles et al (Arkles 1977) portant sur le R-triméthoxysilariRSi(OCH)s.
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Figure 11.2.21 : Mécanismes de greffage d’alkoxarséls sur des surfaces d'apres (Arkles 1977).

1) L'étape 1 correspond a la réaction d’hydrolyse sjaffectue en solution aqueuse. La
réaction donne un silanol avec le départ d'un dlcde longueur de chaines
correspondant a la longueur des chaines d'éthéalétexysilane. Dans I'exemple ci-
dessus, le méthoxy silane va donner, apres hydradiygs méthanols.

2) La deuxieme étape est la réaction de condensati@nmoléculaire des silanols en
siloxanols. Cette condensation peut se poursuighe, une réaction de polymérisation,
si l'alkoxysilane possede plusieurs fonctions hjybables.

3) La derniére étape est la réaction de condensaésrsithnols libres sur les hydroxyles
de surface du substrat, formant ainsi des liaisonalentes. On parle alors de greffage
covalent.

Pour greffer les nanoparticules par des groupensdiatses, il faut au préalable trouver
les conditions pour obtenir un nombre suffisansidiEnols libres qui vont pouvoir réagir avec
les hydroxyles de surface de la magnétite. L'oation de ces conditions vient d'un
compromis a trouver entre une hydrolyse rapidenetaondensation intermoléculaire retardée
permettant la conservation sur un temps assezdesgilanols libres.

11.2.2.1.2 Facteurs influencant I'hydrolyse et la condensation

Les facteurs influencant I'hydrolyse

L’hydrolyse peut avoir lieu en solution aqueuses tacide ou trés basique et est
maximale pour pH = 2 (Figure 11.2.22). L’hydrolyaepH acide évite la formation de liaisons
carbone sur l'alkoxysilane et est précédée d’u¢opation des groupes ester. Il a été montré
gue le taux d’hydrolyse était inversement proparie a la longueur de chaine et au nombre
de fonctions ester sur le silane. Ainsi, un trinogisilane s’hydrolyse plus lentement qu’un
méthoxysilane. La vitesse d’hydrolyse est aussition de la concentration en molécule et en
eau (Arkleset al.1992).
Les facteurs influencant la condensation

La condensation est également catalysée en camgliiasiques mais est plus lente en
milieu acide. Pour coupler les alkoxysilanes a lafaze de substrat, il faut trouver un
compromis entre une hydrolyse pas trop rapide etagmdensation assez lente. D’apres les
courbes de vitesse d’hydrolyse et de condensatidierection du pH, le pH optimum se situe
aux alentours de 4 (Figure 11.2.22).

71



Chapitre 11.2 : Modification de surface et fonctiatisation des
nanoparticules

A ce pH, I'hydrolyse est rapide et la condensaBshassez lente pour que les groupes
silanols formés soient stables suffisamment longgemour se greffer plus facilement a la
surface des nanopatrticules.
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Figure 11.2.22 : Evolution de la vitesse d’hydradyst de condensation d’hydroxysilane en fonction du
pH d’'aprés (Brinker et al. 1990)

11.2.2.1.3Les alkoxysilanes choisis: le (3-isocyanatopropyiéthoxy-silane
(ICPTES) et le (3-aminopropyl)triéthoxy-silane (APTES).
L'APTES (M = 221 g.mol) et 'lCPTES (M = 247 g.md) retenus sont des
alkoxysilanes composés de trois fonctions éthoxysqut plus lentes a s’hydrolyser que les

groupements méthoxy. Cependant, la fonction étlzo&ié préférée a la méthoxy pour éviter la
formation de méthanol, alcool toxique, lors de diylyse.

a CH3 b CLHQ
HC— O e
_ | /\/\ ) I i .
O Sll NCO ch/ \O"SII " xv,NHg
@] O.
)
CH, CH;

Figure 11.2.23 : Formules semi-développées de ITES (a) et de 'APTES (b)

Les fonctions cyanate (NCO) et amine (Nideuvent étre utilisées pour le greffage des
alkoxysilanes sur des polyméres ou des molécuEnayues.
Ces éthoxysilanes ont été utilisés pour étre ggetféla surface des nanoparticules apres
fonctionnalisation par des polyéthyléenes glycolsiEncas de 'lCPTES et par de la rhodamine
dans le cas de 'APTES. Les PEG greffés servetdliliser la magnétite et la rhodamine a en
faire un agent de détection en spectroscopie UWlei®t microscopie optique.

L’APTES n’a donc pas été utilisé directement susudace des nanoparticules comme
il peut I'étre pour charger sa surface par la flamctamine. Cette méme fonction peut servir
pour la fonctionnalisation ultérieure de la mageéfpar des molécules ou des protéines
(Fleschet al.2005).

[1.2.2.2 Stabilisation des nanoparticules par des PEG silsés

Comme vu lors de l'introduction de ce travail, leanoparticules d’oxydes de fer
doivent étre modifiées en surface pour étre uéBsén biologie. Les premiers essais de
stabilisation électrostatique ont permis de disggrels magnétite et d’influencer la morphologie
des cristallites. Une autre méthode de stabilinatioété étudiée, le greffage covalent d’un
polymére a la surface des nanoparticules : le pgojiéne glycol (PEG). C’est un polymére
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composé d’'un nombre donné de monomeres d’éthylghesls (CH-CH,-O). Sa formule

S'écrit :
Hc'\f/\ )/\/DH
X

avec X : le nombre de monomeres.

Les terminaisons du polyéthylene glycol simple soeux fonctions hydroxyles
potentiellement réactives et donc utilisables s fonctionnalisations.

Le PEG permet la dispersion par encombrement siritps nanoparticules empéchant leur
agglomération (Barrerat al.2009; Shkilnyyet al.2010).

Le PEG couplé aux nanoparticules d'oxydes de ferlagement utilisé pour ses
propriétés hydrophiles. Il a en effet été prouvée qureffer du PEG a la surface de
nanoparticules diminue leur toxicité (des Ri@al.2006), augmente leur temps de circulation
dans l'organisme en évitant leur internalisation lpasysteme immunitaire (Xiet al. 2007).

De plus, une fois accrochées a la surface, lemebaie polyméres vont empécher I'adsorption
de protéines plasmatiques sur les nanoparticulespésle d’opsonisation) et retarder leur
élimination par le systeme réticulo-endothélial EJfBerryet al.2003; Mornett al.2004).

De nombreuses méthodes sont utilisées pour grdféIEG a la surface des particules comme
par exemple la modification préalable de la surfa@edes carboxylates puis le greffage d’'un
PEG couplé a une fonction amine (Lattuadal. 2007). Le greffage d’'un alkoxysilane couplé
a un PEG a été la technique retenue au vu de ¢tiviéda des silanols avec les hydroxyles de
surface de la magnétite. Le greffage de PEG ssurf@ce peut se faire soit en une seule étape
soit en deux étapes :

1) Le couplage en une seule étape nécessite la sgrphéslable d'une PEG greffé a une
fonction silane : on parle de PEG silanisé ou PE@®&et al.2000; Barreraet al.2009;

Oh et al. 2009). Le PEG-Si sera ensuite greffé a la surtlasenanoparticules en une

seule étape par les fonctions hydroxyles.

2) Le couplage en deux étapes est effectué en gredfamréalable sur la magnétite un
amino silane qui pourra réagir ensuite sur unea®sions alcool du PEG (Fleset al.
2005).

La premiére méthode a été retenue pour cette étudefallu synthétiser en grande
guantité des PEG silanisés et les greffer sur ésoffuides élaborés au préalable. Ces
nanoparticules fonctionnalisées ont ensuite étédegpour des applications biologiques.

Le (3-isocyanatopropyl)triéthoxy-silane a ainsi @®guplé a des polyéthylenes glycol de
longueurs de chaines différentes : le BE@V ~ 550 g.mal'), le PEGgo (M =~ 2000 g.maf)
et le PEGooo(M ~ 5000 g.mat).

11.2.2.2.1 Synthese des Si-PEG

Notre choix s’est porté sur des méthoxy-PEG (nd®E@ par la suite), c'est-a-dire des
PEG ne possédant gu’une terminaison potentiellem&anttive avec 'ICPTES pour éviter
d’obtenir des polymeres avec deux fonctions réastien bout de chaine. Les mPEG choisis

ont la formule suivante :
) oH
o \V\C}/\/
X

avec X : respectivement de 12 pour le mBfGl4 pour le mPEg&gpet 112 pour le mPE{go
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11.2.2.2.1.1Procédure de greffage de I'ICPTES sur le mPEG

Cette synthése nous a permis d’obtenir des polygrsl@nisés de longueurs de chaines
différentes. Les conditions optimales de greffagd I CPTES sur les mPEG ont été choisies en
accord avec la littérature (&b al.2000; Zhanget al.2002).

Lors de lintroduction sur les alkoxysilanes, n@w®ns vu que les groupements éthoxy
peuvent s’hydrolyser assez facilement en préserieaud Pour éviter I'hydrolyse et la
condensation des silanols avant mise en présenee lag nanoparticules & modifier, les
greffages de I'ICPTES sur les mPEG ont été realidass un solvant anhydre : le
tétrahydrofuran (THF) distillé. Une réaction clags avec du mPEfGmo par exemple,
s’effectuait de la maniére suivante :

1) 50 grammes de mPEG (0,025 mole) ont été chaufféschiés toute une nuit sous vide a
60°C.

2) Aprés cette étape, le mPEG a été dissous dans 4@emiHF. 8 grammes d’'ICPTES
ont été ajoutés (0,032 moles) pour la réaction egré8nmes de DBTL (dibutil tin
dilaurate M =631,5 g.mdl soit 0,005 moles) ont également été utilisés comme
catalyseur de réaction. La réaction a été maintenus vide a 60°C pendant 48 heures.
La réaction de couplage de I'lCPTES et du mPEGré@sssie si la formation d’'une
fonction carbamate (R- HN-(C=0)O-R) est observéemPEG est alors dit « silanisé »
(ou mPEG-SI).

3) Le mPEG silanisé a ensuite été précipité danshexane et le solvant a été éliminé par
évaporateur rotatif. Le produit est une poudre dilengardée scellée sous atmosphere
inerte pour éviter I'hydrolyse de sa fonction sdan

La réaction est résumée Figure 11.2.24 :
(0]
O O |
\ .
(@]

_
methoxy-PEGyg (3-isocyanatopropyl)triethoxy-
60 C silane
THF
48 heures
Dibutyl tin dilaurate 2
Y Y f

o
H l‘_
/O\M\OWOTNWE O_\
o /

Figure 11.2.24 : Réaction de I'lCPTES sur le mP&ggpour obtenir du mPE&gq, silanisé

8 un aparté sur le DBTL est nécessaire au vu desdtaEsobtenus lors des essais biologiques. Le DB3ilun
produit extrémement toxique (de risqués: Trés toxique, R26 : trés toxique en cas d'intiata d’ingestion, etc.)
qui peut provoquer des toxicités sur le milieu bgdjue d’étude ou sur l'utilisateur. Il est nécassae bien
I'éliminer lors des étapes suivantes de purificatin mMPEG-Si ce qui n'a pas été bien réalisé lerkadsynthése
du Si-mPEGy A partir de ces observations, la synthése de mBE&Grécemment été réalisée sans DBTL. Les
résultats semblent identiques aux synthéses effestavec catalyseur.

74



Chapitre 11.2 : Modification de surface et fonctiatisation des
nanoparticules

[1.2.2.2.1.2Caractérisations des mPEG silanisés

Pour confirmer le couplage de la fonction ICPTEESIsUMPEG, des mesures en RMN
du proton ont été effectuées. La Figure 11.2.25s@née les 9 pics obtenus en RMN avec
l'intensité relative de chacun d’entre eux, aing ¢eurs indexations.

Pic6  Pic6 Pic 9 Pic 3 Pic 7
3. 59PPm 3.59ppm 4. 94ppm 1.54ppm 3.75ppm
Hz H - H2
i
HaC / \6 / \ \HZ/ \Hz/ \ B i \{o/ \CH3)
Pic 5 Pic 6 Pic 8 o Pic 4 Plc 1 Pic 2
3.32ppm 3.59ppm 4.14ppm 3.11ppm 0.56ppm 1.18ppm

N o Yo WO

R N B B A B A

.
ppm 5 5 2.5 2 L5 1 0.5 0

_: 9 8 %5 4 3 1
. LJ“L - MJ‘L
| w’

4.5

Figure 11.2.25 : RMN du proton du mPEgg silanisé et correspondance de chaque pic au-dessus
Mesure effectuée dans du chloroforme a 300,13 MER°€.

Le Tableau 11.2.15 récapitule les intensités tlgams des pics de chaque proton en
RMN et l'intensité réelle obtenue.

Pic 1 Pic 2 Pic 3 Pic 4 Pic 5 Pic 6 Pic 7 Pic 8 Pic

ppm 0,56 1,18 1,54 3,11 3,32 3,59 3,75 4,14 4,94

Intensité

ten 2 9 2 2 3 174 6 2 1
théorique
Intensite |, g4 22 2.0 12 1729 86 2.2 1.0
réelle

Tableau 11.2.15 : Intensités théoriques et réetles protons présents sur le mPEfsSi.

Le pic le plus important, caractéristique du cogplde I'lCPTES et du mPEgyest le
pic n°9 situé a 4,94 ppm correspondant au protorNHude la liaison carbamate (R-HN-
(C=0)0-R) qui n’existerait pas si la liaison sildAEG n’était pas formée. Sa proportion
stcechiométrique laisse supposer que la majoritdGRTES s’est greffée sur le mPEkgg On
peut également remarquer sur les pics 2 et 7, gqmymelant aux protons des fonctions éthoxy
du silane, que la proportionnalité est bien cor&ermontrant que le silane ne s’est pas
hydrolysé durant la réaction de greffage. La peliti&rence pour le pic n°7 est peut étre due a
sa proximité du pic n°6, pic tres large et tres angnt car correspondant aux protons des
éthylénes glycols du polymeére.

Cette procédure de greffage de I'ICPTES sur le mif@st donc efficace et les
résultats pour le mPEGrSi et le MPEGysSi ont été identiques. Il faut noter que la liaiso
carbamate est instable pour des pH inférieurs doBnée a prendre en compte lors des
greffages sur les nanoparticules.

Les mPEG-Si ont également été analysés par speapiesinfrarouge et par analyses
thermogravimétriques.
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——mPEG-Si

R

Ve-o= 1720 cm”
Snn = 1500 cm™? c.o= 1120 cm?

—mPEG

Absorbance (u.a.)

Ve = 2900 cmt

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Nombre d'onde (cm )

Figure 11.2.26 : Spectres infrarouges du mPEG ettREG-Si. Les pics caractéristiques du mPEG et
du mPEG-Si sont indiqués par des fleches. Lese®représentent la valeur ou devrait se trouver la
bande de vibration de la liaison Si-O-Si. Les meswont été réalisées dans des pastilles de KBr.

Les deux principaux pics, présents dans les depestgle polymére, sont situés vers
1120 cm' et 2900 crit et correspondent, respectivement, & la vibratieriadfonction ester
(CH,-O-CH,) et a la vibration des groupements LCHu niveau du mPEG-Si, deux autres pics
apparaissent : le pic caractéristique de la fonat@rbonyle (1720 ci) et le pic de la fonction
amine secondaire (NH & 1550 th(Pretschet al.2000; Zhanget al.2002). Le couplage de la
fonction ICPTES sur le mPEG est de nouveau confithiéut noter que la bande entre 1040 et
1110 cni caractéristique de la liaison Si-O-Si (Moreetal. 2005) est difficilement détectable
car une bande est également présente a ce nonaimeiedsur du mPEG sans fonction silane. Si
ce pic ne sort pas mieux dans le cas du mPEG-Speom penser que notre méthode de
fonctionnalisation a évité une condensation intéécuaire importante des éthoxysilanes entre
eux.

Les PEG synthétisés sont donc des mPEG-Si de mmadéeulaire respectivement :
800 g.mof" pour mMPEGs¢Si, 2250 g.mot pour le mMPEGysSi et 5250 g.ma! pour le
MPEGoooSi. Les nomenclatures des mPEG-Si utilisés s@umées dans le Tableau 11.2.16.

Polymére mPEG x =550 g.mof" | x =2000 g.mol | x = 5000 g.mot
M aprés silanisation (g.mof") 800 2250 5250
Nom de I'échantillon MPEGs-Si MPEGo-Si MPEGoco-Si

Tableau 11.2.16 : Nomenclature de mPEG silanisémtaitisés

En analyse thermogravimétrique (Figure 11.2.27péate de masse est majoritairement
située entre 150 et 450°C, due au départ des cha@meonées et oxygénees.
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Température (<C)
0 100 200 300 400 500 600 700 800

0% ~——a T T T T T v 0

.1)

-10% -
20% - - -0,05
-30% -
-40% -
-50% - - -0,15
-60% -

Perte de masse (%)

-70% -

- 0, -
80% - 0,25

Dérivée de la masse (mg.min

-90% -

-100% - - -0,3

Figure 11.2.27 : Analyse thermogravimétrique du ngqsSi (noir) et dérivée de la masse (gris). Les
mesures ont été effectuées sous flux£8,0,12/0,04 mL.mif) avec une rampe de montée en
température de 2°C.miin

La perte de masse est de 98% pour le mikisSi, elle est de 92% pour le mMPEESi
et de 96% pour le mMPEGsSi. En considérant Side seul résidu possible apres traitement
thermique, la perte de masse du mPEG-Si devrainantgr en fonction de la longueur de
chaine. Le Tableau 11.2.17 résume les pertes desanabkeoriques avec le dioxyde de silicium
(SiO;; M = 60 g.mof') comme seul résidu et les pertes de masse tropaéesTG.

mPEG-Si (g.mol%) Perte de masse réelle (%) Perte de masse théora|(20)
800 92 92,5
2250 98 97,4
5250 96 98,9

Tableau 11.2.17 : Pertes de masses en ATG rédlldggeriqgues des mPEG silanisés synthétisés.

La perte de masse des mPEG-Si de longueur de sh&D et 2250 g.mdl sont
proches de la valeur théorique. Le mRRSi en revanche voit sa perte de masse inférieure a
celle du mPEGysSi. Cette différence est peut étre due a d'audlésents présents avec ce
polymére qui n’ont pas pu étre éliminés par tragetrthermique (comme le catalyseur de la
réaction DBTL : partie 11.2.2.2.4.3).

[1.2.2.2.2 Conditions de greffage des SI-PEG

Une fois les mPEG silanisés, des greffages oneféétués sur les nanoparticules de
magnétite. Le fait de coupler des mPEG silaniskssairface de nanoparticules peut s’appeler
la pegylation.

Dans les études bibliographiques, un mélange eaalalJoet al.2000; Maet al.2003;
Fleschet al.2005; Sheret al.2008) entre 5/95 et 50/50 (en volume) ou des stdvarganiques
auxquels une petite quantité d’eau est ajoutédo(leene par exemple (Kohlest al. 2006;
Larsenet al. 2009)) sont fréquemment utilisés dans la réaad®mrouplage du mPEG-Si et de
la magnétite pour éviter I'hydrolyse trop rapides denctions éthoxy. L’alcool retenu a été
I'éthanol car I'ICPTES devait libérer des fonctiogthanol aprés hydrolyse. Comme vu lors de
I'introduction sur les silanes, le pH optimal ch@sur conserver suffisamment longtemps les
silanols et pour éviter la condensation intermdkticel est pH = 4. Nous avons donc choisi un
milieu eau/éthanol (50/50) a pH = 4, pH intéressantne risquant pas, par ailleurs, de détruire
la liaison carbamate.
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Dans la partie 11.1.2.3.2, nous avions estimé lmim@ d’hydroxyles libres a la surface
de la magnétite a 7 OH/nm2. En supposant qu’'un mBiEa@isé n’allait se greffer que sur une
fonction hydroxyle, nous avons travaillé en légecés de mPEG-Si par unité de surface de
nanoparticule soit : 7 mPEG-Si / nm2. Le tempsé&etion choisi a été de 48 heures.

Pour éviter de détruire la fonction carbamate ulspsnsion de nanoparticules avait été
dispersée a pH = 3 (partie 1.1.2.3.4).

Une synthése type se déroulait de la maniére sigivan

1) Environ 0,13 mmol de mPEG-Si a été ajouté dans U@ melange eau/éthanol a
pH = 4.

2) Environ 2,5 mL de suspension desBg soit 100 mg de nanoparticules (11 m?2) ont
ensuite été ajoutés au MPEG-Si. L'ensemble a enététmis sous atmosphére d’azote
et agité pendant 48 heures.

3) La suspension obtenue a été dialysée dans 'eaudmsemembranes de 12 a 14 kDa
pendant une semaine en changeant I'eau tous les jou

4) Aprés dialyse, la majorité des nanoparticules pEEg/lont été lyophilisées pour étre
stockées avant les tests biologiques. Des anabtyseété effectuées pour estimer leur
état de dispersion et leur taux de greffage.

Les nanoparticules ainsi pegylées seront appebida guite nanohybrides.

I1.2.2.2.3 Etat de dispersion des nanoparticules pegylées : finence de la
longueur de chaine

En premiére observation, les nanoparticules grefééec du mPEG-Si semblent stables
a pH proche de 7. Par microscopie électroniqueasinission, cette dispersion est confirmée
et beaucoup de cristallites seules sont obsergsrée 11.2.28).
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10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Diameétre (nm)

Figure 11.2.28 : Clichés MET (a) de nanoparticulpeffées par du mPE&Si. La zone encadrée est
la partie zoomée du cliché suivant. Comptage METL8Q nanoparticules greffées par du mPEfsSi

(b)

Les tailles hydrodynamiques des nanoparticuleséti@évaluées a pH = 7 par PCS et
comparées a une valeur moyenne de comptage ensgog@ie €lectronique (Tableau 11.2.18).

Conditions de Tailles PCS en Tailles MET (nm)
synthése nombre (nm) moyenne arithmétique
Référence instable nd

Référence a pH = 23+1 20+ 11
MPEGsc-Si 30+4 29 +8
MPEGgo-Si 38+5 30+8
MPEGoc-Si 45+ 4 25+6

Tableau 11.2.18 : Tailles en nombre obtenues en BE® NaCl & 16M et tailles obtenues en
comptage par microscopie électronique pour les panticules seules et greffées avec du mPEG-Si.
Sauf mention contraire les mesures ont été effestagpH = 7 (nd : non déterminé).

La taille des nanoparticules pegylées est plusdgraam PCS que celle de la magnétite
nue. Cette différence dans le diametre pourragtdte a la couche de polymeére a la surface qui
augmenterait significativement la taille. La mesdeetaille en PCS est la mesure de la couche
de Stern autour de la nanoparticule (partie 11213). En ajoutant du mPEG-Si, cette couche
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augmente proportionnellement avec la longueur dgnpEre utilisée et par conséquent le
diamétre hydrodynamique augmente également. Enncbea en MET les tailles sont
relativement identiques quel que soit le MPEG-#isatsans doute dd au fait qu'’il n’a jamais
été possible de voir de polymére autour des natiopias greffées En revanche, les tailles
sont toutes |égerement supérieures a celle de dmétite nue (méme en MET) induisant une
légere agrégation des oxydes de fer greffés avesREG-SI.

Comme vu dans la littérature (Xiet al. 2007), la taille hydrodynamique des
nanoparticules a augmenté en fonction de la lormgdeuchaine du PEG. Des mesures de
potentiels Zéta ont été effectuées sur les suspengiegylées et comparées avec celles de la
magnétite nue.

40 - * NP seules

30 - ® NP + Si-PEG550

= NP + Si-PEG2000
20 -

NP + Si-PEG5000

10 4

-10

Potentiel Zéta (mV)

-20

_30 4

-40 -

-50 -

Figure 11.2.29 : Potentiels Zéta dans NaCI\0 en fonction du pH pour les nanoparticules seeles
modifiées avec du PEG silanisé de longueur de esaie 550, 2000 et 5000 g.thol

Le point isoélectrique des magnétites est toujaurssalentours de pH = 7. En revanche,
la charge des nanoparticules diminue en fonctiomadengueur du PEG. Cet écrantage des
charges peut empécher I'agglomération importante rémoparticules. Cependant, pour les
nanoparticules modifiées par du mRE&Si aprés lyophilisation, leur redispersion n'a pés
possible ce qui nous a fait pencher pour I'util@aprioritaire des mPE£gosSi et MPEGgogSi
pour les applications biologiques visées.

11.2.2.2.4 Le PEG est-il greffé ou adsorbé?

Nos résultats ainsi que ceux de la littératures&is penser que le greffage du mPEG
silanisé a la surface des nanoparticules est #ffececi en particulier grace aux résultats
obtenus par mesures de tailles hydrodynamiquesoembre par PCS ou par mesures de
potentiels Zéta. Cependant, les tailles mesurées reajoritairement données en nombre et
nous avons vu que la réalité physique de la talePCS se donne en intensité fonction du
diamétre a la puissance 6. Ainsi, le fait de passenombre induit une forte approximation et
ne devrait pas étre une méthode infaillible pouines si le PEG est a la surface des

° Il aurait été nécessaire de jouer sur les coesamt MET pour voir le polymére a la surface demparticules.
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nanoparticules. Dans notre cas, la microscopietrél@que n'a pas permis de mettre en
evidence une couche de polymere sur la magnétite.

L’unique moyen de confirmer le greffage du mPEG$% surface de I'oxyde de fer est
de prouver l'existence d'une liaison Si-O-Fe. Unéffédence entre les diametres
hydrodynamiques obtenus et ceux par comptage MEBLtade méme montré la présence de
MPEG-Si a la surface des nanoparticules mais sansgy I'existence d’une liaison covalente.

11.2.2.2.4.1Analyses par infrarouge des nanoparticules pegylées

Une premiére idée a été de regarder si la liaisgD-Be pouvait étre mise en évidence
par spectroscopie infrarouge (Figure 11.2.30).

VEe304 = 500-700 cmt

d

Q E}

-Si-| m
mPEG-Si-NP Veoo= 1720 cmr 7 %
= 4 2

VnH = 1500 cmt Vc.o= 1120 cm 8

Q

<

——mPEG-Si

Vcn = 2900 cmtl

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Nombre d'onde (cm™)

Figure 11.2.30 : Spectres infrarouges des nanopgaitts seules, pegylées avec du Rget du
MPEGorSi seul. Les pics de vibration caractéristiquesmREG-Si et de la structure spinelle sont
indiqués par des fleches. Le cercle représentalieuv ou devrait se trouver la bande de vibratienla
liaison Si-O-Fe. Les mesures ont été effectuées des pastilles de KBr.

Pour les nanoparticules greffées avec du mifGilanisé, les pics caractéristiques de
I'éthyléne glycol vers 1120 et 2900 dmsont présents. De méme, les pics de I'amine
secondaire et du carbonyle de la fonction carbarfraspectivement 1550 et 1720 trsont
egalement présents. L'étape de greffage n’a doaa@tuit cette fonction et la fonction silane
est donc toujours sur la chaine de mPEG. Par eillées bandes caractéristiques de la structure
spinelle (entre 500 et 700 &nsont bien présentes aussi. Il n'a cependant fgapassible de
trouver un pic caractéristique de la vibration delihison Si-O-Fe (située aux alentours de
986 cm') et les données de la littérature sont contraiiégcd ce sujet (Flesot al. 2005;
Mornet et al. 2005). Le pic caractéristique de la vibration adidison Si-O-Si (entre 1040 et
1110 cnt) n'est pas plus important aprés greffage laissapposer, comme dans le cas de la
partie 11.2.2.2.1.2, que la technique de greffagentPEG-Si sur les nanoparticules conduit a
tres peu de liaisons intermoléculaires entre lastfons éthoxysilanes.

Cependant, la spectrométrie infrarouge n’a pasi@atie maniére certaine le greffage de la
fonction silane a la surface des nanoparticules.

11.2.2.2.4.2Analyse thermogravimétrique des nanoparticules lpegy

Par analyses thermogravimétriques aprés lavagaskage des suspensions, des pertes
de masse importantes ont permis d’estimer un teuyeffage par nm2. En estimant la perte de
masse des nanohybrides entre 150 et 500°C exaleitedue aux polyméres (les pertes en
eau chimisorbée ont été négligées) on peut ardiver calcul du type :
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Am[N

PEG M peg Eq. I1.2.5
Amz (1-Am) (B, [10% d

avec : Am la perte de masse de I'échantillon entre 150 G°G en %, N le nombre
d’Avogadro, Mg la masse moléculaire du mPEG silanisé utiliséget B surface spécifique
(110 m2.g") ramené en nmZiy(avec le coefficient 1'6).

Ce calcul est basé sur I'hypothése que la surfpéeifque développée par les agrégats
est identique a celle des cristallites lors dedtagtion de N (en mesure BET). En observation
en microscopie électronique en transmission (parRe2.2.3) la majorité des nanoparticules
étant effectivement des grains élémentaires, cptemiére approximation a permis de
comparer les taux de greffage des différents palgm€rableau 11.2.19).

Polymere greffé Perte de masse entre 150 et 500%)( MPEG-Si/ nm?
Si-PEGsc 40 4,5
Si-PEGooc 60 3,7
Si-PEGyoc 85 59

Tableau 11.2.19 : Pertes de masses et estimatiomotdionbre de mPEG-Si par nmz2 a la surface des
nanoparticules de magnétite pour les trois mPE@ti8gés.

Bien que les taux de greffage calculés soient tofésieurs aux nombres théoriques
d’hydroxyles en surface (environ 7 OH/nm?), ceseued semblent un peu élevées notamment
pour les nanoparticules greffées par du mRkfSi. En effet, Butterwortlet al (Butterworthet
al. 2001) ont montré que le nombre de chaines de gobsrétait plutdt de I'ordre de 0,3 a 1
PEG par nmz2. Par ailleurs, cette méme étude a enqatr la proportion de PEG en surface était
inversement proportionnelle a la longueur de chaleegjue nous observons dans notre cas. Le
nombre important de polyméres que nous avons oljjanwnité de surface peut mettre en
evidence deux phénoménes. Le premier serait unopi&me de condensation intermoléculaire
des silanols des mPEG silanisés bien que la baadetéristique de la liaison Si-O-Si soit
difficilement détectable en spectroscopie inframugautre explication possible pourrait étre
gue le lavage par dialyse n’ait pas été assezaeHiet qu'une certaine quantité de PEG n’ait
pas été éliminée en restant « enchevétrée » @strehhines de mPEG-Si greffées a la surface.
Des essais de décantation par ultracentrifugatisgy'a 100000 G ont été entrepris mais n’ont
pas permis de séparer les nanoparticules de lda®ulWne autre méthode a di étre trouvée
pour éliminer cet excés de polymére. Les nanopdescont été chargées par du DMSA apres
greffage de mPEG-Si (charge du DMSA partie 11.2.1l2 décantation a pH acide a permis
d’éliminer plus facilement I'exces de mPEG-Si. €ethéthode est développée dans la
partie 11.2.3.2.

L’analyse thermogravimétrique n’'a pas permis dechor quant au greffage covalent
de la fonction silane sur la surface de la magnéhtéanmoins, la présence de PEG a été
confirmée et un taux de polymere par nmz2 a pucsieulé.

11.2.2.2.4.3Analyses XPS des nanoparticules pegylées

Pour prouver que le polymere a bien été grefféutéace de la magnétite a été analysée
par XPS. En plus du fer et de I'oxygene de lacstme spinelle, les atomes caractéristiques du
PEG ont également été analysés (le carbone, I'meygle silicium et I'azote). De la méme
maniére gu’avec le citrate, par désommation des ghicl’'oxygéne, deux contributions ont pu
étre trouvées. De I'oxygéne correspondant afixd® la structure spinelle et de I'oxygéne de
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I'éthylene glycol, I'oxygene des hydroxyles étar@ns doute soit masqué par le pic de
'oxygéne des mPEG-Si soit la totalité des hydregyh été greffée avec ce polymére. Au vu de
la grande proportion de carbone dans le mMPEG-8pné&ibution du carbone de pollution a été

négligée et tout le carbone trouvé a donc été dénsicomme provenant de ce polymere. Il en
sera de méme pour l'azote et le silicium. Plusétaits sont donnés en annexe A.4.4.

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion o ki Proportion OH  Proportion C
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
mPEG,5c-Si 3,5 7,5 0
MPEGgo-Si 2 4,5 0
mPEGg;oo(-Si 15 2,5 0
Synthése Proportion C Proportion O Proportion Si Proportion N
PEG (%) PEG (%) PEG (%) PEG (%)
Référence 0 0 0 0
MPEGs-Si 54,5 27,5 5 2
MPEGo-Si 60,5 29,5 3 0,5
mPEGg;oo(-Si 62,5 30,5 2,5 0,5

Tableau 11.2.20 : Proportions, obtenues par XPSfafiet de 'oxygene de la structure spinelle ; du
carbone, de I'oxygéne, du silicium et de I'azotetREG silanisé et du carbone de pollution sur la
synthese de référence et la magnétite pegylée P&GRFSi, MPEGyysSi et MPEGyogSi.

La premiére observation est la chute drastiqueadedportion de fer et d'oxygene de
réseau de la magnétite dans le cas des nanopestigedjylées par rapport a I'oxyde de fer seul.
Cette diminution est compensée par I'augmentat®riadproportion d’atomes provenant des
mMmPEG-Si notamment le carbone et I'oxygéne. L'XP&@n&tune analyse de surface, la
diminution du signal du fer et 'augmentation degaux du mPEG-Si prouvent la présence de
polymere en surface des nanoparticules.

La présence de silicium en surface pourrait cordirta greffage du silane sur la surface
de la magnétite mais la petite proportion de cepms@ n'a pas permis de voir une éventuelle
différence énergétigue pouvant étre la signatumenel’liaison Fe-O-Si. En revanche, la
disparition des hydroxyles de surface peut laipseiser que les mMPEG-Si se sont greffés avec
la majorité de ces groupements couvrant ainsiff@se de magnétite.

Une autre différence observée est la proportiomateatomes qui change de maniére
gualitative en fonction de la longueur de chaingdiymere. En effet, plus la chaine de PEG
est longue, plus les taux de carbone et d’'oxygemgnantent quand les taux d'azote et de
silicium diminuent ce qui est en corrélation aves formules des mPEG silanisés. De plus, le
ratio carbone/oxygene provenant du mPEG-Si estherale 2 comme dans la formule de ce
polymere (Figure 11.2.24).

[l faut noter qu’une tres faible proportion d’étdinférieure & 0,05%) a été trouvée dans
I'échantillon de magnétite greffée avec de mBg&Si ce qui laisse penser qu’'une partie du
catalyseur DBTL est restée dans le mPEG synthé&sgui a posé ensuite des problemes de
toxicité lors des essais biologiques. Cette présede catalyseur peut étre également
responsable de la différence entre la perte deamassurée en ATG et attendue.

Quoi qu’il en soit, les analyses XPS ont montrgrizssence de mPEG silanisés en surface de la
magnétite apres greffage avec des proportions ohpa@sés proportionnelles a la longueur des
chaines de polyméres utilisés. Cependant par tattmique, la liaison Si-O-Fe n'a pu étre
mise en évidence. En revanche, le signal du fert @@sque totalement masqué au détriment
du carbone du mPEG-Si (Tableau 11.2.20), et enidénant la profondeur d’analyses en XPS
d’environ 3 nm, nous avons pu estimer la couchsmB&G-Si de I'ordre de 3 nm. Par ailleurs,
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en augmentant la longueur de chaine du PEG, I&tdérde plus en plus masqué ce qui prouve
gue I'épaisseur de PEG augmente.

11.2.2.2.4.4Mélange physique de mPEG-Si et de magnétite

Toutes les analyses physico-chimiques utiliséepamive la présence de polymeére a la
surface des nanoparticules apres dialyse. Cepemutant savoir si le polymere est adsorbé ou
greffé, aucune technique n’a clairement mis enengd la présence de la fonction Si-O-Fe
caractéristique d’'un couplage polymeére-nanopasdicul

Un dernier essai a donc consisté a mélanger deas, Ipendant deux heures, la méme
quantité de mPEG non silanisé (0,13 mmol pour 190de magnétite) et des nanoparticules
pour laisser le polymere s’adsorber a la surfacepie s'il stabilise la magnétite sans greffage
covalent. Aprés la réaction, la suspension a és& ahéans une solution de chlorure de sodium a
0,15 M. Il en a été de méme pour une suspensionateparticules pegylées. Les deux
suspensions ont été laissées quelques heures elanmien et, apres ce temps de contact, une
sédimentation a été observée pour I'adsorption BEG par rapport au greffage covalent qui,
lui, a stabilisé la magnétite dans les conditionssdrum physiologique (pH = 7,4 et force
ionique = 0,15 M).

o

|
!
[

Adsorption physique  Greffage covalen

Figure 11.2.31 : Photographie dans une solution&Cl & 0,15M et a pH = 7,4 de magnétite ayant
adsorbée du mPEoou étant greffée par mPEggsSi.

Par cette méthode, on remarque que I'adsorptiosighg ne suffit pas a stabiliser les
nanoparticules de magnétite car (comme vu dansatiepll.2.1) les interactions de ce
polymeére avec la surface sont assez faibles. egidffage de mPEG-Si permet une liaison
stable et efficace permettant une meilleure stélidle la magnétite.

[1.2.2.3 Conclusion générale sur la modification de surfapar le mPEG-Si

L'utilisation d’alkoxysilanes a permis la modificah de la surface de la magnétite par
greffage covalent. Ainsi, le couplage d'un triétiisilane a des polyéthylenes glycols de
longueurs de chaines différentes (550, 2000 et )5@d@ rendu possible le couplage de ces
polyméres sur les nanoparticules d’'oxyde de fers hanohybrides ainsi synthétisés sont
stables en conditions physiologiqgues avec un éagentdes charges de la surface des
nanoparticules d'autant plus marqué que la longusirchaine mPEG-Si est importante,
justifiant ainsi son réle de stabilisant stérig@ar ailleurs, la taille hydrodynamique de ces
nano-objets augmente avec la longueur de chairmmlgmere ; alors que grace aux mesures
effectuées en XPS, I'épaisseur de mMPEG-Si a lacairfles poudres séches a été estimée a
environ 3 nm.
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Les différents outils d’analyses ont permis d’'éealla présence de chaines carbonées
en surface mais n’ont jamais démontré clairemeaxidtence d’'une liaison entre le silicium et
le fer. Cependant, par adsorption physique, lespanticules n’étaient pas stabilisées.

A partir de toutes ces observations, nous avonsidére que les mPEG silanisés étaient
bien greffés a la surface de la magnétite et atiadiilisaient bien les nanoparticules de maniére
stérique. La difficulté a redisperser la magngigylée avec le mPEg nous a fait éliminer
cette molécule pour certains essais biologiques.

[1.2.3 Fonctionnalisation des nanoparticules de magnétite

Dans la derniére étape de cette partie, des prem&gais de fonctionnalisation des
nanoparticules par des molécules fluorescentegténeffectués. Cette étude devait ouvrir la
voie au greffage de molécules thérapeutiques dantds sur les nanoparticules d’oxydes de
fer.

Les fluorophores sont utilisés pour détedtewitro par fluorescence la co-localisation
de protéines ou de nanoparticules dans des cellBlsexemple (Panchuk-Voloshiea al.
1999), dans la Figure 11.2.32, des fluorophoresxAleouplés a des fonctions chimiques ou des
anticorps sont utilisés sur des cellules épithediale I'artére pulmonaire bovine (BPAE). Les
lysosomes sont colorés en rouge par I'Alexa 594dmide (fluorophore avec une fonction
possédant un groupement hydrazide N-N qui peubapler au formaldéhyde), les filaments
d’actine sont colorés en vert par de I'Alexa 48&lidine et la mitochondrie en bleu par
I'Alexa 350-GAM (fluorophore couplé a un anticorpf)en résulte une image en microscopie
a fluorescence contrastée des différentes parti¢s cellule.

Figure 11.2.32 : Image en microscopie a fluoresaedtune cellule épithéliale de I'artére pulmonaire
bovine contrastée par différents fluorophores dgdmme Alexa, d’aprés (Panchuk-Voloshina et al.
1999).

Les nanoparticules d’oxydes de fer marquées pdluonophore peuvent étre utilisées
pour faire apparaitre des cellules les ayant iates#tes ou étant co-localisées avec ces
nano-objets. Il existe de nombreuses voies perntettie fonctionnaliser la magnétite
nanométrique par une sonde fluorescente. Une premig&thode consiste a greffer sur la
magnétite des polymeres couplés a un fluorophdrar{get al.2002; Cintezat al.2006). Une
autre méthode, retenue pour notre étude, consistugler directement un fluorophore a la
surface des nanoparticules. Cette voie utilise rentas fonctions silanes soit en greffant un
amino-silane et en ajoutant apres un fluorophoreosgplant a la fonction amine (Steit al.
2007), soit en synthétisant un amino-fluorophoreeant le greffant directement sur les
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nanoparticules (Verhaegét al. 1994). Des fluorophores réagissant avec des forgtihiols
sont également utilisés (Bertoredeal.2006).

Lors de cette premiére approche, la molécule feomete retenue, la rhodamine B, a été
couplée a la magnétite pegylée de deux manieriEseatites :

1) Soit en silanisant la rhodamine et en la greffarmme lors de I'étude sur le PEG
(partie 11.2.2)

2) Soit en utilisant les fonctions thiols libres du BK a la surface des nanoparticules, et
en les faisant réagir avec la fonction maléimidend’ rhodamine. On parle alors dans ce
cas de post-fonctionnalisation, les nanohybridas/aot étre fonctionnalisés plusieurs
jours apres synthese.

[1.2.3.1 Fonctionnalisation par de la rhodamine silanisée

Dans cette partie, la rhodamine a été silanisédepé3-aminopropyl)triéthoxy-silane
(APTES).

11.2.3.1.1 Synthése de RITC-APTES
11.2.3.1.1.1Procédure de greffage de 'APTES sur la rhodamine

La rhodamine isothiocyanate (536 g.fjofut choisie pour réagir avec la fonction
amine de I'APTES (221 g.md) et former ainsi une liaison de type thiocarbamide
(NH-CS-NH) (Ohishi 2004; Stet al.2007; Steitzt al.2007).

La réaction s’est déroulée de la maniére suivdritrife 11.2.33) :
1) L’'APTES (0,373 mol) est mélangé avec de la RITG&B,mol) dans du THF anhydre a
température ambiante la encore pour éviter la foomale silanols.
2) Le milieu réactionnel est agité 3 jours.
3) Le THF est éliminé par évaporation rotative et 1#Q de RITC-APTES solide

(M = 757,5 g.mol) sont récupérés.

4) La rhodamine est ensuite mise en solution dansétieahol a 2 mg par mL dans des
récipients opaques a la lumiere pour éviter l'alién du fluorophore et stockée
a-18°C.
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THF
24 heurey

Figure 11.2.33 : Schéma réactionnel du couplagd’ ABTES sur la rhodamine isothiocyanate donnant
de la RITC-APTES.

[1.2.3.1.1.2Caractérisations de la rhodamine-APTES

Pour quantifier le nombre de rhodamines greffées rmamoparticule, des mesures
d’absorbance par UV-visible ont été effectuées.rRomnaitre le maximum d’absorbance de
cette molécule, des mesures ont été réalisées domaine visible et proche ultra-violet.
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Figure 11.2.34 : Absorbance de la rhodamine-APTESanction de la longueur d’onde.
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Le maximum d’absorbance, de cette molécule estrebs®e 555 nm et c’'est a cette
longueur d’onde que toutes les mesures ont ététeffes.

11.2.3.1.2 Conditions de greffage de RITC-APTS sur les nanopéicules pegylées

La procédure de greffage de la rhodamine est séebdacelle de la fonctionnalisation
des nanopatrticules par le PEG :

1) 0,13 mmol de mPEfgsSi est dissous dans un meélange eau/éthanol a pHet
maintenus sous atmosphere inerte (azote).

2) 100 mg (11 m?3) de nanoparticules ont été ajoutassalution.

3) 0,5 pmole (NPsrito) ou 5 pmoles (N&&irc) (soit 0,38 et 3,8 mg) de RITC-APTES sont
ajoutés a la suspension qui a été remise sous eizatéabri de la lumiere.

4) La réaction est maintenue 48 heures puis le mitagtionnel est mis en dialyse (seuil
de coupure 12-14 kDa) pendant une semaine en cainfjeau tous les jours et en
évitant tout contact avec la lumiére. 30 mL de cleadialysat ont été gardés pour
analyse par spectroscopie UV-visible.

Des nanoparticules stabilisées par des chainesEd® € fonctionnalisées par des
molécules fluorescentes sont ainsi obtenues. Learkentrations sont respectivement de
4,90 mg.mL* pour NR sritc et 4,40 mg.mL: pour NRgrc.

La réaction peut se réesumer de la maniére suiargare 11.2.35).

Oxyde de fer nu
MPEG-Si RITC-Si

.

48 heures T=22 C
Eau/Ethanol pH = 4

Figure 11.2.35 : Schéma de la réaction du mPEGtS$iesla RITC-APTES sur les nanoparticules
d’oxyde de fer nues.

11.2.3.1.3 Caractérisations des nanoparticules fonctionnalisée

11.2.3.1.3.1Etat de dispersion des nanoparticules pegyléametibnnalisées par la
rhodamine

En microcopie électronique en transmission (Figlee36), comme dans le cas des
magnétites pegylées, la dispersion est confirmée.
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Figure 11.2.36 : Cliché MET et comptage MET sur weataine d’agrégats de nanoparticules greffées
par du mPEGyoSi et fonctionnalisées par de la Rhodamine-APTHES 4ritd

Les tailles hydrodynamiques de ces nanohybrides moches de celles pegylées sans
fonctionnalisation (Tableau 11.2.21).

Conditions de Tailles PCS en Tailles MET (nm)
synthese nombre (nm) moyenne arithmétique
Référence instable nd

Référence a pH = 23+1 20+ 11

NP-mPEGoqc 38+5 30+8

NPo sriTc 40+5 29+11
NPsritc 41 +4 nd

Tableau 11.2.21 : Tailles obtenues en PCS dans Nalll*M et tailles obtenues en comptage par
microscopie électronique sur une centaine d’agrégeatur les nanoparticules seules et greffées avec d
Si-mPEGgq et avec du Si- mPEgg ainsi que fonctionnalisées avec de la RITC-APTE8f mention

contraire les mesures ont été effectuées a pHmd7 fon déterminé).

Le greffage de rhodamine sur les nanoparticulesengble pas influencer leurs tailles.

11.2.3.1.3.2Caractérisations de la quantité de mPEG-Si et dgarinine a la surface
des nanopatrticules

Les nanoparticules ont été analysées par analysemdlgravimétrique et par
spectroscopie infrarouge pour voir si la rhodandtat détectable par ces deux méthodes.
En ATG (Tableau 11.2.22), les pertes de masse semiblables a celles des greffages seuls de
la partie 11.2.2. L'impossibilité de dissocier |@mhrt de la rhodamine de celui du mPEG-Si
nous a fait négliger l'influence de cette molécgler la perte de masse totale de nos
nanoparticules.
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Méthodes Am entre 150 et 500°C (%) mMPEG-Si/ nm?
Si-PEGooc 60 3,7
Si-PEGgoc + 0,5 Hm(ﬁf RITC 58 3.4
Si-PEGooc + 5 pmoleRITC 58 3,4

Tableau 11.2.22 Pertes de mass (4m) et estimation du nombre de mPBGsar nm? poules
nanoparticules pegylées et fonctionnalisées pdadbodamin:

Les taux de greffage socomparables ceux des nanoparticules pegylées se

En analysepar spectroscopiinfrarouge (Figure 11.2.37)les pics caractéristiques
MPEGSI et de la magnétite sont également retrouLa bande de vibration de fonction
carbonyle est toujours obser vers 1720 cni, les vibrationsde I'éthyléne glycol sorter
toujours vers 1120 et 2900 ™ et la structure spinelle est présente entre 500@tn™.
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Figure 11.2.37 :Analyses infrarouges de la magnétite seule, med#ieec le mPE-Si et de la
rhodamine et du mPEGH seu. Les mesures ont été effectuées dans des padtlieBr

Ces deux analyses ont bien montré la présencelgage a la surface de magnétite
mais n’ont pas mis en évidence la présence dedifinare

11.2.3.1.3.3Détermination par U-visible de la rhodamine présenisur la
magnétite

La rhodamine fluorescant dans le visible (maximun®5 nm), des mesurepar
spectroscopie UV-visible outé¢ effectuéepour déterminer le nombre de molécules pal.

Cette quantification a été faite de deux maniéiérednte:.

1) La premiére méthode a consisté a soustraire I'absoe d’'un oxyde de fer greffé a
MPEGoooSi non fonctionnalisé a la rhodamine ale de la magnéti pegylée couplée
a la rhodamine.

2) Dans une deuxieme méthodes absorbances des eaux de diabygestc mesurées pour
trouver une quantité de rhodamine qui a ensuites@iétraite a la masse de rhodan
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ajoutée lors de la réaction. Le résultat de cefiération a donné le nombre de
rhodamine ayant réagi avec 100 mg de nanoparticules

Les deux méthodes ont été comparees pour ensusierendes taux de fluorophore sur
les magnétites pegylées (Pkég fonctionnalisées par 0,5 et 5 umoles de rhodamine

Les absorbances étant différentes en fonction derlaentration en fluorophore, il a été
nécessaire de réaliser deux courbes d'étalonnadiald®rbance de la rhodamine en fonction
de sa concentration (en pg/mL) (Figure 11.2.38)s lpentes des équations des courbes de
tendance ne sont pas tout a fait les mémes poueles intervalles de concentration. Pour les
tres faibles absorbances, I'équation de la dratereilleure avec une ordonnée a l'origine qui
peut donner une idée sur l'erreur d’absorbance rées(0,0019). Ainsi, les tres faibles
concentrations de rhodamine sont difficiles a apgnéer car leurs valeurs d’absorbance sont
inférieures a la précision de la machine (inféésux 0,02).

021 4 0.03 1
0,18 -
| 0,025 - =0,0693x + 0,0019
_ o1 y = 0,0766Xx Y R2=1
< 014 R2=0,9999 < o002 -
8 012 A 8
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0 0,5 1 1,5 2 0 0,1 0,2 0,3 0,4
concentration RITC-APTES (ug.mL 1) concentration RITC-APTES (ug.mL 1)

Figure 11.2.38 : Courbes de calibration pour diféértes concentrations de I'absorbance de la
rhodamine (RITC) en fonction de sa concentratiopgml™® en (a) pour les fortes concentrations et en
(b) pour les faibles concentrations.

Le Tableau 11.2.23 résume le taux de rhodaminevi&opour les deux magnétites
fonctionnalisées en caractérisant directementusgensions en UV-visible a 555 nm. Le détalil
de ces calculs est donné en annexe A.5.

Conditions Volume Absorbance Masse de Rhodamine Moyenne
RITC échantillon (uL) rhodamine (ug)  par nm? écart type
100 0,049 0,193 0,007
0.5 pmol 200 0,149 0,577 0,020 [
100 0,0731 2,86 0,11
5 umol 200 0,1422 5,56 0.11 [N

Tableau 11.2.23 : Calcul du nombre de moléculesyaité de surface sur les nanoparticules
fonctionnalisées par 0,5 et 5 pmoles de rhodamine

La précision pour les faibles concentrations dedanaine est relativement mauvaise a
cause de la précision de I'appareil d’analyse. Quoil en soit, le hombre de molécules par
unité de surface semble avoir augmenté relativeprapiortionnellement avec la concentration
de rhodamine.

La deuxieme méthode de détermination du taux ddarmae a été mise en ceuvre en
mesurant les absorbances des eaux de dialyse. Apaggie dialyse, 30 mL des 1,8 litres
utilisés sont prélevés et gardés a I'abri de laiduenpour ensuite mesurer leur absorbance. On
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trouve ainsi une masse de rhodamine et la magsmte£st sensée avoir réagi avec les 100 mg
de magnétite introduits (Tableau [1.2.24). Ce claést également détaillé en annexe A.5.

Conditions | Numéro Absorbance Masse de Masse Rhodamine
RITC Dialyse rhodamine (ug) | totale (ug) par nm?

1 0,0117 254,55

0,5 umoles 2 0,0035 41,56 296,1 0,006 + 0,002
3 0,0019 0
1 0,098 2303
2 0,0118 257

5 umoles 3 0.0051 33 2643 0,084+ 0,02

4 0,0019 0

Tableau 11.2.24 : Calcul de la masse de molécuéisente dans les eaux de dialyse et déduction du
nombre de rhodamine par unité de surface sur ée®particules fonctionnalisées par 380 et 3800 g
de rhodamine

L’estimation de la proportion de rhodamine par desde cette derniere dans les eaux
de lavage est assez impréecise. En effet, il fanhatire le volume exact d’eau de dialyse utilisé
a chaque étape. De plus, la rhodamine étant dibsgeabsorbance est tres faible parfois méme
en-dessous du seuil de détection de l'appareil allyges. Ainsi, pour les absorbances
inférieures a 0,0020, il est difficile de conclupgant a la présence ou non de rhodamine dans
'eau. Cependant, le taux de rhodamine par unitéutliace est sensiblement identique a celui
mesuré sur les suspensions de magnétite fonctisdaalOn peut également remarquer que
trois lavages suffisent a éliminer la majorité dehodamine quelle que soit la concentration
utilisée dans notre étude.

Pour finir on peut donc estimer la concentration dedamine a environ
0,010 molécules par nm2 pour NRrc et 0,10 molécules par nm2 pour NFc. Ainsi, Si on
considére nos nanoparticules composées de ctessalilémentaires de 8 nm relativement
sphérique, alors la surface d’'un grain serait dimmv200 nmz2. Ainsi, il y aurait en moyenne :

1) Dans le cas des NEkirc, environ 2 molécules de fluorophore par crisellit
2) Dans les cas des Mrc, environ 20 molécules de fluorophore par crigtalli

11.2.3.1.4 Conclusions sur les nanopatrticules couplées a uudirophore

Le couplage de la rhodamine a la surface de la éiagnen méme temps que le
greffage de mPEG-Si a été démontré. Les caradtgrest de ces nanohybrides sont identiques
a ceux qui sont pegylés mais ils peuvent en plwes ddtectés par spectroscopie UV-visible
grace au fluorophore. En décuplant la masse dearhiog a coupler, le taux de greffage est lui
aussi multiplié par dix. Il a été possible de gifantle nombre de molécules couplées par UV-
visible, soit par mesures directes d’absorbancdassuspension, soit en estimant la masse du
fluorophore « perdue » dans les eaux de dialyses @a cas, la précision est moindre mais la
mise en place est plus aisée et les valeurs shatitvegnent identiques. De plus, cette méthode
nous a permis de voir que trois lavages par diadyffisent a éliminer I'excés de rhodamine.

Ces nanopatrticules fonctionnalisées ont été utdishn microscopie a fluorescence pour
détecter leurs interactions avec les cellules temmotamment lors d’étude avec I'école
d’'ingénieurs agroalimentaire AgrosSup Dijon (Cub&0I09) et dans la partie 111.1.4.3.

[1.2.3.2La combinaison PEG-DMSA, un outil pour Ila post-
fonctionnalisation

Durant ce chapitre, nous avons pu greffer du mPE&ES surface des nanoparticules et
ainsi les stabiliser. La rhodamine a été couplé®s magnétite par des fonctions silanes pour
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détecter ces nanoparticules en fluorescence. Rauraj le DMSA peut également étre utilisé
pour fonctionnaliser les nanoparticules en greftarde molécule sur ses fonctions thiols. L’idée
dans cette partie a été de combiner le DMSA posirpsepriétés de fonctionnalisation et le
PEG pour son effet stabilisant.

11.2.3.2.1 Avantages attendus : combiner les propriétés des ae molécules

Dans les parties précédentes, nous avons vu gued’dimercapto-succinique (DMSA)
pouvait stabiliser les nanoparticules mais suréitg utilisable comme outil pour greffer des
molécules ou des protéines sur ses fonctions tiigHy. Cependant, il a été prouvé lors de
cette étude, que la majorité des fonctions thiotsnhient rapidement, par oxydation, des ponts
disulfures (S-S) empéchant I'utilisation de tefi@sctions pour le greffage.

Par ailleurs, le polyéthyléne glycol couplé a uoection silane (MPEG-Si) a été utilisé
pour stabiliser les nanoparticules par répulsi@micpie et pour éviter leur déstabilisation en
milieu salin de concentrations élevées.

Nous avons imaginé que si nous greffions du mPE&i#Sdes nanoparticules et qu’apres nous
ajoutions du DMSA pour qu'il s’adsorbe, le fait goe grande partie de la surface soit déja
couverte par des chaines de polymere limiteraitotenation de ponts disulfures entre les
molécules de DMSA qui seraient séparées par désashde PEG.

11.2.3.2.2 Conditions d’élaboration des nanoparticules pegylée couplées a du
DMSA

La réaction s’est effectuée de la maniere suivéitpire 11.2.39).

1) 0,13 mmol de mPEG-Si (550, 2000 et 5000) a étét@jdans 40 mL d’'un mélange
eau/éthanol a pH = 4.

2) 2,5 mL de suspension dezBg soit 100 mg de nanoparticules (11m2) ont ensugée é
meélangés au mMPEG-Si. L'ensemble est ensuite mis atbuosphére d’azote et agité
48 heures.

3) Aprés ce temps de réaction, 4,39°1®mol de DMSA (soit 8 mg) a été ajoutée et
I'agitation a repris pendant deux heures sous gihwe inerte.

Apres ces étapes, le sol est lavé de deux mardéfésentes :

4) Soit la suspension obtenue a été dialysée dans Beac des membranes de 12 a
14 kDa pendant une semaine en changeant |'eaulésupurs. Les nanoparticules
dialysées seront appeléesdiiRe

5) Soit les propriétés de sédimentation du DMSA a plidrieur a 4 ont été utilisées et la
suspension a été lavée trois fois par sédimentdaos I'eau acide (pH = 3-4) puis a été
peptisée a pH = 10 avec de la soude pour étrdisébte nouveau. Les nanoparticules
ainsi lavées seront nomméesNR

6) Apres lavages, la majorité des nanoparticules oé@tgardées en suspension pour
analyses et études de stabilité. Une partie a gtphilisée pour dautres
caractérisations.
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Figure 11.2.39 : Schéma réactionnel du couplage msoparticules par du mPEG-Si et du DMSA dans
un mélange volumique eau/éthanol (50/50).

11.2.3.2.3 Caractérisations de nanoparticules fonctionnalisées
11.2.3.2.3.1Etat de dispersion des nanohybrides

Les nanoparticules synthétisées sont stabilisgeld & 7 comme en atteste le cliché
MET de la Figure 11.2.40.
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Figure 11.2.40 : Cliché MET et comptage MET sur weataine d’agrégats de nanoparticules greffées
par du mPEGyosSi et du DMSA et lavées a pH acide (pH 3-4)

Par mesures en PCS et par comptage MET, les taillgennes des nanoparticules sont
les suivantes (Tableau 11.2.25).

Conditions de synthese  Tailles PCS en Tailles MET (nm)
nombre (nm) Moyenne arithmétique
Référence instable nd
Référence a pH =3 23+1 20+ 11
MPEGqo-Si + DMSA 36+4 31+8

Tableau 11.2.25 : Tailles obtenues en PCS dans Nal@l*M et tailles obtenues en comptage par
microscopie électronique sur une centaine d’agrégatur les nanoparticules seules et greffées avec d
MPEG-Si et du DMSA et lavées a pH acide (pH 3&lf Bention contraire les mesures ont été
effectuées a pH = 7 (nd : non déterminé).

Le potentiel Zéta de ces suspensions est renduiinégae pH = 3 et pH = 11 par les
charges des carboxylates du DMSA (Figure 11.2.41).
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Figure 11.2.41 : Potentiels Zéta dans NaCIM des nanoparticules nues et fonctionnalisées par d
MPEGorSi et du DMSA et lavées a pH acide (pH 3-4)

Le DMSA change donc la charge des particules edPEG apporte une stabilisation

stérique.

11.2.3.2.3.2Différence entre les deux types de lavage

| | 1 !
—NP seule’s”_o:_,_‘,__,,__’—L\J |
|
I | I !
| | |
| | 1
: 1 | 1 ——
—mPEG-S| — ~ T e~
U ,I___w | T h“if\ %Y W/ f ©
\\:/\ ‘JE@‘?&"S"’J? £
AV i a1 15\ |
Y e fr20emt Vveo=1120em' 8
| |
—mPEG-DMSA | i , s
dialyse 1 | -5
1 ] _g
| | <[
—mPEG-DMSA
acide
—DMSA T ‘ ‘ . .
2900 2400 1900 1400 900 400
Nombre d'onde {(cm-1)

Figure 11.2.42 : Spectres infrarouges des nanopgaitts modifiées par le mPEk£g;Si et le DMSA et
lavées par dialyse ou décantation acide (a pH 8t4pectres du mPEgySi seul, du DMSA seul et
des nanoparticules seules. Des pics de vibratioaataristiques du mPEG-Si et du DMSA sont
indiqués par des fleches et le cercle indique whew de vibration inconnue. Les mesures ont été

effectuées dans des pastilles de KBr et ont étdaees pour une meilleure lisibilité.

Les bandes de vibrations caractéristigues du mPEGegamment celles de la liaison
C-0 (1120 crit) apparaissent pour les nanoparticules pegyléesdav®MSA (Figure 11.2.42).
En revanche, pour la magnétite modifiée lavée paautation acide (pH 3-4), I'intensité du pic
semble étre inférieure a celui de la magnétite fremliet lavée par dialyse. Cette observation
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est identique dans le cas de la bande de vibrdgola fonction méthyle (2900 cthet laisse
supposer que moins de mMPEG-Si sont présents éftesues NRjqcque des NRayse

Cette hypothése est confirmée par la bande detibrale la fonction carbonyle (C=0 a
1720 cn?). En effet, dans le cas des MR ce pic est déplacé vers 1620 thimdiquant
probablement la fonction C=0 du DMSA qui s’est ctempe avec le fer (liaison Fe-O-C=0
comme vu dans la partie 11.2.1) alors que dansae des NRayse le pic de la fonction
carbonyle n’est pas déplacé car vraisemblablemajoritairement di au mPEG-Si, cette
fonction ne réagissant pas avec les oxydes de fer.

Avec les deux méthodes de lavage, les analysespectrgscopie infrarouge des
nanohybrides ont montré la bande large de la viate la magnétite vers 500-700 tminsi
gue les pics caractéristiques du mPEG-Si et du DMS#e prédominance des vibrations
correspondant au mPEG-Si dans le cas de NPdiahiseel supposer que la quantité de
polymere est plus importante avec cette méthodavige.

Pour estimer la quantité de polymére présente pié de surface, les nanoparticules
lavées des deux manieres différentes ont été awdysar ATG. Dans la partie sur le DMSA,
Nous avons vu que pour une quantité de 8 mg de DE|84tée sur 100 mg de nanoparticules,
la perte de masse due a cette molécule (aprepératmns de lavages et de séchage) était de
I'ordre de 1% et nous I'avons donc négligée. Ainsiys avons considéré la perte de masse des
nanohybrides due exclusivement au mPEG-Si (Tableaa6).

Conditions Lavage Perte de masse entre 150 et 500(%) mMPEG-Si/nm?
wPEGs e o
eGS0 £ £
eGS0 2 o

Tableau 11.2.26 : Comparaison des pertes de masg€l& des nanoparticules modifiées par le
MPEG-Si et le DMSA lavées par dialyse ou par détemt acide (& pH 3-4)

Comme énoncé lors de la partie sur le greffage B&EGSi (partie 11.2.2.2.4.2), le taux
de polymere par nmz2 parait trop élevé pour que lEsI®EG soient tous greffés a la surface de
la magnétite. Par lavage acide, le taux de greffdigenu parait plus cohérent avec les données
de la littérature ((Butterwortht al.2001)). De plus, le nombre de polyméres par nrgheumte
gquand la longueur de chaines diminue (Butterwetttal. 2001). En conclusion, le DMSA
permet donc de décanter les nanoparticules peggteamsi de mieux éliminer le PEG en
exces que la dialyse.

En revanche, les nanohybrides lavés par décantatiole nécessitent d’étre peptisés et
sont difficilement redispersables dans les conaltibiologiques (pH = 7,4 et [NaCl] = 0,15M)
apres lyophilisation. Pour étayer cette hypothéles, analyses XPS ont été réalisées sur les
6 échantillons de nanoparticules pegylées + DMSab(@au 11.2.27).
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S . Proportion Fe 2p  Proportion 0% Proportion OH  Proportion C
ynthese o 0 0 : 0
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
NPss0acid 23 32,5 9,5 7
NPSSOdiaIys 8 14,5 4,5 12
NP2000acid 19 31 7,5 2,5
NP2oo0dialys 1,5 3 0 4
NPs000acid 14 23 55 6
NPsooodialys 1 2 0 11
Synthese Proportion C Proportion O Proportion S
DMSA (%) DMSA (%) DMSA (%)

Référence 0 0 0

NPs50acid 4 4 2

NPssodialys 3 3 1,5

NP2000acid 3 3 1,5

NP2000dialys 0 0 ~0

NPs000acid 6 6 2

NPsooodialys 0 0 ~0

Synthése Proportion C Proportion O Proportion Si Proportion N

PEG (%) PEG (%) PEG (%) PEG (%)

Référence 0 0 0 0
NPss0acid 10 5 2,5 0,5
NPSSOdiaIys 33 16,5 2,5 1,5
NP2000acid 20 10 2,5 0
NP2000dialys 60 29,5 1 1
NPs000acid 24 12 1,5 0
NPso00acid 57 28,5 0,5 0

Tableau 11.2.27 : Proportions, obtenues par XPSfatiet de I'oxygene de la structure spinelle ; du
carbone, de I'oxygéne et du soufre du DMSA, duashde I'oxygéne, du silicium et de I'azote du
MPEG silanisé et du carbone de pollution sur laisgse de référence et des nanoparticules pegylées
avec des mPEG-Si (M = 800, 2250 et 5250 ¢')nel du DMSA lavées par décantation acide a
pH = 3-4 ou par dialyse.

Les désommations des pics de l'oxygéne et du carhmrmettent d’estimer les
proportions d’hydroxyles libres, de mMPEG-Si et dd3$A a la surface. Les calculs utilisés sont
détaillés dans I'annexe A.4.5. En premiere obsemabn peut voir que le taux de carbone lié
au PEG augmente avec la taille du polymére etlastgrononcé pour une masse moléculaire
donnée dans le cas du lavage par dialyse que eéa&as ld’'une décantation acide.

Pour les lavages par dialyses, la proportion degeinférieure a celle obtenue lors des
lavages par décantation acides laissant supposeprésence plus importante de mPEG-Si sur
les nanoparticules. Cette observation est confirpatda diminution du signal des énergies de
liaisons caracteéristiques du DMSA et des hydrox{ile®s. Dans le cas des mPkggzSi et
MPEGosSi, les signaux des hydroxyles et du DMSA sont eéotalement masqués.

Pour les NR.ge la proportion de DMSA semble nettement infériedrecelle du
mPEG-Si (notamment pour les masses moléculair@28@ et 5250 g.md). L’hypothése de
négliger la perte de masse du DMSA est validée [msulavages par dialyse mais dans le cas
des décantations acides, les énergies de liaisoi3MEA apparaissent dans des proportions
assez importantes (entre 16 et 28% du carbone ddéScutes de surface proviennent du
DMSA). La premiére hypothese de I'élimination du B&RSi semble bien confirmée par ces
premieres observations, les analyses en spectiescdpS montrant, comme lors des
observations en ATG, une plus grande présencelgmere sur les Niyseque sur les NRige
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En revanche, alors que les taux de carbone dusP&Gasi diminuent quand il y aurait
moins de ce polymére en surface, le taux de siicugmente. Au vu de cette observation, les
rapports silicium/carbone du mPEG-Si ont été cékwdt comparés aux rapports théoriques
(Tableau 11.2.28).

Synthése Ratio Si/C (%)
mPEG)oc-Si 2,85
NPss0acid 25
N I:)550diaIyS| 7,5
mP EGQOO(-Si 1
NP2000acid 14
NP2000dialys 15
mPEGgoo(-Si 0,4
NPs000acid 7
NPsooodialys 0,9

Tableau 11.2.28 : Ratio molaire du silicium des n@®?5i sur les carbones des mPEG-Si mesurés en
XPS pour des nanoparticules pegylées avec des nSHG= 800, 2250 et 5250 g.nlet du DMSA
lavées par décantation acide a pH = 3-4 ou parysal Ces ratios sont comparés aux ratios théoriques

de ces 3 polymeres.

La proportion de silicium par rapport au carbonea@®rmalement élevée pour les trois
masses moléculaires dans le cas deg;NPCette observation remet en cause I'hypothése
d’'une meilleure élimination des polymeéres par déd#m acide.

Il serait maintenant plus logique de penser que dierl'ajout d’acide pour faire floculer
les suspensions d’'oxyde de fer, la liaison carbanf@=C-NH) ait pu se rompre dans ce
domaine de pH (pH 3). Ainsi, une grande partie des chaines de mP&@iemt pu étre
eliminée ce qui pourrait expliquer la grande preipor de silicium par rapport au carbone.
Cette hypothése pourrait étre corroborée par l@ggration de ces nanoparticules dans les
milieux salins comme si elles n’étaient stabiliséesgjoritairement que par des répulsions
électrostatiques (dues au DMSA et aux nouvellestions amines) et peu par effet stérique (du
au mPEG).

Le lavage par décantation en milieu acide ne sepaseitre une technique optimale car
I'élimination de I'exces de polymére semble sedailus par rupture d’'un groupement reliant le
mPEG a la fonction silane. La dialyse devra done &onservée lors de futurs essais.
Cependant, bien que la quantité de mPEG-Si saiffisante pour stabiliser les suspensions a
force ionique élevée (I = 0,15 M), le nombre deypwires par unité de surface des oxydes de
fera été suffisant pour limiter la formation desngodisulfures et permettre des essais de
post-fonctionnalisation sur des fonctions thiolsMSA.

11.2.3.2.4 Les fonctions thiols ont-elles été protégées?

L’hypothése de cette partie (voir Figure 11.2.38) que l'utilisation d’'un polymeére sur
les nanoparticules avec du DMSA empécherait la &ion de ponts disulfures (vu dans la
partie 11.2.1.2.4) qui rendent les fonctions thiatsitilisables pour des fonctionnalisations
ultérieures. Pour confirmer cette supposition, mesures en spectroscopie UV-visible avec du
réactif Ellman ont été réalisées ainsi que desfage$ de rhodamine possédant une fonction
maléimide réactive avec les thiols.

11.2.3.2.4.1Validation par mesure en spectroscopie UV-visible

24 a 48 heures apres leurs modifications de sugace&lu mPEGsSi et du DMSA,
les nanohybrides (NB49 ont été analysés en spectroscopie UV-visible avecéactif Ellman
pour révéler la présence de thiols (méme protogake lors de la partie sur la détection des
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thiols libres par réactif Ellman : 11.2.1.2.4). Lesleurs d’absorbance trouvées sont soustraites a
la valeur de I'absorbance du réactif EIIm&0855. A I'aide de la courbe de calibration de la
partie 11.2.1.2.4 (Figure 11.2.20 b), une quantdé DMSA est trouvée. En connaissant la
concentration en nanoparticules nues dans la ssigpeet en supposant la surface des agrégats
accessible aux molécules (110 rif3,gl a été possible de trouver un nombre de fomcthiols

par nmz2 (Tableau 11.2.29):

AbS,ysa

SH/ = ,024077
Amz Myp (Sger [10*

avec Absusa I'absorbance mesurée ; 24,077 la pente de la eo(kbsusa = f((IDMSA] :
Figure 11.2.20 b) ; Wesurel€e volume total de solution dans la cellule de uneg3,075 mL dans
notre cas : Tableau 11.2.29) ; N le nombre d’Avagadmp la masse de nanoparticules nues
présentes dans les 3,075 mL de soldfiorser la surface spécifique des nanoparticules nues
ramenée en nm2gy(avec le coefficient 18) et 2 car un DMSA posséde 2 fonctions thiols
libres.

mesure

Eq. 11.2.6

Produits | Volume | Absorbance | Absorbance | Difference SH / nm2
(uL) avec E/R (A) | E/R seul (A) (Ao-A1)
NP-DMSA 100 0,0751 0,0855 -0,01 0
NP-DMSA 200 0,0667 0,0855 -0,02 0
NPacide 100 0,2006 0,0855 0,1151 0,42
NPacice 200 0,325 0,0855 0,2395 0,48

Tableau 11.2.29 : Mesures des thiols libres surrasoparticules modifiées soit par du DMSA seul ou
soit par du mPEGorSi couplé au DMSA (NRso. E/R : réactif Ellman.

Par cette méthode, des fonctions thiols ont étéctiEts deux jours apres modification
de surface pouvant ainsi étre utilisées pour desiesge fonctionnalisation.

11.2.3.2.4.2Validation de la protection des thiols par greffadgjene molécule
réactive : la rhodamine-maléimide

La rhodamine (appelée TMRM) couplée a une fonct@beimide pouvant réagir avec
des fonctions thiols (de la méme maniére que ptéstans la partie 11.2.1.2.1.2 sur l'utilité des
SH pour la fonctionnalisation) a été utilisée pprtouver que les fonctions thiols détectées par
réactif Ellman étaient toujours réactives pour desctionnalisations ultérieures de nos
nanohybrides.

Deux réactions ont eu lieu pour comparer le greffdg la rhodamine maléimide des
nanoparticules avec seulement du DMSA ou avec dd@pfdsSi et du DMSA

1) 24 heures apres synthése (sans lyophilisation) td;51,6 m2) d’une suspension de

nanoparticules modifiées seulement avec du DMSAéar&langée a 2,6 umoles de

TMRM (M =481,5g.mof) pendant 24 heures & pH = 7 et 22°C. L'excés de

fluorophore a été éliminé par des cycles de détanta pH 3-4 jusqu’a ce que la

solution ne soit plus colorée en rose. Les nanmpdts seront nommées Mika-

TMRM.

2) 6 semaines apres synthése, 14,5 mg (1,6 m?) depardicules pegylées et modifiées
avec du DMSA (NR.qe lyophilisées 24 heures apres leur élaboration) éiet
redispersées dans de l'eau. 2,6 pmoles de TMRMétntajoutés a la suspension

10 Cette valeur est différente entre 100 pL et 20@alsolution mére, respectivement du simple au ldoub
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pendant 24 heures a pH = 7 et a 22°C. L'excéswedphore a été éliminé par des
cycles de décantation a pH 3-4 jusqu’a ce queddamine ne soit plus détectée dans
les eaux de lavage (3 cycles ont été effectuésy.namoparticules seront nommées
NPacige TMRM.

Les deux types de nanohybrides ont ensuite été&tésaises par spectroscopie UV-visible
()\TMRM =550 nm).

La droite de calibration de I'absorbance de la d@moithe maléimide en fonction de sa
concentration en mM est donnée en Figure 11.2.43.
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Figure 11.2.43 : Courbe de calibration pour différees concentrations de I'absorbance de la rhodamine
maléimide en fonction de sa concentration en mM.

En suivant le méme protocole qu’en annexe A.5 na@isc la nouvelle courbe de
calibration (Figure 11.2.43) le Tableau 11.2.30 aenles résultats obtenus a l'aide de cette
méthode.

Nanohvbrides Volume Absorbance Rhodamine Moyenne
y échantillon (pL) (u.a.) par nm? écart type

100 -0,009 0

NPowmsa-TMRM 200 0,008 0 0
50 0,0304 0,48
100 0,0525 0,42

NPacise TMRM 150 0.0802 0.42 0,43 +0,01
200 0,1043 0,41

Tableau 11.2.30 : Calcul du nombre de moléculesymaté de surface sur les nanoparticules
fonctionnalisées par de la rhodamine

Aucune rhodamine n’a pu se coupler aux oxydes darfiguement modifiées avec du
DMSA (48 heures aprés ajout de DMSA) quand 0,43 MMbaar nm? a été greffé a la surface
des NRige (6 Semaines apres synthése).

Par ce calcul, les taux de rhodamine maléimidevétsisont du méme ordre de grandeur
que celui des thiols mesurés avec le réactif Ellmam spectroscopie UV-visible
(0,43 rhodamine pour 0,45 SH potentiellement liprdses fonctions SH sont donc bien
accessibles sur des nanoparticules greffées panREGySi et modifiées par du DMSA
6 semaines apres synthese et stockage sous forpmaidee. Le polymére semble bien protéger
les DMSA de la formation de ponts disulfures. SarHigure 11.2.44, I'organisation des
différentes molécules a la surface desdNEest proposée.
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Figure 11.2.44 : Schéma réactionnel du couplagdadghodamine maléimide (TMRM) sur les fonctions
thiols libres protégées par I'ajout de mPRgsSi sur les nanoparticules.

11.2.3.2.5 Conclusion sur les nanoparticules PEG-DMSA

Les nanoparticules modifiées conjointement avemBEG-Si et du DMSA ont permis
d’obtenir des nanohybrides chargés négativementamitions physiologique également
stabilisés stériguement par le polymere a sa sairfdous pensions que l'utilisation du DMSA
pouvait servir a une meilleure élimination de I'excde PEG grace a la floculation des
nanoparticules a pH inférieur a 3-4, hypothése sginblait corrélée par les analyses
thermogravimétrigues. Cependant, avec les anal¥B&; il semblerait que le mPEG se soit
« détaché » en conditions acides par I'hydrolyséad®enction carbamate (O=C-NH) dans ce
domaine de pH. Pour de futurs essais, il seraiiciguk de proscrire la décantation en
conditions acides et de privilégier les dialysas,lgen que plus longues a mettre en place, ont
permis d’obtenir des nanoparticules stables a phsiplogiqgue alors que les NRe
notamment celles avec du mPEggSi, s’agglomeérent [égerement dans ces conditiDosant
les essais biologiques avec les ohRcide cet effet d’agglomération a été confirmé
(parties 111.1.3. et 111.1.4).

Cependant, avec ces deux molécules a la surface,tdut de méme été possible
d’obtenir des nanohybrides post-fonctionnalisabiéxe a des fonctions thiols stabilisées dans
le temps, vraisemblablement protégées par les ehaln MPEGosSi. Cet outil pourrait
permettre de greffer n'importe quelle molécule tf@active comme des maléimides ou des
protéines couplées & de cystéinemppariées et ouvrir la voie & des détections sucitBages
spécifigues dans des cas d’injectionvivo. Cette partie de ce travail a fait I'objet d’'une
publication (Mauriziet al.2009) et des essais plus approfondis sont prémusd#velopper ces
premiers résultats.

I1.2.4 Conclusion sur les modifications de surface

Lors de la premiere partie de ce chapitre, des paatioules d’oxydes de fer ont été
synthétisées par une méthode dérivée du protocatsait. Ces sols obtenus ont été peptisés a
pH acide (pH = 3) mais étaient instable a pH =atpe de leur point isoélectrique. Des études
sur la modification de leur surface ont donc éteéegmises et sont divisées en quatre étapes :

1) La stabilisation électrostatique par adsorptiortidies carboxyliques a la surface (acide
citriqgue et DMSA).
2) La stabilisation stérigue par couplage d'un polyenérydrophile a la surface

(mPEG-Si).

M La cystéine est un acide aminé qui posséde umidarthiol pouvant donc réagir avec les SH litdasDMSA.
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3) La fonctionnalisation des nanoparticules par deoutes fluorescentes (rhodamine).
4) La combinaison des propriétés du DMSA et du mPEG-Si
L’ensemble des résultats est résumé dans le Tahl2a1.

Dans un premier temps, I'acide citrigue a été sdildirectement en co-précipitation
pour stabiliser et influencer la morphologie derlagnétite. Vraisemblablement a cause des
lavages acides post-synthese, I'effet antioxydanbmpté n’a pas été aussi marqué que prévu.
Cependant, des conclusions ont tout de méme puagtmecées. En augmentant le ratio de
citrates en solution (5, 20 et 100%), la taille gasticules a diminué. Avec 100% de citrates,
un parametre de maille plus proche de celui dedgn@étite que lors des autres synthéses a été
observé montrant que les citrates ont empéchédatign d’'une partie des ions ferreux en ions
ferriqgues. Dans tous les cas, l'ajout de citrateshargé négativement les nanoparticules a
pH = 7 (quand elles étaient neutres a ce pH avamg; un déplacement du point isoélectrique
vers les pH acides quand le ratio augmente. Illc@pendant pas été possible de voir une
augmentation du nombre de citrates en surface ohadpétite en fonction du ratio utilisé.

Pour stabiliser de maniere électrostatique, I'aagld®ercapto-succinique (DMSA) a
également été utilisé mais post-synthése. La alesinanoparticules ont été stabilisées a
pH = 7 par répulsion électrostatique. De pluspléa du DMSA ont permis la floculation de la
magnétite vers pH 3-4 et ainsi un meilleur lavagd’'exces de molécules. Le DMSA posséde
des fonctions thiols mais il a été prouvé que sdels utilisation immédiatement aprés
synthése peut étre envisagée pour les coupler enaléeule. En effet, les thiols ont tendance a
former des ponts disulfures par oxydation a lasmgide la magnétite.

La deuxiéme approche étudiée fut la stabilisaties danoparticules par un agent
hydrophile le polyéthyléne glycol (PEG). Des mPESlahgueurs de chaines différentes (550,
2000, 5000) ont été couplés a des fonctions silgmes étre ensuite greffés de maniére
covalente a la surface des nanoparticules. LedaUXEG par unité de surface est cependant un
peu élevé par rapport aux études existantedl (- 6/nm?). Grace a ce mécanisme, les
nanoparticules ont cependant été stabilisées par strique et I'effet de la longueur du
polymére a été observeé sur la taille hydrodynamigjua charge des nanoparticules. Par de
nombreuses techniques d’analyses, I'existence ligidan entre le silicium et le fer n’a pas été
réellement prouvée mais par ces hombreux essaigpdrait cohérent de penser que le PEG se
soit réellement greffé a la surface des nanopdetcu

Des molécules fluorescentes associées a des fosdilanes ont ensuite été couplées a
des nanoparticules d’oxyde de fer. Des taux de @ewirgt molécules par nm2 ont été obtenus
pour des essais biologiques ultérieurs.

Enfin, des nanopatrticules ont été greffées par B&EGYSi puis du DMSA a été adsorbé
en surface. L'effet floculant du DMSA en dessougptie= 4 escompté pour réduire le nombre
de polymeére par unité de surface a en fait corallatrupture des chaines du mPEG qui se sont
en fait détachées du groupement éthoxysilane &cgaps doute par destruction de la fonction
carbamate. Les polyméres ont semblé protéger dgdaiion les fonctions thiols du DMSA a
la surface de la magnétite plusieurs jours posthege. Cette observation a été confirmée par
analyses en spectroscopie UV-visible grace auiféltinan et par greffages de fluorophores
thio-réactifs : la rhodamine-maléimide. Ces nanoits ouvrent la voie a I'élaboration
d’agents spécifiques pour des détections ou déasgab spécifiques de pathologies.
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Modifications Conditions Tailles PCS  Domaines PIE Molécules Influences sur la Remarques
de surface agrégats (nm) de stabilité par nmz morphologie 9
Zrs _ (brx = 9,8 * 0,2 nm
e Peptisation a pH = 3 50+ 3 plj'ggjf’l pH=~7 7 OH a=8,363+0,003 A
> Seer = 90+ 1 mz.g
0 . (prx = 7,6 £0,2 nm
5% mg'?}'{ﬁggg avant 55+5 pH5-11  pH5  099citrate a= 8364+ 0,001 A
y Seer = 132 m2.gf . e
' Gomx = 7.6 £ 0.2 nm Citrates mélangés a la
9 = =
Citrates 20% molaire/fer avant 55+5 pH4-11  pHd4  106citrate  a=8363+0003A Soude (pH=12)avant
synthéese Sper = 123 M2 d réaction de
¢ ET__S 5401 nm co-précipitation
0 . DRX — 9,9 = U,
100% molarefferavant - 33, 4 pH3-11  pH<3 092citrate a= 8,373 +0,003 A
y SBET =156 mz.d'
" T _ : Gorx = 7,7 £0,1 nm 100 mg de F, sont
M?gg?é':‘ige + C|:D i?;lssztéoge?]t?i?u_a?iow 23+1 p|_||_| 931151 pH=7 7 OH a = 8,363+ 0,003 A utilisés par essai de
y g P Sger = 110+ 1 m2.g* modification de surface
0,0439 mmol 51+4 0,3 DMSA Pas d'effet sur la Décantation pH =3
DMSA 0,132 mmol 51+4 pH 4-11 PH<3 5 6 DMsA morphologie Pas de SH libres
0,13 mmol mMPEG 30+4 45 PEG Pas deffet sur la Non stable
mMPEG-SI 0,13 mmol MPEGy 385 pH 3-11 pH= 7 3,7 PEG moroholoaie Stable
0,13 mmol MPE Gy 45 + 4 5,9 PEG pholog Stable (+ DBTL)
0,13 mmol PEGy 40+5 3,4 PEG
MPEG-Si + 0,5 umol RITC - H3-11 He 7 0,01 RITC Pas d'effet surla  Rhodamine détectable p
Rhodamine 0,13 mmol PEGy 41+4 P P 3,4 PEG morphologie UV-Visible
5 umol RITC B 0,1 RITC
MPEGy005-Si + , Stable NaCl 1M pH = 7
DMSA 0,13 rgzmo' PEGoo 36+ 4 pH411  pH<3 OS6PEG  Pasdeffetsurla = o hie dans milieu de
_ 4,39 10° mol DMSA nd SH morphologie .
(NPagige) culture cellulaire
MPEGy05Si + , Stable NaCl 18M pH = 7
DMSA 0,13 nazmol PEGaoo nd pH 4-11 pH <3 3,1 PEG Pas deffetsurla — “ . testées dans milied
‘ 4,39 10° mol DMSA 0,5 SH morphologie .
(NPgiayse) de culture cellulaire

Tableau 11.2.31 : Récapitulatif des résultats olbtefors des modifications de surface réaliséedasoragnétite.

" : mesure effectuée a pH = 3. nd : non détermiri.:Point isoélectrique
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1.3 Une nouvelle approche de synthése et de modificatiae
surface : un procédé de synthese hydrothermale ewmtinu

Apres avoir synthétisé et modifié des nanopartgwle magnétite par des méthodes
classiques, cette partie traitera du développemamie nouvelle approche : la synthése et la
modification de surface en une seule étape et etinco
L’élaboration de nanomatériaux, notamment les osytiefer, a été largement étudiée dans des
conditions batch et a températures et pressiorehpsodes conditions ambiantes (T < 100°C et
P <5 bar). Au vu de la demande croissante en natéoiaux, leurs syntheses en voie continue
vont devenir un enjeu dans les années a venir. Bettes optique, I'équipe MaNaPI développe
depuis 2001 un procédé de synthése hydrothermaloiencontinue pouvant s'étendre au
domaine de I'eau supercritique. De hombreux nanémnaaix ont d'ores et déja été synthétises
avec ce dispositif (BazZrgXXin 2005), TiQ (Pighini 2006), LiFeP@Q(Aimable 2007),...).

Dans cette partie, des nanoparticules d’oxyde fadifiées en surface ont été élaborées
en continu et en une étape a l'aide de ce prodZalgs un premier temps, l'influence de citrates
sur des particules de magnétite a été étudiéelpudle des propriétés de I'eau supercritique
sur la taille et la morphologie des cristallitesté@ appréhendé.

[1.3.1 Pourquoi synthétiser en continu et en milieu eauprcritique ?

[1.3.1.1 Le domaine supercritique de I'eau

En général, I'état d’'un corps pur est défini pae @wguation d’état ou la pression, la
température et le volume molaire sont liés. Enésgmtation en deux dimensions dans I'axe du
volume molaire, un corps pur existe sous troissédatla matiére suivant sa température et sa
pression (Figure 11.3.1) : gaz, liquide ou soli@ependant, au-dela de certaines températures et

pressions, les corps purs peuvent exister dansmide dit supercritique.
A

C

9 ..........

w .

wn R

g Point

critique
Gaz '
Température

Figure 11.3.1 : Diagramme de phase d’un corps pueaC le point critique

Au-dela du point C (appelé point critique), il myplus de transition entre I'état gazeux
et I'état solide : c’est un nouvel état supercuéiqlLes points critiques de quelques fluides sont
regroupés dans le tableau suivant (Tableau 11:3.1)

Composé Tc (°C) | Pc (MPa)
Dioxyde de Carbone (Cp 31,2 7,4
Ammoniac (NH) 132,4 11,4
Eau (HO) 374,1 22,1

Tableau 11.3.1 : Données des points critiques delques fluides
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L’eau en état supercritigue posséde des proprigtgsico-chimiques intermédiaires
entre celles de la phase liquide et de la phaseugazFigure 11.3.2).
Température critique

TCC) 25 100 200 300 400 500 600

EEE———

Hydrothermal Sous- Supercritique
critiqué

1.0 ———
Densité

L 1 1 1 - 1 =

80 k Constante
~._diélectrique
40 Te—

Solubilité des f
50 L hydrocarbures '

e L ' LN : L L

20 | Solubilité des
inorganiques

' \ [
1 | 1 el L 1 1

Figure 11.3.2 : Evolution des caractéristiques ¢malu en fonction de la température en dessous-et au
dela de la température critique

[1.3.1.2 Avantages attendus d’une synthese en continu et railieu eau
supercritique

Quand 'eau passe de conditions sous-critiquesangitions supercritiques, une de ses
propriétés les plus intéressantes est modifi€ecosatante diélectrique. Alors que I'eau dans
les conditions « normales » est un solvant polaia&s le domaine supercritique sa constante
diélectrique chute entrainant un changement debditdu des espéces. Les composés
organiques sont alors solubles dans l'eau supereitquand les composés inorganiques
deviennent insolubles. Les sels métalliques fornadmsi des oxydes d’aprés le mécanisme
d’hydrolyse condensation suivant :

MX, +X[H,O — M(OH), +X[HX Eq. 11.3.1

M (OH), — MO, +%xmzo
2

Eqg. 11.3.2

Avec X le contre-ion de I'ion métallique M.

L’avantage de la synthese en milieu supercritigeiait donc I'élaboration d’oxydes
meétalliques sans l'utilisation de base (Cansedl. 1999).

La synthése en continu, quant-a-elle, apporte wadugtion aisée en grande quantité.
Par ailleurs, dans les procédés en continu, le sedegpréaction est de lI'ordre de quelques
secondes a une ou deux minutes selon la configaré@abanagt al. 2001; Leeet al. 2005;
Sueet al. 2006). Ce faible temps de passage dans le régmemet de réduire la dispersité en
taille des cristallites synthétisées. (Pighini 2006 et al. 2006)
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11.3.2 Le dispositif de synthese hydrothermale en continu

[1.3.2.1 Quelques synthéses d’oxyde de fer en continu et domaine
supercritique : approche bibliographique

La littérature n’'est pas trés conséquente conceresnsyntheses hydrothermales en
continue de magnétite comparée aux syntheses l2eégendant, plusieurs tendances semblent
se dégager pour I'élaboration de ces nanoparticules
Que I'on soit en domaine sous ou supercritique pl&gurseurs utilisés sont souvent a base
d’ions ferriques, que ce soient des nitrates (FefNQXu et al.2008; Lianget al.2009) ou des
sulfates (FSOy)3) (Lamet al.2008 ).

La plupart des synthéses en milieu supercritiqueilisent pas de base pour I'hydrolyse et la
condensation des ions ferriques. Cependant, laephaajoritairement obtenue dans ces
conditions est la phase rhomboédrique hématit€e,03) (Sorescuet al. 2004; Leeet al.
2005; Sueet al. 2006; Xuet al. 2006; Zhaoet al. 2007). Pour obtenir la structure spinelle,
I'ajout de base (Millotet al. 2005) et/ou d’agents réducteurs est nécessaireneaes citrates
d’ammonium (Adschiret al.2000). Il est également possible de travaillecales ions ferreux
comme les acétates de fer (ll) (Cabaeial.2001) ou des ferrocenes (dicyclopentadiényle de
fer) décomposés par du peroxyde d’hydrogen®fH(Parket al.2009).

Pour les synthéses continues en domaine sousuesitaes nanoparticules d’'oxydes de
fer stabilisées ont déja été élaborées en une.dtapagents réducteurs utilisés s’adsorbent a la
surface des oxydes modifiant par la méme occasars Isurfaces. Quelques publications
relatent ce type de synthese avec, par exempléaldeol polyvinylique (PVA) (Xuet al.
2008) ou des acides n-décanoique et n-décylamiligéstcomme réducteurs (Takaet al.
2007).

[1.3.2.2 Description du dispositif de cette étude

Le procédé hydrothermal développé au sein de [@EgMaNaPl au début des années
2000 (Xin 2005) a été modifié lors des travaux kesé d’Anne Aimable (Aimable 2007,
Aimable et al. 2009)] avant d'étre optimisé de 2008 a aujourditeui modélisation numérique
pour améliorer le contrble de la température eflakide particules. La mise au point de ce
dispositif étant en cours de protection par le défdn brevet, seul le fonctionnement général
du dispositif sera décrit (Figure 11.3.3).
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Voie 1

3

Pompe haute pression1)

Voie 2 S_Q_X_mi

Pompe haute pression2) >
Filtres Déverseur

Voie 3 ﬁ
O (7et2um) |
Pompe haute pression!3) % +j U |

Bain

froid EH -® H
suspension

de nanoparticules

P P

Figure 11.3.3 : Schémat photographi du dispositif de synthese hydrothermale en co (version
2009-2010). La pression astgulée par le déverseur en tie de procédé et les températures
préchauffage et du réacteur sont contrdlées patltixmocouples

Des pompes hautes press| pauvant aller jusqu’a 415 bar sont utilisées avecdidsts
de solutions variant de 5 & 30 mL.I". Les travaux précédents sur ce dispositif ont jsece
synthétiser entre 10 et 15 g.He nanomatériaux.

Les parties chaudes de ce procédé devant pouésister a la corrosion a hat
température, le matériau choisi a été I''nc® 625 résistant jusqu’a plus de 80C L’Inconel®
est cependant oxydable et les sels métalligueséshBont a proscril Les parties froides sor
quant a elles, en acier inadgble
Ce procédé peut fonctionner dans un domaine dsiprssde 1 a 400 bar et de la tempére
ambiante a 500°C.

Une synthése type se déroselon les étapes suivantes :

1) Mélangeage
Les précurseurs métalligues en solution aqueuse auesansmolécules organiques sc
stockés et envoyés en voie 1 a température ambjissge’au réacteur. Dans la voie 2, suiv
les conditions de synthese, de I'eau ou de la s@msfieégalement envoyée au niveau
réacteur. Enfin, de I'eau est préchauffée da voie 3 jusqu’au réacteur ou les trois voie
mélangent la température de réaction dés Toutes les voies sont mises a la pression vc
grace au déverseur.

2) Co-précipitation

Les trois lignes se mélangent a la températureefipér le préchauffie de la voie 3. La
réaction de crécipitation a lieu dans le réacteur pendant mdiose dizaine de secors
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suivant les débits fixés et toujours a la tempéeatiésirée. Les suspensions ainsi formées vont
ensuite étre trempées dans un bain d’eau froide.

3) Filtration
Pour éviter d'endommager le déverseur, les grofoagats sont éliminés par une série de
filtres (un de 7um et un de 2um).

4) Sortie
En sortie du dispositif, les nanoparticules socupé&rées a température ambiante et a un pH
dépendant de l'utilisation ou non de soude. Les soht souvent récupérés dans une solution
d’'acide nitrique & 16M pour neutraliser I'excés de base et empécherrdéssance des
cristallites puis dialysés pour éliminer les iopsdateurs.

[1.3.2.3 Objectifs attendus pour des syntheses avec le mtédéydrothermal
en continu et en milieu supercritique

Dans la partie précédente, des nanoparticules dgmétie ont été synthétisées et
stabilisées en conditions physiologiques par ggeffa’un polymeére. Par ailleurs, I'acide
citrigue a montré une influence sur la stabili€célostatique des particules de magnétite et sur
la taille des cristallites. Ces résultats étanérggsants, il est apparu nécessaire de voir
l'influence d’'un procédé hydrothermal s’étendantdamaine supercritique sur ces syntheses et
ces modifications de surface de la magnétite psaayer, entre autres, de tendre vers des
productions de nanoparticules en grande quantitési Ales objectifs de cette partie ont été
multiples :

- Synthétiser de la magnétite en conditions hydraotlaés et en continu,

- Synthétiser en continu et en une étape des pasiald magnétite stabilisées par de
I'acide citrique ou du PEG et étudier I'influence des molécules sur la morphologie
des cristallites,

- Synthétiser de la magnétite sans base, en coritemu@nditions supercritiques,

- Synthétiser en continu des nanoparticules de magséhbilisées par de I'acide citrique
ou du PEG en milieu supercritique.

Dans un premier temps, les résultats des syntigskesthermales en continu en milieu
hydrothermal classique (température et pressionénéed) seront présentés suivis de ceux
obtenus en milieu supercritigife De nombreux paramétres pouvant étre modifiés dans
dispositif (débit, pression, température), I'opsation des syntheses par ce procédé pourrait
faire I'objet d’un travail de recherche a lui tosgul. Ainsi, nous n’avons modifié que la
température du point de mélange. Dans les conditsupercritiques, les débits ont da étre
divisés par deux pour atteindre le point critiquepaint de mélange (Tableau 11.3.2).

Température réacteur (°C) | Pression (MPa) Débit (mLmin™)
Hydrothermale 150 25 60
Supercritique 400 25 30

Tableau 11.3.2 : Conditions récapitulatives desthgses hydrothermales et supercritiques en continu.

12 Ce synthéses seront appelées hydrothermales paitdade ce manuscrit.
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[1.3.3 Synthése de magnétite en milieu hydrothermal contin

Dans cette partie, la pression dans le dispositifieée a 25 MPa et les débits des trois
pompes sont réglés & 20 mL.Misoit un débit total de 60 mL.mMm A ce débit, le temps de
réaction, c’est-a-dire le temps de passage darsalgeur avant trempe, est d’environ quatre
secondes. La pression choisie est volontairemeewéél pour n'avoir qu'a changer la
température entre les syntheses hydrothermalepetaitiques.

[1.3.3.1 Synthese de nanoparticules de magnétite nues
[1.3.3.1.1 Conditions de synthése

Un ratio molaire d’un ion ferreux pour deux ionsrigues dans un excés de soude est
utilisé pour les synthéses hydrothermales.

Pour éviter I'utilisation des ions chlorures coifepour I'lnconef, notre choix s’est porté
sur des sulfates de fer (ll) (sel de Mohr : Fg®Bl,),SOy, 6 HO) et du sulfate de fer (ll)
(Fe(SOQy)s, 7 HO). Les concentrations utilisées furent respectamnde 8.18 M d'ions
ferreux, 16.10 M d'ions ferriques et 0,33 M de soude. Les condiide réaction furent fixées
a 150°C et 25 MPa.
La réaction s’est déroulée sur vingt minutes, liwv@ a traiter était de plus d’un litre et la
masse de nanopoudre synthétisée attendue étaitededp 2 grammes soit 6 grammes de
nanoparticules par heure.

La suspension ainsi obtenue a été déversée darsolutien d’acide nitrique a pH = 3
pour neutraliser la soude en exces. Les filtreglidpositif ont piégé une grosse quantité de
nanopoudre laissant penser que la suspensiorfartainent agglomérée, probablement lors de
I'étape de trempe du procédé.

Le sol a ensuite été dialysé (seuil de coupure K8) pendant 48 heures, avec
changement d’eau de dialyse toutes les douze hgusgsi'au pH et a la conductivité de I'eau
distillée. Une partie fut lyophilisée pour analyse.

11.3.3.1.2 Morphologie et taille des nanoparticules synthétiss

Les nanoparticules ont été analysées par diffractes rayons X (Figure 11.3.4) et microscopie
électronique en transmission (Figure 11.3.5).
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Figure 11.3.4 : Diffractogramme des nanoparticulesthétisées par voie hydrothermale a 150°C,
25 MPa et 60 mL.mih(1 = 1,3922 A).
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Par diffraction des rayons X, la poudre synthétieée bien cristallisée. La phase
spinelle est majoritaire mais la phase rhomboédrlgtmatite est également présente a environ
12%. Cette quantification est possible grace apadples intensités du pic (104) de I'hématite
sur le pic (220) de la magnétite (Annexe A.6 (B&0®2; Belinet al.2007)). La phase spinelle
a un paramétre de maille de a = (8,371 + 0,005ppris entre celui de la magnétite et de la
maghémite. Par la méthode de Poix, la déviatiorrggort a la stoechiométrie en oxygene est
de & = 0,05 formule de la structure obtenue peut asirire Fggu.o,0s04, structure moins
oxydée que les particules de magnétite obtenues Ipasynthése de type Massart
(partie 11.1.2.2 : Fg1.0,07704) : N = 18,7 % avec ce dispositif contre 15,3% en batch.

En diffraction des rayons X, le diametre des diista de magnétite est de
(5,4 £ 0,3) nm et celui des particules d’hématitede (65 + 1) nm.

En MET, la phase hématite est peu visible et neoréspas lors de comptage
granulométrique (Figure 11.3.5). La taille moyendes cristallites, par cette méthode, est de
(9 £2) nm.
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Figure 11.3.5 : Cliché MET et comptage granulométre de nanoparticules d’oxydes de fer synthétisés
par voie hydrothermale et continu.

Par la méthode BET, la surface spécifique est d2 $12) m2.g. Cette surface élevée
est due aux petites nanoparticules de magnétite lmanoyenne finale obtenue prend aussi en
compte les grosses particules d’hématite. Ainsisda cas de deux populations de particules,
la taille BET n’est pas judicieuse a utiliser.

Comme observé en microscopie électronique en trige®n mais également en
diffusion de la lumiére, les nanoparticules soestagglomérées en sortie de dispositif et
difficilement redispersables comme le laissait ©1g@p la quantité de poudre piégée dans les
filtres du dispositif juste aprés la synthése. d#leé moyenne des nanoparticules, donnée en
nombre par PCS a pH = 7, est de plus de 2,5 umramanin fort taux d’agglomération. Le
point isoélectrique de cette suspension est de pt%=

11.3.3.1.3 Conclusion sur les nanoparticules synthétisées emie hydrothermale
en continu

Les nanoparticules de magnétite synthétisées oattaile moyenne de cristallites
d’environ (7,2 £ 1,8) nm et sont trés agglomérémssertie du dispositif. Plus de 10%
d’hématite est présente diminuant le pouvoir sugrammagnétique de la suspension. L’hématite
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peut probablement s’étre formée suivant deux phénes Le premier serait un grossissement
des grains de magnétite au dela de 25 nm (GuiglletMIP98) a cause de la température et/ou
de la pression. A cette taille, la phase thermonygaement stable est 'hématite et une partie
des particules de magnétite se serait donc trang®apres croissance dans le réacteur a 150°C
et 25 MPa. Un autre phénomeéne pourrait égalemeoir &u lieu dans le réacteur : le
changement du ratio ions ferreux, ions ferriques.eHet, a pression et température élevées,
une partie des ions ferreux a pu s’oxyder en ienggues. Ainsi, les fer (lll) en excés ont pu
cristalliser en hématite.

L’hématite étant une phase parasite a notre cde®icharges, il s'est révélé nécessaire
de trouver un moyen d’éviter sa formation. Paeai, des essais de syntheses en une étape de
nanoparticules modifiées en surface ont égaleniérdrédrepris.

[1.3.3.2 Synthéses de nanopatrticules citratées

Comme il a été déja énoncé lors de la partie ¢eRtains composés organiques peuvent
étre utilisés pour stabiliser les nanoparticulepeetvent avoir un effet sur leurs tailles et leurs
degrés d’oxydation. L'acide citrique a été envisdggs cette étude pour modifier en surface et
en morphologie des particules d'oxydes de fer etdeemaniere continue. Ses propriétés
chélatantes et antioxydantes, sa biocompatibiitgéi ajue son faible colt en font un agent
intéressant pour des synthéses a I'échelle in@lstri
Des essais en conditions hydrothermale et contimiedté réalisés pour essayer d’éliminer la
phase hématite soit en empéchant le grossissememntcdstallites soit en empéchant
I'oxydation présynthese d’une partie des ions fetren ions ferriques.

[1.3.3.2.1 Conditions de synthése

Comme lors de la modification de surface en modehbale I'acide citrique a été
meélangé dans une solution d’'ions ferreux et feggratio 2:1). Les concentrations des réactifs
sont identiques & celles de la synthése hydrotHermia référence (8.70M de fer (lI) :
16.10° M de fer (l11) et 0,33 M de NaOH), seul I'aciddrijue est ajouté dans des proportions
molaires de 5% ou 100% par rapport aux cation¢réspectivement 1,2.T0M et 24.1CG° M).

La réaction se déroule de nouveau & 150°C, 25 Me@aun débit total de 60 mL.min

La suspension basique est de nouveau neutraliséertie par de I'acide nitrique a iom.
Pour les suspensions avec un ratio molaire de Ifi0gitrates, les filtres semblent avoir moins
piegé de particules, probablement en raison d'anddagglomération moins prononce.

11.3.3.2.2 Morphologie, taille et stabilité des nanoparticules citratées
synthétisées

L’influence du ratio de citrates sur les phasesfzes a été étudiée en diffraction des
rayons X (Figure 11.3.6).
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Figure 11.3.6 : Diffractogrammes des rayons X daogarticules synthétisées en voie hydrothermale
continue avec respectivement un ratio molaire &ateis par rapport au fer de, (a) 5% et (b) 100%
(A=1,3922 A).

Dans les deux cas, la phase spinelle est majenta&int obtenue. En revanche, la phase
hématite est éliminée avec un taux de citrates0@8olquand elle est présente a hauteur de 9%
avec 5% de citrates. En regardant les paramétresaile de la phase magnétite avec 5% et
100% de citrates, respectivementy,a= (8,366 + 0,002) A (soit Rg.ooss) et
100% = (8,389 + 0,003) A (F1-0,0204), ON Voit qu’avec un rapport molaire de 100% eratés

les ions ferreux sont protégés de I'oxydation. @ejpat, pour 5% de citrates, I'oxydation n’est
pas évitée de méme que la formation d’hématite.

Par ailleurs, la largeur des pics de diffractionlal@oudre a 100% de citrates montre que les
tailles des cristallites sont plus faibles, sanstégoar I'effet chélatant des citrates sur les
nanoparticules comme vu lors de la partie 11.2.1.

Les tailles des cristallites ont été mesurées @artrois méthodes habituelles (DRX,
BET et MET). Le Tableau 11.3.3 réunit ces troisrdegtres ainsi que la surface spécifique pour
les synthéses sans citrate et celles avec undatidbo et 100%.

Conditions de Diametre | Diametre MET | Surface spécifique
synthése DRX (nm) (hm) (m2.g™)
Sans citrate 54+0,3 9+2 142 +2
5% de citrates 59+0,1 712 109 + 2
100% de citrates 3,8+0,1 6+2 170+ 2

Tableau 11.3.3 : Récapitulatif des tailles et sudaspécifiques des nanoparticules de magnétite
synthétisées par voie hydrothermale continue ane@tio molaire de citrates de 0%, 5% et 100%

Le ratio de 5% de citrates ne semble pas dimirauéaille des cristallites. En revanche,
le ratio de 100% de citrates diminue assez drastigunt la taille des cristallites.
La microscopie électronique en transmission corditren la faible taille des nanoparticules
synthétisées en présence de 100% de citratesesteatt’'une distribution de taille plus étroite
(Figure 11.3.7).
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Figure 11.3.7 : Cliché et comptage MET de nanopares de magnétite synthétisées en continu et par
voie hydrothermale avec 100% de citrates en ratiaine

Un ratio de 5% molaire n’est pas suffisant dansag d’'une synthése en continu pour
apporter une gquelconque modification par rappoxtr@anoparticules synthétisées sans citrate.
Il est possible que dans ces faibles proportioassdin domaine de température plus élevé que
pour les synthéses en chimie douce (partie Il.2alguantité de citrates n’ait pas été suffisante
pour modifier la surface de la magnétite. Pour figtriceci, il a été nécessaire d'étudier la
surface de ces nanoparticules synthétisées paresaechniques (Zétamétrie, XPS).

Les potentiels Zéta ont été mesurés sur les suspersoxydes de fer synthétisés avec
respectivement 0%, 5% et 100% de citrates. Les tmirbes sont données sur la Figure 11.3.8.
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Figure 11.3.8 : Courbes de potentiels Zéta en fanctu pH & 1M de NaCl pour les nanoparticules
de magnétite synthétisées en continu avec respectivt :A 0% de citrates ®» 5% de citrates et
W 100% de citrates.
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Les nanoparticules synthétisées avec 5% de citraasontrent pas de modification
significative de leur potentiel Zéta (ni avec demlgses en spectroscopie infrarouge) par
rapport a la magnétite seule. En revanche, ave01@8 citrates, les nanoparticules sont
chargées négativement sur toute la gamme de pHambnine modification de la surface de la
magnétite.

Les nanoparticules sont par conséquent stabiliaégeld physiologique (pH = 7,4) et
donc mieux dispersées dans ces conditions permhdianesurer un diamétre hydrodynamique
en PCS compris entre 30 et 60 nm pour trois syathégdférentes réalisées. Cette taille est
corrélée en microscopie électronique en transmmg$tmure 11.3.9). La taille moyenne trouvée
en comptage MET est de 38 £ 15 nm.
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Figure 11.3.9 : Cliché et comptage MET sur une eémd d’agrégats des nanoparticules synthétisées en
conditions hydrothermale et continue avec 100%itlates

En analyses par spectroscopie XPS (Tableau Il.B24)magnétites synthétisées par
voies hydrothermale et continue, sans, avec 5%@%lde citrates ont été analysées avec les
mémes désommations de pics que lors de I'utilisadi® I'acide citrique en batch (partie 11.2.1
et Annexe A.4.6).

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH  Proportion C
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 45,5 43 9 2,5
5% citrates 38 45 9 8
100% citrates 35,5 36,5 0 2
R Proportion C Proportion O
Synthese citrates (%) citrates (%)
Référence 0 0
5% citrates 0 0
100% citrates 12,5 13,5

Tableau 11.3.4 : Proportions, obtenues par XPSfatet de I'oxygéne de la structure spinelle, du
carbone et de I'oxygéne du citrate et du carbonealkution sur la synthése de référence et les
magnétites citratées a 5% et 100% en conditionsdtigdrmale et continue.

Le pic du carbone observé pour 5% de citrate des@nt di au carbone de pollution
car aucun pic vers 288,5 eV caractéristique deefge de liaison du carbone O-C=0 du citrate
n'a été observé. De méme, la contribution de I'eay vers 531,5 eV est donc de ce fait
seulement due aux hydroxyles de surface (Annexg M.#’a également pas été possible de
détecter de citrates par analyses XPS dans l€wasadio a 5%.
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Avec 100% de citrates, les pics propres au carbein@& I'oxygeéne des citrates
confirment la présence de cette molécule en surfageenombre d’hydroxyles a la surface
semble étre nul laissant supposer comme lors dedifiocations de surface en batch
(partie 11.2.1.1) que les citrates se sont couplé la quasi-totalité de ces groupements.

11.3.3.2.3 Conclusions sur les synthéses hydrothermales en ¢immu de magnétite
citratée

La magnétite avec 5% de citrates obteniades synthéses en continu est en tout point
identique a la magnétite sans citrate alors quéhé différente en batch. L'acide citrique étant
en faible quantité au départ de la réaction, iluaétre détruit en grande majorité lors du
chauffage et ainsi ne pas modifier efficacemesuldace des nanopatrticules.

Dans la partie 11.2.1.1, nous avons vu gue lesitasr étaient dégradés aux alentours de 200°C,
on peut donc supposer que lintégralité des 5% maedale citrates ont peut-étre été deétruits
dans les conditions hydrothermales (T = 150°C =28 MPa) quand seulement une partie des
citrates a été détruite avec le ratio de 100%. Aoette quantité, ces molécules chélantes sont
toujours assez nombreuses pour modifier en cofdisurface des nanoparticules, faisant ainsi
diminuer la taille des cristallites et empéchaakydation de la magnétite en maghémite et la
croissance des grains en hématite. Par aillewssna@oparticules synthétisées sont chargées
négativement et ainsi mieux dispersées et miewilisies a pH physiologique. Cependant,
comme toute stabilisation électrostatique, ces particules décantent quand la force ionique
augmente et donc en conditions physiologiques.

Des nanoparticules de magnétite pure chargéesive&gant a pH = 7 ont pu, tout de
méme, étre synthétisées en conditions hydrothesnale continu et en une seule étape grace
au dispositif de I'équipe MaNaPl.

11.3.3.3 Premiers essais de greffage de PEG en continu

Comme lors des greffages de nanoparticules en batgolyéthylene glycol de masse
moléculaire 2000 silanisé (MPEfgrSi) utilisé lors de la partie sur la stabilisatistérique de
la magnétite (partie 11.2.2) a été choisi pour gesde synthétiser et de greffer en une étape des
nanoparticules de magnétite. Cette synthése n'glétie étude préliminaire et demandera a
étre optimisée.

[1.3.3.3.1 Conditions de synthése

Comme lors de la modification de surface en contimec de l'acide citrique, du
MPEGooo Silanisé a été mélangé a une solution d’ions derret ferriques (ratio 2 :1). Les
concentrations des réactifs de la synthése hydrotle ont été de 8.TOM de fer (lI),
16.10° M de fer (Il) et 0,33 M de NaOH. Le PEG a étéuggoa la solution d’ions ferreux et
ferriques dans une proportion molaire par rappaxt @ns fer de 100% soit 24.20M de
MPEGoorSi (pH de la solutiorr 4). Les conditions de réaction ont été de 1508C\VPa et
60 mL.mir".

En sortie de dispositif, la suspension a été nksée a I'acide nitrique TOM puis
dialysée 48 heures avec changement d’eau de dialytas les douze heures.

11.3.3.3.2 Morphologie, taille, chimie de surface et stabilitédes nanoparticules
de magnétite pegylées synthétisées

11.3.3.3.2.1Phase synthétisée et taille des cristallites

Par diffraction des rayons X (Figure 11.3.10), laage synthétisée est seulement de la
magnétite avec un paramétre de maille a = 8,379@20A. Par la méthode de Poix, la formule
de la structure spinelle synthétisée peut s'écrifes1-004304. Les nanoparticules semblent
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donc légerement moins oxydées que lors de la syatthe référence. De plus, la phase hématite
n'a pas éte détectée.
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Figure 11.3.10 : Diffractogramme des rayons X desoparticules de magnétite synthétisées en
conditions hydrothermale et continue avec un raimaire de Si-PEGq,de 100% 4 = 1,3922 A)

Les diameétres des cristallites ont été calculés PR, par méthode BET et par

comptage MET et comparés aux synthéses sans cétawec 100% de citrates (Tableau
11.3.5).

Conditions de Diameétre Diameétre Diameétre | Surface spécifique
synthese DRX (nm) | MET (nm) BET (nm) (m2.g%)
Sans citrate 54+0,1 9+2 nd 142 +2
100% de citrates 3,8+£0,1 62 6+1 170+ 2
100% de mPE&o-Si| 4,8+0,1 7+2 9+1 140+ 2

Tableau 11.3.5 : Tailles des cristallites de la matjte synthétisée en présence de mg§&Si en
conditions hydrothermale et continue comparéesraunoparticules seules et citratées a 100%. nd :
non déterminé car non pertinent.

La microscopie électronique en transmission corditenfaible taille des cristallites et
'absence d’hématite (Figure 11.3.11).
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Figure 11.3.11 : Cliché et comptage MET sur unetaere d’agrégats des nanoparticules de magnétite
pegylées synthétisées par voies hydrothermalentince

La dispersion des nanoparticules synthétiséepesélaendée par PCS, potentiel Zéta et
en microscopie électronique en transmission (Figuel2).

&

Figure 11.3.12 : Cliché MET de I'état de dispersidas nanoparticules pegylées synthétisées par voie
hydrothermale continue

Les nanoparticules paraissent mieux dispersées lavatPEGyorSi en microscopie
électronique en transmission. Le fait que lesefitse soient moins colmatés corrobore cette
observation. Il reste cependant a savoir si le BIE& fixé sur les nanoparticules ou s'il est en
solution.

Par mesure de zétamétrie, la valeur absolue dunflt@éta est identique a celle de la
magnétite nue ne mettant pas en évidence un phéeondéecrantage des charges
caractéristique d’'une stabilisation stérique. Lileta’a pas pu étre mesurée en PCS quel que
soit le pH car trop grande pour I'appareil (tailegérieures au micron). Ces mesures ayant été
faites longtemps apres la synthese, le polymerpumt visiblement plus de réle stabilisant
« a long terme » mais plutét directement aprésheget. Le mPE£fgosSi a pu jouer un réle de
dispersant mais sans réellement stabiliser lespaaticules.

Pour voir si du mPE&¢Si s’était greffé a la surface de la magnétits, @ealyses XPS
(Tableau 11.3.6), thermogravimétriques et en spaciwpie infrarouge ont été effectuées.
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. Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH Proportion C
Synthese i (%) PP (%) i (%) poIIEtion (%)
Référence 45,5 43 9 2,5

mPECzo(o-Si 41,5 39,5 10,5 9
Synthése Proportion C Proportion O Proportion Si Proportion N
PEG (%) PEG (%) PEG (%) PEG (%)
Référence 0 0 0 0
mPECzo(o-Si 0 0 0 0

Tableau 11.3.6 : Proportions, obtenues par XPSfehet de I'oxygéne de la structure spinelle, du
carbone, de I'oxygéne, de I'azote et du siliciummREGgorSi et du carbone de pollution sur la
synthese de référence et la magnétite citratée &t6200% en conditions hydrothermale et continue.

L’analyse XPS montre une présence de carbone detipol des nanoparticules
« pegylées » supérieure au taux observé dans edasmagnétite hydrothermale « nue » mais
'absence du pic caractéristique de I'énergie @ésdin C-O de ce polymére vers 286 eV
(Annexe A.4.6) ne permet pas de conclure quantpadsence de mPEG-Si a la surface de la
magnétite. De plus, aucun pic montrant I'énergidiaeson du silicium (nécessaire au greffage
du polymére sur la magnétite (partie 11.2.2)) nté énis en évidence. L’'oxygene mesuré n'a
donc pas été imputé au mPEG-Si.

Il est difficile de conclure sur la présence réale ce polymére a la surface des
nanoparticules mais leur dispersion en sortie déhgge a tout de méme pu étre observée.
Par analyse thermogravimétrique, la perte de mass® 150 et 500°C par rapport a la
synthese de référence est de I'ordre de 2%, valeaucoup plus faible que lors des greffages
par chimie douce (de l'ordre de 50% partie Il.22.Par analyse infrarouge, les pics
caractéristiques du mPEG ou du mPEG-Si) sont absemte permettent pas de conclure quant
a la présence de polymére a la surface.

L’absence de silicium a la surface, de pics caratigues du polymere et la faible perte
de masse en ATG font penser que les nanopartinidaes pas été greffées par du mPgdsSi
et que en cas d’adsorption de cette molécule arface, sa proportion est tres faible.

Une des hypotheses est la destruction de la fanétiboxysilane lors de la chauffe et
donc I'impossibilité pour le PEG de se greffer lusurface de la magnétite.
Du polyéthyléne glycol a donc été passeé dans fdisf hydrothermal en continu (T = 150°C,
P = 25 MPa et débit total = 60 mL.rifinet a été comparé en analyse par spectroscopie
infrarouge a du PEG silanisé n’ayant pas subiaieetnent (Figure 11.3.13).
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Figure 11.3.13 Spectres infrarouges du mPEG-SitetrdPEG-Si passé en conditions hydrothermales
(T = 150°C, P = 25 MPa et débit total = 30 mL.i)n

A I'exception d’un nouveau pic inconnu vers 1600 cprobablement di & la présence
d’eau dans ce polymére aucun différence n'est ghbbr entre le PEG ayant subi des
conditions hydrothermales et le PEG « classiqueotamment le pic caractéristique de la
fonction carbonyle (1720 ch). Par cette analyse, la fonction carbamate (R-BNG)O-R) du
MPEG-Si ne semble pas avoir été détruite dansarehtions de synthese.

Une deuxieme hypothése du non greffage du PEGsuagnétite pourrait étre le faible
temps de réaction. En effet, la synthese ne dujaetquatre secondes dans le réacteur et la
suspension obtenue étant rapidement neutralisé@és (moins d’'une heure apres le début de
la réaction) aprés synthese, ce polymeéere n'a saogedoas eu le temps de se coupler aux
nanoparticules. Dans la partie 11.2.2, le tempsrékction pour obtenir des nanoparticules
pegylées était de plusieurs heures alors que @anad des synthéses en continu et en voie
hydrothermale, la réaction ne dépasse pas une heuraximum.

Le PEG apporte cependant une dispersion, empéchentnanoparticules de colmater les
filtres.

11.3.3.3.3 Conclusion sur les nanoparticules « pegylées » eontinu

Le PEG mélangé aux réactifs de synthese ne perasetl@ greffer ce polymere a la
surface des nanoparticules comme espéré. Bien gétan de dispersion ait été observé
directement aprés synthese, les analyses effect@epsrmettent pas de conclure quant a son
effet stabilisant a long terme. Par analyse XP®rdsence d’'un excés de carbone de pollution
par rapport a la synthese de référence peut lassggyoser que du polymere se trouve a la
surface de la magnétite synthétisée mais il estatéll’affirmer cette hypothése. Cependant,
'absence de silicium, d’'une perte de masse cores#qlou de pic caractéristique du mPEG en
analyses infrarouge traduisent une faible proporiii® ce polymeéere en surface ainsi que
'absence de son greffage avec la magnétite. ldefaemps de réaction semble étre le facteur
ayant empéché le couplage de cette molécule aficewdes nanoparticules.

Cependant, le mPEmsSi a limité I'oxydation de la magnétite en maghi@&met
empéché I'obtention d’hématite par I'effet réductdu carbone des chaines du polymere. Le
PEG permet également d’éviter le colmatage de®diltlu dispositif permettant un plus long
temps de fonctionnement du dispositif avant netieya
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[1.3.3.4 Conclusions générales sur la synthése hydrothermetecontinue

Le dispositif de synthése hydrothermale en corgipermis, comme lors des syntheses
en chimie douce, d'élaborer des nanoparticules @gnétite. Sans ajout de molécules
réductrices, la phase majoritaire est bien la phg@ieelle recherchée mais avec 12%
d’hématite.

Avec un ratio de 100% molaire d’acide citrique,ffé¢ chélatant et réducteur des citrates
permet de limiter 'oxydation des cations?Fet la taille des cristallites tout en chargeant
négativement la surface des nanoparticules. La étagnainsi synthétisée n’est plus en
présence d’hématite et possede une stoechiométoeygene plus proche de la magnétite pure
gue de la maghémite. Par ailleurs, elle est stalpld physiologique et s’agglomere moins dans
les filtres du dispositif permettant 'augmentatduntemps de fonctionnement.

Avec un polymere, le greffage en une étape escomatgas été possible pour le moment mais
le PEG a montré de nombreux atouts. Il a permidedumt de limiter I'oxydation des
nanoparticules et a évité la formation d’hématietten empéchant I'agglomération des
nanoparticules dans les filtres.

Il n'est pas possible de comparer les synthesesncas des synthéses batch de cette
étude. En effet, les cristallites obtenues en oansont de tailles plus petites que celles
obtenues en chimie douce mais beaucoup trop denptres rentrent en ligne de compte pour
I'explication de cette différence.

Le faible temps de réaction en continu diminue ieBgtre des cristallites quand sa
température élevée devrait 'augmenter. Par aslele contre-ion sulfate ayant un effet
chélatant, comme les citrates, la croissance bim&aloit aussi en étre affectée.

Quoi gqu’il en soit, le dispositif en continu a pésnale synthétiser en continu et en une seule
étape des nanoparticules de magnétite chargéesvedgant a pH physiologique ce qui est un
résultat encourageant pour la suite des étudesdiiples et industrielles de ce matériau.
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[1.3.4 Synthése de magnétite en milieu supercritique

Apres avoir élaboré des nanoparticules de magnetiteonditions hydrothermale et
continue, les paramétres du dispositif ont été ésgbour travailler dans le domaine
supercritique. La pression a été laissée a 25 MRPatempérature montée a 400°C. Le débit
total a di étre diminué & 30 mL.rlipour étre en conditions supercritiques dés le tpadén
mélange. En effet, avec un débit de 60 mL-hiles conditions au point de mélange étaient
sous-critique (température inférieure a 373°C) aetrdaction se faisant de maniére quasi-
instantanée, seule la croissance des grains selaiéans les conditions supercritiques. Avec
un débit de 30 mL.mih le temps de réaction est de I'ordre de huit sgesn

L’objectif de cette partie est de synthétiser denkgnétite ou de la maghémite dans les
conditions supercritiques et sans ajout de baser Rppel, dans la littérature les syntheses
sans base donnent principalement de I'hématiteg@aget al.2001) et 'utilisation d’un agent
réducteur est donc nécessaire pour palier ce pnable

Dans une premiére partie, nous regarderons l'infleedu degré d’oxydation des ions
fer pour la synthése avec base en milieu supepeétpuis I'influence du degré d’oxydation des
cations fer et des citrates en conditions supéjugs sans base.

[1.3.4.1 Syntheses en conditions supercritiques en préserse base :
influence du ratio fer (1) et fer (Il1)

Dans cette partie, le ratio molaire d’ions ferratXerriques a été modifié pour essayer
de synthétiser des nanoparticules de magnétitehgamatite avec de la soude. Un ratio molaire
ferreux/ferrique de 1:2 a été choisi ainsi qu'utiorde 100% d’ions fer (ll) (3:0).

Avec seulement des ions ferreux, la cristallisatienla phase spinelle doit se faire par
oxydation partielle, en température et/ou en poessles Féen F&' et conduire & la réaction :

Fe* &E} OFe* + (1-90)Fe* O mgrc = g Fe,O, + (1—?) [Fe*  Eq.1.3.3

11.3.4.1.1 Conditions de synthése

Dans un premier temps, le ratio molaire (1:2) estd§ et les concentrations de
précurseurs et de soude sont les mémes que lorssytebeses hydrothermales soit
respectivement : 8.10M de fer (Il) ; 16.10°M de fer (lll) et 0,33 M de NaOH. Le deuxiéme
ratio utilisé est le ratio (3:0) soit seulement dess ferreux avec une concentration de
24.10° M.

Les suspensions sont tres agglomérées et ne sev@it pas en sortie du dispositif
mais sont piégées dans les filtres. Les poudre®msuite été récupérées a ce niveau dans de
I'acide nitrique (1G M) puis ont été dialysées pendant 48 heures emgelzat 'eau de dialyse
toutes les 12 heures puis ont été lyophilisées @tvaranalysées.

11.3.4.1.2 Analyses des phases synthétisées: influence du ioatmolaire
fer (1) / fer (1l1)

Les deux conditions de syntheses ont mené a degpaditules cristallisées de phase
magnétite majoritaire avec une proportion d’héreatiespectivement 8% pour le ratio (1:2) et
2,5% pour le (3:0).

Les diffractogrammes des rayons X sont donnés guréill.3.14.
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Figure 11.3.14 : Diffractogrammes de nanoparticuliexydes de fer synthétisées en continu et en
conditions supercritiques avec un ratio fer (Il {#1) de : (a) (1:2) ()= 1,78897 A) et (b) (3:0)
(A=1,3922 A)

Le paramétre de maille de la phase spinelle obtemudomaine supercritique avec
soude pour le ratio (3:0) est de a = 8,38 + 0,Gt Ast de a = 8,35 + 0,01 pour le ratio (1:2). La
phase spinelle obtenue avec uniquement des feeiillonc moins oxydée {ren04704) que
celle obtenue avec le ratio (1:2) ¢k 00304) €t moins d’hématite est présente.

Les pics inconnus observés sur ces diffractogransues probablement dus a des impuretés
détachées du réacteur (en IncShédrs des synthésEs Par analyse EDX, sur des grilles en
microscopie électronique en transmission, cettesg@hgarasite semble étre composée de
niobium, élément rentrant dans la composition tednef’.

Pour de nombreuses conditions de synthéses ercstigae, cette phase parasite a été
observée et a empéché un affinement simple deadidgrammes.
Cependant, par la méthode de Scherrer (Eq. I.B&}put de méme été possible d’estimer une
taille de cristallites mais de maniére moins pe&gg’avec la méthode d’Halder-Wagner.

0= 18004
LB toss
avec la longueur d’'onde en A du rayonnement incidfrg largeur & mi-hauteur corrigée de

la largeur instrumentale (en °) du pic de diffranti® I'angle de diffraction du pic (en radians)
et@la taille des cristallites.

Eqg. 11.3.4

Au vu de la faible largeur des pics de diffractites tailles des cristallites doivent étre
plus importantes que celles de la voie hydrothezmbés tailles de cristallites de la phase
spinelle des deux synthéses ont été déterminéesegarméthode. Il en a été de méme pour la
phase hématite de la synthése avec le ratio md¢lag

Les résultats des tailles trouvées sont donnéslddrableau 11.3.7.

13 Cette observation est peu fréquente lors de syeshsur cet appareillage. Cependant, avant natmpagne de
synthése, un réactif trop corrosif et inadaptétadtai utilisé, créant des piqures de corrosiondesigacteur. Cette
détérioration partielle du dispositif a sans dauteduit aux impuretés rencontrées lors de nos égath
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Conditions de | Diametre DRX | Surface spécifique
synthése (ratio) (hm) (m2.gh)
1F€"/2F€" | 13+1&39+7 22 +2
3Fe’'/0F€’ 25+2 38+2

Tableau 11.3.7 : Tailles des cristallites et suréagpécifique de la magnétite synthétisée en coatien
conditions supercritiques, avec de la soude eéwdiffts ratio d’'ions fer. Les deux tailles obteners
DRX pour le ratio (1:2) sont respectivement cetleda phase spinelle et de I'hématite.

Ces particules étant toutes piégées par les filees étaient tres agglomérées et
aucune mesure d’agrégats n'a pu étre réalisée &) R{Ssant penser a des diametres trés
importants et donc une faible stabilité en susmen@tigure 11.3.15).

Par ailleurs, il a été délicat d’effectuer des ctagps de tailles de cristallites en raison de leur
forte agglomération et de la présence de particodeasites venant de la pollution observée
précédemment.

Figure 11.3.15 : Clichés MET de nanoparticules $)@ttsées en continu et en conditions supercritiques
avec soude pour un ratio molaire fer (Il) / ferl)Itle : (a) (1:0) et (b) (3:0).

En regardant les clichés obtenus en microscopietréteque en transmission, deux
populations apparaissent. Il est probable que Ildes la phase de chauffe, le ratio
fer (I1) / fer (1) soit devenu sous stoechiométigq permettant la croissance de ces deux
populations de structure spinelle :

1) Une structure a petits grains tres pauvre en iemstx et donc proche de la maghémite

2) Une structure a gros grains proche de la magngtitese sont sGrement formés par

processus de dissolution-recristallisation.

Ces phénomenes ont déja été mis en évidence létsdds de J-P. Jolivet sur des
compositions Fe/ Fé" = 0,15 (Jolivet 1994) qui donne des particulesniEghémite de
guelques nanometres et des particules de magdétit®0 a 150 nm aprés 24 heures environ.
Ce qui est nouveau avec le dispositif en eau stipgue est la rapidité d’obtention de ces
grosses nanoparticules de structure spinelle.

11.3.4.1.3 Conclusion sur les syntheses supercritiques en pege de base

Le domaine supercritique en continu avec soude mnipede synthétiser des
nanoparticules de magnétite avec un taux d’hématitea pu étre diminué en augmentant le
taux d'ions ferreux. La encore, la formation d’héiteavient probablement de I'oxydation
d’'une partie des ions ferreux et de 'augmentatieria taille de la magnétite en température
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expliguant peut étre la difféerence de tailles ertss synthéses et celles en conditions
hydrothermales.

Des pollutions ont probablement été causées paydation préalable du réacteur par
pigdres. Cette phase parasite ne provient pas sintaese mais du dispositif et des nouvelles
synthéses devront étre effectuées aprés obtentiarréacteur exclusivement dédié aux oxydes
de fer en 2011.

11.3.4.2 Syntheses en conditions supercritiques en absereake : influence
du ratio fer (ll), fer (11l) et des citrates

Aprés des premieres syntheses en domaine eau stigpeecavec de la soude qui ont
permis d’obtenir la phase spinelle recherchéecdeslitions ont été changées pour synthétiser
de la magnétite sans soude grace aux propriétésatdesupercritique. Les influences du ratio
fer (I1) / fer (1ll) ont été étudiées ainsi que lesl de I'ajout de citrates dans les réactifs. leidé
de l'utilisation du citrate était d’empécher, ou moins de diminuer, I'oxydation des cations
Fe?*, et la formation d’hématite comme lors des syrehds/drothermales.

11.3.4.2.1 Conditions de synthése

Cette étude s’est déroulée sur trois types de égath. une synthése avec un ratio
molaire d'ions fer identique a la littérature (1sd)it 8.10°M de fer (I1) et 16.18 M de fer (II1),
une autre synthése avec seulement des fer (Iluseitconcentration de 24:104, enfin une
derniere synthese avec seulement des ions feet(l)n ratio de 100% molaire de citrates
(concentrations de 24.TM).

La encore, toutes les poudres ont été piégéesléeaiidires et ont été récupérées dans
I'acide nitrique & 18M pour neutraliser la suspension.

11.3.4.2.2 Influence du ratio fer (I1) / fer (111)

Pour le ratio fer (Il) / fer (lll) « classique » jdnase obtenue est seulement de I'hématite
(100%). Dans le cas des ions ferreux seuls, I'hiéenast présente a 41% en proportion molaire
et la phase spinelle I'est donc a 59% (Annexe AO&s résultats prouvent déja la propriété de
I'eau supercritique a faire précipiter sans ajaubdse des nanoparticules d’oxydes.

Les mesures de tailles des cristallites donnenwvdiesirs différentes pour le ratio (1:2)
et le (3:0) (Tableau 11.3.8). Le diffractogrammesdsanoparticules synthétisées avec le ratio
(3:0) n'a pas pu étre affiné a cause des polluta#ja observées lors de la partie précédente
(Partie 11.3.4.1) et les tailles des cristallitest alonc été déterminées par la méthode de
Scherrer.

Conditions de | Diamétre DRX | Diametre MET | Diameétre BET | Surface spécifiqgue
synthese (ratio) (nm) (nm) (nm) (m2.g%)
1Fe*/2Fée' 69 £1 72+6 100 1 12+2
3F€'/OFe" | 39+2&56+2| 5+1&922(Q nd 157 £ 2

Tableau 11.3.8 : Tailles des cristallites de la matjte synthétisée en continu et en conditions
supercritiques sans soude avec différents ratiordbifer. Les deux tailles obtenues en DRX pour le
ratio (3:0) sont respectivement celles de la pteseelle et de I'hématite. Les deux tailles obteruer
comptage en microscopie électronique en transnrigsiar le ratio (3:0) sont les moyennes pour
chaque population observée en MET. nd : hon détermar non pertinent.

En microscopie électronique en transmission, ont el rendre compte que la
distribution de tailles des cristalltes d’hématitdbtenue avec le ratio (1:2) est trés
monodisperse. En revanche, pour la synthese aseéarls ferreux seuls, la distribution est trés
hétérogéne avec deux populations, une centrée sun Bt une seconde centrée sur 90 nm
(Figure 11.3.16 et Figure 11.3.17).
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b)

Figure 11.3.16 : Clichés MET des nanoparticulesartes en domaine supercritique avec un ratio
molaire fer (II) / fer (1ll) de : (@) (1:2) et (b)3:0)
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Figure 11.3.17 : Comptage en microscopie électraigigen transmission des nanoparticules obtenues en
domaine supercritique sans soude avec un ratio ingofar (I1) / fer (Ill) de : (a) (1:2) et (b) (3}

Par diffraction des rayons, la taille moyenne dpHase spinelle est plus grande que la
plus petite taille observée au MET (39 nm pour § laissant supposer qu’une partie des gros
grains observée en microscopie électronique ersriimsion (Figure 11.3.16) est de phase
spinelle. La surface spécifique élevée dans ladoastio (3:0) est due aux petites particules de
magnétite mais ne permet pas de donner une taij@nme a cause de la population de grosses
particules d’hématite.

Cependant, cette petite valeur traduit bien laef@roportion en nombre de petites
cristallites comme observée en MET (Figure 11.3.1&s clichés par microscopie électronique
montrent deux populations pour cette condition ylglese avec seulement des ions ferreux.
Les petites particules étant probablement de lanétéig et les grosses particules de I'hématite.
L’hématite s’est sGrement formée, dans ce casgmasissement des particules de magnétite
en milieu hautes températures et hautes pressions.

On peut remarquer que l'augmentation du ratio diter (II) permet de synthétiser de
la magnétite sans base mais dans des proportitatsreenent faibles (inférieures a 60%).
L'influence des ions citrates sur cette synthésecaseulement des ions ferreux a donc été
étudiée.
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11.3.4.2.3 Influence des citrates dans le ratio (3:0)

Par diffraction des rayons X, la phase obtenuelagihase spinelle avec trés peu
d’hématite (proportion inférieure a 0,5%). Figuk8..8 on observe un dédoublement des pics
de la phase spinelle. Une phase a gros grainseexsec un parametre de maille
(a=8,394 + 0,001 A) soit une déviation par rappola stoechiométrie de I'oxygéne trés faible
par rapport a la magnétite 3ne) 0osOa-

Une deuxiéme phase a petits grains posséde un ¢iaeade maille (a = 8,347 + 0,001 A) soit
une phase tres oxydéesf® 10504 proche de la maghémitedne 1110a.

Notre poudre serait donc composée de magnétitesaggains et de maghémite a petits grains
comme lors de la partie 11.3.4.1.
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Figure 11.3.18 : Diffractogramme des nanoparticugthétisées en conditions supercritiques en
continu avec un ratio de fer (3:0) et 100% de d¢i#ga@l = 1,3922 A)

Par la méthode de Le Bail, deux tailles moyenne<ritallites ont été trouvées,
(17 £3) nm pour les petites cristallites qui samaisemblablement de la maghémite et
(47 £ 4) nm qui sont sGrement de la magnétite.
La microscopie électronique en transmission a dgiparaitre deux populations de phases
spinelle (Figure 11.3.19) :
1) de petites particules de maghémite
2) des grosses particules (supérieures a 100 nm) geétitz
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Figure 11.3.19 : Cliché et comptage MET de nanojaites de magnétite et de maghémite obtenues en
continu et en conditions supercritiques sans baseec citrates

Par comptage en microscopie €électronique en trassoni, il existe une population de
nanoparticules majoritaire aux alentours de 3040 Au-deld, il existe des cristallites de taille
polydisperse s’échelonnant de quelques dizainesdemetres au-dela du micron.

Par diffraction des rayons X, les phases majoesagont la magnétite et la maghémite.
Ainsi les citrates semblent avoir protégé de I'atyon les ions ferreux des nanoparticules et
permis la croissance de particules de magnétitplale de 0,5 pm. Ils n’ont cependant pas
permis la dispersion des nanoparticules et n'étamsut étre pas assez nombreux pour
influencer la surface des agrégats. Les citrataenbplus dans ce cas sur la limitation de
I'oxydation que sur la diminution de la taille desstallites.

Les tailles obtenues sont résumées dans le Tabld&u

Conditions de
synthese (ratio)

Diametre DRX
(nm)

Diametre MET
(nm)

Surface spécifique
(m2.g")

3Fe"/0Fe?
100% citrates

17+3&47+4

100 + 40

7,3+0,5

Tableau 11.3.9 : Tailles des cristallites de la magjte synthétisée en continu, en conditions
supercritiques sans soude et avec citrates. Les wglles obtenues en DRX sont vraisemblablement
respectivement celles de la maghémite et de la éisgnlLa taille obtenue par comptage en
microscopie électronique en transmission est lagnog des cristallites observées en MET qui étaient
trés polydisperses.

11.3.4.2.4 Conclusions sur les synthéses supercritiques en abpse de base

Le domaine eau supercritique a permis d’obtenir rBesoparticules bien cristallisées
sans utilisation de base. Cependant, sans cileatghase majoritaire, quel que soit le ratio
fer (I1) / fer (Ill) choisi, est ’hématite bien gu’augmentation du taux d’ions ferreux diminue
sa formation.

En utilisant les citrates pour leurs aspects chstatet réducteurs, de la magnétite et de
la maghémite ont pu étre synthétisées.

Les cristallites sont cependant tres polydispezsetsille et tres agglomérées les rendant
instables en suspension. Des optimisations seront @& envisager dans cette voie pour
diminuer ces problemes en utilisant, par exemps,retios plus importants de citrates.
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[1.3.5 Conclusion sur les syntheses hydrothermales en oant

En conclusion sur cette partie et avant de discdesesyntheses réalisées en domaine
hydrothermale (T = 150°C et P = 25 MPa) et en damaupercritique (T = 400°C et
P = 25 MPa), il faut noter que le dispositif déyglé au sein de I'équipe MaNaPIl a permis de
synthétiser en continu des nanoparticules d’oxylteter. L’hématite étant la phase facilement
obtenue dans des domaines de pressions et de &orpsrimportantes, 'objectif était de
réussir a obtenir la phase spinelle de magnéfive elie maghémite.

Au niveau du domaine hydrothermal, I'ajout de ¢ésaen proportion de 100% a permis
d’obtenir des compositions proches de la magnétite (8,389 + 0,003) A) de tailles de
cristallites d’environ 5 nm et de diametre d’agtégampris entre 30 et 60 nm.

Grace aux citrates, I'oxydation de la magnétite liesitée méme en continu et la formation
d’hématite est évitée soit par diminution de l'oagidn de fer (Il), soit par chélation des
cristallites empéchant leur augmentation de tatldeur changement de phase vers les gros
grains.

La charge de surface de ces nanoparticules a égatedté modifiée permettant la
stabilité de la magnétite a pH physiologique.

L’ajout de PEG dans la réaction a également éaiférimation d’hématite et diminué la
taille des cristallites mais n'a pas permis deiban les nanoparticules par répulsion stérique
suite a un greffage covalent qui n’a pas eu liees Bméliorations du procédé sont envisagées
pour tenter de synthétiser et de greffer en uneeéda la magnétite pegyléee.

Il a donc été possible de synthétiser en une émpesontinu et en grande quantité
(6 g.H") des nanoparticules superparamagnétiques destaitiele morphologie compatibles
avec le milieu biologiqgue mais qui n'ont pas pweésstées faute de temps. Ces résultats sont
cependant prometteurs et de nouvelles campagneaiel@vétre envisagées pour diminuer,
entre autres, la dispersion en taille des nanapges.

Dans le domaine supercritique, quelles que soiest donditions choisies, les

nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées ont tdékes trop importantes pour le vivant
(supérieures a 300 nm) soit au niveau des crigs|lsoit parce qu’elles sont trop agglomérées.
Cependant, il a été montré I'influence du raticods ferreux et ferriques pour des synthéses.
Quand les ions ferreux sont seuls présents comréeurseurs, la proportion d’hématite
diminue que I'on soit avec ou sans base.
Les synthéses avec de la base ont permis d’obtegjoritairement la phase magnétite quand la
phase majoritaire sans base était I'hnématite. IHoac été possible de synthétiser des
nanoparticules cristallisées sans [I'utilisation tese grace aux conditions de Ieau
supercritique.

Avec les citrates (a 100%) et sans base, la distoib en taille est bimodale avec deux
populations de tailles difféerentes: des gros grail® magnétite et des petits grains de
maghémite sans présence d’hématite. Les citratésaossi protégé de I'oxydation des
particules de magnétite de plus de 200 nm qui ardrpitre en conditions supercritiques sans
base sans se transformer en hématite.

La présence de niobium lors d’analyses en rayom®u§ laisse supposer I'oxydation
probable du réacteur par les réactifs trop acidesgenre d’oxydation n'ayant jamais été
observé lors de synthéses d’autres matériaux sdispesitif. Le contréle du pH des réactifs
sera donc a envisager.

S'il ne fallait retenir qu’'une condition par domairde synthése, il faudrait garder
I'utilisation du citrate en proportion molaire deDQP% en conditions hydrothermales et
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supercritiques car dans les deux cas, il a perfistehir des phases d’'oxyde de fer spinelle
dépourvues d’hématite.

De plus, dans les conditions hydrothermales, le@particules synthétisées ont été stabilisées
a pH physiologique et ont une taille d’agrégats patibles avec le vivant.

Cette étude n’'a été que prospective et au vu detmauses inconnues du domaine
supercritique, il a été difficile de comparer lgathéses précédentes obtenues en mode batch a
ces nouvelles syntheses réalisées sur le dispdsitfothermal en continu. Par ailleurs,
'obtention d’'un réacteur batch pouvant travaillr conditions supercritiques ainsi que la
réalisation de nouvelles synthéses en changeauntreaparametres (débits, pressions, autres
domaines de température) permettront de mieux cemdpe les mécanismes de réaction et
aussi d’'optimiser I'obtention de nanoparticulestddle monodisperse. Enfin, I'évolution en
2011 du dispositif par I'ajout d’'une voie pour leeffage de polymére devrait permettre I'ajout
d’agents dispersants a différents moments durarsytdhése permettant ainsi d’essayer de
mieux stabiliser ou greffer des nanopatrticules.
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1.4 Conclusion générale sur la synthese, la modificatmode
surface et la fonctionnalisation des nanoparticules

L’objectif de ce chapitre était de synthétiser desoparticules magnétiques pouvant
étre utilisées comme agents de contraste en Ineagari Résonance Magnétique (IRM). Ces
nanohybrides devaient avoir des tailles d’agrégdésieurs a 150 nm et étre stables dans les
conditions physiologiques (pH = 7,4 et force iomgu0,15 M).

Deux approches d’élaboration ont été étudiées :

- Par méthode classique de co-précipitation, des paatioules de magnétite en partie
oxydée ont été synthétisées. Leur surface a endtdtéonctionnalisée par différentes
molécules (acide citrique, DMSA, mPEG-Si, rhodamimp®ur leur conférer une
stabilité dans des solutions chargées en sel. [@aras de I'acide citrique, I'impact de
cette molécule sur la taille des cristallites aé¥Mglué.

- A l'aide d'un dispositif de synthese hydrothermale continu pouvant s’étendre au
domaine eau supercritique, des nanoparticules dexyle fer modifiées en surface
avec des tailles et des phases diverses ont digeesen une seule étape

Avec un meélange stcechiométrique d'un ion ferrewurpdeux ions ferriques
(1 Fé' / 2 Fé") dans une solution basique, un oxyde de fer detsire spinelle est obtenu. Des
cycles de centrifugation ont permis de diminuetaiie moyenne des agrégats élémentaires
(23 nm par PCS) et d'éliminer les « gros » agré@ailes supérieures a 150 nm) ne pouvant
pas étre utilisés dans les applications biologiousses.

Le lavage choisi pour éliminer I'excés d’ions erusion est lapeptisation de la
suspension a pH acide (pH = 1). A ce pH, les natiopfes sont stables grace aux
groupements hydroxyles de surface g)Hnais également oxydées. Ainsi, la formule des
oxydes de fer synthétises peptisés esk1 50, (avecd la déviation en stcechiométrie de
'oxygéne = 0,077) soit une composition entre lggn&ite (FeO,4 : d = 0) et la maghémite
FeOs;: & = 0,111), deux compositions présentant des pr@grissuperparamagnétiques
recherchées pour les applications en IRM. Les hydes de surface conférent une stabilité aux
nanoparticules dans des domaines de pH acide &ubamais ne permettent pas de les
stabiliser dans des conditions physiologiques. Gégeat, ces groupements sont réactifs et ont
permis le couplage de molécules stabilisantesarface de la magnétite.

Pour modifier la surface des nanoparticules endautes stabiliser dans des conditions
physiologiques, deux types de molécules ont étisédi: des acides carboxyliques (acide
citrigue et DMSA) et des polymeres non chargés (GH3g).

En premier lieu, 'utilisation d’acide citrique dictement en co-précipitation a permis de
réduire la taille des cristallites et de chargegaté&ement la magnétite a pH proche de 7. Des
ratios acide citrique/fer élevés (supérieures a)2086 permis de couvrir une partie importante
des hydroxyles de surface et, pour un ratio de 10@%ydation de la magnétite a été moindre
(6 =0,057). Le DMSA utilisé post-synthese a égaldnsbargé négativement les oxydes de fer
et a permis de les faire floculer a des pH = 3-d.plus, en théorie, les fonctions thiols de cet
acide carboxylique peuvent étre utilisées pourdeptage de molécules. Cependant, ceci est
rendu difficile de part la formation rapide de pordisulfures (S-S). Ces stabilisations
électrostatiques ont permis de disperser les natogas a pH physiologique mais en cas de
forces ioniques élevées, une décantation est toatéine observée.

Dans un second temps, des mPEG-Si de longueursaiiees différentes (800, 2250 et
5250 g.mof) ont été utilisés pour stabiliser stériquement degdes de fer. Il n'a pas été
possible de prouver I'existence de la liaison SF®earactéristique du greffage du mPEG-Si a
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la surface des nanoparticules mais par leurs satidns en conditions physiologiques,
I’hypothese d’un greffage covalent a été retenue.

Ces chaines de polyméres ont permis de protégamxyelation les fonctions thiols du
DMSA greffé conjointement a du mPEG-Si sur des parnicules. Par cette nouvelle
approche, il a été possible de coupler une moléttuteréactive (la rhodamine-maléimide)
plusieurs jours apres synthéese alors que ce n'géaitpossible sans utilisation de mPEG-Si.
L’effet floculant du DMSA vers pH = 3 avait été d¢kiopour mieux éliminer I'exces de
polymére mais il s’est avéré que l'acidité détmrit fait une grande quantité des chaines du
mMPEG-SI, ce qui conduit a la déstabilisation deuspension en cas de fortes forces ioniques.

Enfin, en utilisant des rhodamines couplées a dastibns silanes, des nanoparticules
pegylées ont été élaborées pour étre détectahiesipascopie a fluorescence.

Avec le dispositif hydrothermal en continu, il aéépossible de synthétiser des
nanoparticules d’oxydes de fer en conditions hydrohales (T = 150°C et P = 25 MPa) et en
conditions supercritiques (T = 400°C et P = 25 MPa)

En conditions hydrothermale, de la magnétlte=(0,02) de taille de cristallites proche
de 5 nm et de tailles d’agrégats compris entret3enm a été synthétisée en présence d’'un
ratio molaire de citrates de 100%. Ces nanopaeticsbnt, par ailleurs, chargées négativement
et donc stabilisées a pH physiologique. Dans @etite, le citrate a montré une efficacité pour
limiter I'oxydation de la magnétite dans ces condé de hautes températures et de hautes
pressions : a la fois par diminution de I'oxydatides ions ferreux mais aussi par chélation
empéchant une augmentation de la taille des diistalet un changement de phase vers
’hématite @-Fe0s).

Des essais identiques avec du mBf&Bi n‘ont pas permis de stabiliser les
nanoparticules d’oxydes de fer mais ont empécHhérkaation de la phase parasite hématite
obtenue sans utilisation de molécule pour modifiesurface.

En conditions supercritiques, les nanoparticulegmies sans utilisation de base avec
un ratio F&/F" staechiométrique (1/2) sont majoritairement derfibéte. Cependant, en
augmentant ce ratio (3/0) et en utilisant un raiiate/fer de 100% il a été possible d’obtenir
majoritairement des grosses particules de magnglédailles supérieures a 300 nm) et des
petites de maghémite (de taille proche de 30 nm).

Cette étude a permis de synthétiser en grandeitfudes oxydes de fer (6 ghmais
les suspensions ne sont pas assez stables paétudes biologiques.

Grace a la stabilité en conditions physiologiquess chanohybrides synthétisés,
principalement ceux obtenwsa la co-précipitation classique, des essais biolsgggont été
réalisés. Dans un premier temps, les interactiensa$ nanohybrides avec le vivant ont été
évaluées avec des tests de cytotoxicité et diateation. Enfin, les efficacités en tant
gu’'agents de contraste en IRNIitro etin vivode ces oxydes de fer ont été mesurées.
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Chapitre lll Cytotoxicité, internalisation et efficacité en
tant gu’agents de contraste en IRM des nanoparticels
d’oxyde de fer superparamagnétiques (USPIO)

Les nanoparticules d’'oxyde de fer synthétiséesaifides en surface par des acides
carboxyliques et/ou des polyéthylénes glycol oatd#veloppées comme agents de contraste
pour limagerie par résonance magnétique (IRM). &mie, ces particules, aprés
fonctionnalisation par des molécules biologiquesdes protéines, seront utilisées pour le
ciblage des pathologies cardiovasculaires. Posuii® de ce manuscrit, nous utiliserons le
terme générique anglo-saxon d’'USPIO (Ultrasmall éeBpramagnetic Iron Oxide) pour
désigner nos nanoparticules d’oxyde de fer modifede surface. L'USPIO s’oppose au SPIO
(SuperParamagnetic Iron Oxide) par des taillesrdgats €lémentaires inférieures a 50 nm
(Zhanget al. 2009) comme cela a été le cas dans notre étudg.del détails sur les USPIO
sont donnés dans la partie 1.2.

Pour obtenir une autorisation de mise sur le marGheM), les compagnies
pharmaceutiques sont soumises a des tests impgodanteurs produits avant d’obtenir ces
autorisation¥'.

La premiére étape primordiale aprés identificatitune nouvelle molécule est son
étude préclinique Elle regroupe trois phases consistant a évaluer :

1) La toxicologie (cellulaire, animale et humaine)

2) La pharmacologie expérimentale. Il s’agit d’estirfiefficacité de la molécule sur des
modéles cellulaires puis animaux

3) La pharmacocinétique et le métabolisme. Cette ggubrte sur I'évaluation de
I'absorption, la biodistribution ou I'éliminationred molécules d’intéréts.

Une fois cette étape passée,recherche clinique peut commencer. Il s'agit alors
d’étudier l'efficacité, sur des patients, de la émlile ayant été validée lors de la phase
préclinique. Elle est divisée en trois phases :

Phase 1 Le médicament est testé sur des patients votestat sains avec des doses

croissantes pour évaluer le seuil de tolérancédganisme a la molécule.

Phase 2 L’efficacité du médicament ainsi que la dosempte avec le moins d’effets

secondaires sont testées sur une petite populdgipatients hospitalisés.

Phase 3 Cette derniere étape consiste a tester sur w@amalgmpopulation de malades

I'efficacité réelle de la molécule et de la compaex molécules déja existantes ou a

un placebo.

Une fois toutes ces étapes passeées, le médicai@mteson autorisation de mise sur
le marché. Le temps minimal pour valider toutesétapes est de I'ordre de 10 ans. Ainsi, il
est nécessaire de commencer les études préclifgphss rapidement possible.

Pour répondre a ce cahier des charges, des phasatudtion et de pharmacologie
expérimentale de nos USPIO ont débute.

14 |_es phases pour I'accés au marché d’un médicaomerité décrites sur le site Internet de « Lesdpnises du
Médicament » LEEM : http://www.leem.org (consultéao(t 2010).
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Dans ce chapitre, la cytotoxicité des différentasaparticules a été estimée sur trois
types cellulaires.

Dans un second temps, le pouvoir contrastant deaes-objets a été évalu@vitro
etin vivo. L'effet de la modification de surface sur cesuleds a également été étudie.

[11.1 La cytotoxicité des nanoparticules synthétisées

La mise en contact de nanoparticules avec du reat#dlogique peut provoguer une
toxicité plus ou moins importante. Quand on mesar@xicité sur des modeles biologiques
cellulaires, on parle alors de cytotoxicité. Il @slispensable d’estimer cette cytoxicité sur
différents modeles cellulaires avant de passenjdttion a I'animal (Mahmoudget al.2009).

[11.1.1 Les modeles cellulaires étudiés

L'objectif de ce travail est d’élaborer des agemgscontraste en imagerie médicale,
principalement en IRM. Ainsi, ces oxydes de fedoe/ent induire qu’une tres faible toxicité.
Comme vu lors de la partie 1.3, les USPIO sont miajoement des agents de contraste
hépatiques. Ills sont également sujets a étre mlisés par des cellules du systeme
immunitaire, notamment les macrophages. Des mod&kslaires, en lien direct avec ces
deux phénomeénes, ont donc été choisis: des hépedoqcellules HepG2) et des
macrophages (cellules RAW) auxquels se sont ajsutdes cellules cardiaques
(cardiomyocytes) : I'objectif applicatif final dees nanoparticules étant de cibler des
pathologies cardiovasculaires.

Ainsi, trois modeles cellulaires ont été utilis@sipcette étude de toxicité.

[11.1.1.1 Les macrophages RAW (TIB-71)

Des macrophages de type RAW 264.7 proviennent alésseucémiques. Ce sont des
cellules adhérentes de lignée établie, c'est-aeplitelles peuvent étre cultivees indéfiniment,
on parle alors de lignée immortalisée. Elles s&ti@nnent deux fois par semaine dans du
milieu DMEM™® & 10% de sérum de veau foetal avec des antibistidpes cellules RAW ont
été utilisées comme modeie vitro pour simuler I'élimination des nanoparticules par
systeme immunitaire. En effet, les macrophages destmonocytes dont la fonction est la
destruction par ingestion des corps étrangers &diosme (communément appelés
microorganismes) comme des corps nécrotiques, deferies, des poussiéres ou nos
nanoparticules. Ainsi, pour ces cellules en paligcuune recherche d’internalisation des
nanoparticules par les macrophages a été effeetigsra détaillée dans la partie 111.1.4.

5 Le DMEM est un milieu de culture cellulaire comgod’ions minéraux (NaK*,PQy,CI,C&*,SO7,...)
d’acides aminés, de vitamines et de glucose.
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Figure Il1.1.1 : Cliché en microscopie optique daarophages colorés par du bleu de Prusse Objectif
x100

Les macrophages ont donc pour réle I'éliminatiors d#échets présents dans
I'organisme par un procédé de phagocytose, unesépionmunitaire non spécifigtfe
La phagocytose peut étre séparée en cinq étappsdHll.1.2) :

1) L'adhésion. Au cours de cette étape la membrane du macropkabéere au
microorganisme avant ingestion.

2) L'ingestion. Le phagocyte émet des pseudopodes qui ento@renictoorganisme et
forment une vésicule de phagocytose appelée phagoso

3) La digestion Durant cette étape, des lysosomdasionnent avec la membrane du
phagosome et déversent leurs enzymes qui digaxenickoorganisme. La fusion du
lysosome et du phagosome crée un phagolysosome.

4) L’exocytose Les débris sont rejetés en dehors de la cellule.

5) L’incorporation . Dans le cas de bactéries, par exemple, le maagaphmcorpore a
ses molécules CMH, des fragments protéiques de I'antig€r@ppelés déterminants
antigéniques). Cette cellule devient alors unautelbrésentatrice d’antigenes activant
la réponse immunitaire spécificfde

Pseudopodes Molécule de

Phagolysosome

Figure 111.1.2 : Schéma des différentes étapesadehbgocytose de corps étrangers (en rouge) dans
un macrophage. Aprés adhésion entre le macrophiage microorganisme, celui-ci est ingéré par
une invagination membranaire dans un phagosomeC@phagosome fusionne ensuite avec des
lysosomes (en violet) (3) et les enzymes lysossrdgerent les microorganismes qui sont rejetés de
la cellule par exocytose (4). Une partie des fragtegrotéiques résidus de digestion est incorporée

% | a réponse immunitaire non spécifique est la peeenbarriére de défense du corps contre des im&sio
quelconques. Elle s’attaque a tous les microorgagsssans aucune distinction et est donc rapidelyiglente.

" Les lysosomes sont des organites cellulaires pigsans toutes les cellules eucaryotes animades ¢hez
les hématies) qui comportent des enzymes entrastlda phénoménes de digestion cellulaire.

18 De maniére trés succincte, le complexe majeustbhompatibilité (CMH) est une molécule présentelssi
cellules permettant leur reconnaissancea@uCe complexe est appelé HLA chez I'étre humain.

19 ’antigéne est une macromolécule qui est recomparde systéme immunitaire pour engendrer une on
immunitaire.

% La réponse immunitaire spécifique est basée suedannaissance du non-soi c'est-a-dire des metgcul
reconnues comme étrangéres a l'organisme. Cettmsépest plus lente que la non spécifique et néeasse
reconnaissance préalable de I'agent infectieux estispécifique et donc adaptée a chacun et peahiulelus
rapide et plus intense grace a sa faculté de mémoir
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aux molécules CMH pour créer une cellule présematd’antigénes pour des réponses immunitaires
spécifiques (5).

[11.1.1.2 Les cellules hépatiques HePG2 (HP-8065)

Les cellules hépatiques de type HepG2 proviennentatcinomes de foie humain.
Comme pour les RAW, ces cellules sont adhérenteke dignée établie. Leur entretien est
identique a celui des macrophages. Ces cellulesétintutilisées comme modele pour la
recherche de toxicité hépatique. Les oxydes dedapmétriques commerciaux (Bourrirett
al. 2006) se dirigent majoritairement vers le foie fwis le produit injecté et créent ainsi un
contraste au niveau de cet organe. Avec ce modeke,études d’internalisation de nos
nanoparticules ont également été réalisées.

Figure 111.1.3 : Cliché en microscopie optique ddlales hépatiques colorées par du bleu de Prusse.
Objectif x100

[11.1.1.3 Les cardiomyocytes

Les cardiomyocytes (CM) sont des cellules adhésedéecceur de rats nouveau-nés.
Elles sont post-mitotiques différenciées c'estra-dju’elles ne proliferent pas de maniére
infinie. Les CM sont ensemencés dans du milieu HAMvec 20% de sérum de veau fcetal,
des antibiotiqgues et un supplément de chlorure dieiven (0,5% d'une solution a
27 mg.mLY). Ces cellules ont la capacité d’avoir un autosmaé propre (battement)
permettant de modéliser le comportement d’'un coeuratl adulte. Pour des applications
ultérieures dans le domaine cardiovasculaire, lssGnt un bon modele pour regarder leur
comportement vis-a-vis de l'injection d’un corpsa@iger comme nos nanoparticules. Ainsi,
la cytotoxicité des USPIO ainsi que leur interratien par les CM ont été étudiées.

Figure 111.1.4 : Cliché par microscopie en contraste phase d’'un cardiomyocyte de rat nouveau-né.

2L Le HAM est un milieu de culture cellulaire compaz#mme le DMEM d'ions minéraux (N&*,PO,,CI,

cd’,SO7",...) dacides aminés, de vitamines et de glucose. eMHposséde plus d’acides aminés non
essentiels que le DMEM.
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I11.1.1.4 Conclusion sur les modeles cellulaires étudiés

Pour tous les essais biologiquesritro, des cellules adhérentes ont été utilisées. Elles
présentent I'avantage d’étre plus facile a manipgie les cellules suspensives pour changer
les milieux de culture (notamment lors des testscymtoxicité) et de reproduire les
interactions existantes entre les cellules damgdioe.

Ces cellules poussant en monocouche, tous les dastété réalisés a 70-80 % de
confluencé®. Les doses utilisées lors de I'administration distg de contraste ou de
médicaments sont classiguement données en quédatitdatiere par unité de volume ou de
masse. Pour nos essaisvitro, les cellules étant adhérentes, nous avons ranenédosesn
guantité de matiére par unité de surfacelL’hypothese principale retenue est que toutes ces
cellules croissent en monocouche et ainsi, quiipbéss judicieux d’exprimer nos résultats (en
vue de comparaison avec la littérature) par rappdat surface de cellules et par rapport au
volume total de milieu utilisé. En effet, le volurest fixé par I'utilisateur, il peut donc varier
d'une expérience a l'autre et ainsi donner desltasudifférents alors que la surface de
cellules reste fixe dans des boites de culture @mendiametre permettant une meilleure
reproductibilité des mesures. En effet, en raisohear une quantité de matiére par unité de
volume, le nombre réel d’'USPIO en contact avecctdhiles pourrait énormément changer,
les nanoparticules proches de la surface de crmesdes cellules pouvant uniquement
interagir avec ces dernieres.

[11.1.2 Comparaison avec un agent commercial : le Cliavist®

Pour tous les essais biologiques réalisés durate étude, il a été nécessaire de
choisir un produit de contraste comme référencdreNohoix s’est porté sur le Cliavist®
(aussi appelé Resovist® ou Ferucarbotran) qui esigent de contraste pour I'lRM a base
d’'oxyde de fer enrobé dans du carboxydextran deot@été Bayer-Schering. Ce produit a
remplacé au sein du CHU de Dijon 'Endorem®, prodei contraste a base d’oxyde de fer de
la société Guerbet, utilisé jusqu’a fin 2008. Léea@kt® est un produit principalement utilisé
au sein du service dimagerie du CHU de Dijon pdeircontraste du foie. En effet,
'accumulation de ce produit est majoritairemenpdt&gue (80% de la dose injectée est
retrouvée dans cet organe), un peu au niveau rdgédd8 a 9% de la dose injectée) et les 10%
restants se répartissent dans divers organes (poaumons, reins,...) (Reimet al.2003).

Ce produit se rapproche de nos USPIO par sa cotigppsnais également par sa
morphologie. En effet, le Cliavist® est composé mnoparticules d’oxyde de fer de
composition comprise entre la magnétite ;B¢ et la maghémitey{Fe,03) de diametres
hydrodynamiques d’environ 62 nm en moyenne. Lestallites quant a elles sont de 4,2 nm
(mesurées par comptage en microscopie électroriReieneret al. 2003)) et 'ensemble des
nanoparticules de ce produit est relativement idaata nos USPIO morphologiquement
(Figure 111.1.5). La différence principale entresnproduits de contraste et le Cliavist® est
donc la modification de surface.

22 0n parle de 100% de confluence quand les cellbésecouvert entiérement la surface de la boit€etei
permettant leur culture.

138



Chapitre Ill.1 : La cytotoxicité des nanoparticugmthétisées

Figure 111.1.5 : Cliché MET des nanoparticules diéa@ist®

La modification de surface du Cliavist® est faitpaitir de carboxydextran (composé
de mannitol et d’acide lactique) dans une proportitassique par rapport au fer de un pour
un. Dans notre cas, nous avons utilisé des polsnéngrophiles et/ou des acides
carboxyliques. L'enjeu a donc été de voir si cettedification de surface influencait la
toxicité et le pouvoir contrastant de nos USPIO.

Pour finir sur les propriétés du Cliavist®, sa aamication est de 0,5 mmol de fer/mL.
La posologie recommandée est de 0,45 mmol de fe08omL de produit pour des patients
de moins de 60 kg et de 0,7 mmol de produit sditnl. de Cliavist® pour les patients de
plus de 60 kg (Schering 2003). Ainsi, la dose mak@minjectée aux patients humains peut
étre ramenée B2 umoles de fer par kg
Le Cliavist® a été utilisé comme référence lord'éide biologique.

[11.1.3 La mesure de la viabilité cellulaire (le test MTT)

En premier lieu dans cette étude biologique, il t& Bécessaire d’évaluer la

cytotoxicité des nanoparticules synthétisées suirtés modeéles cellulaires décrits.
Le test de mesure de viabilité retenu a été |eMast.
Les USPIO choisis pour cette étude onf¥%té

- USPIO seuls
USPIO fonctionnalisés par du mPkg Si
USPIO fonctionnalisés par du mPEg Si
USPIO fonctionnalisés par du mPkg-Si et du DMSA
USPIO fonctionnalisés par du mPggeSi et du DMSA
Les cytotoxicités de toutes ces nanoparticulegtitntomparées a celle du Cliavist®.

% Des essais avec des USPIO fonctionnalisés paidéagitrique, le DMSA et/ou par le mPE ont été
également réalisés mais la faible stabilité desstespensions n'a pas permis une bonne exploitalioces
résultats. Les USPIO synthétisés dans le dispdsitifothermal en continu n'ont également pas &tésefaute
de temps.
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[11.1.3.1 Principe du test MTT et conditions opératoires
[11.1.3.1.1 Principe du test MTT

Le test MTT est un test indirect de la viabilitéllgaire qui mesure lactivité
meétaboligue mitochondriale de la cellule a l'aidendproduit, le MTT ou bromure de
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazatn). Ce produit jaune est transformé en
formazan violet-marron par la chaine respiratoies dhitochondries. Plus le métabolisme
cellulaire est élevé, plus la quantité de MTT méliaBe est importante et donc la coloration
marron est intense. Par mesure colorimétrique ditlasice a 570 nm par rapport a des
contrbles, il est possible d'estimer le pourcentdgecellules métaboliquement actives et
d’exprimer cette viabilité en pourcentage. La valde 100% est prise pour des cellules
témoins n'ayant pas été en contact avec des USW0s avons considéré comme toxiques
toutes valeurs inférieures a 80% significativemeifterentes du contréle. Pour certaines
valeurs supérieures a 120% significativement difiées, des hypothéeses ont été avanceées.

[11.1.3.1.2 Conditions de mesure de la viabilité cellulaire

Cette étude de cytotoxicité a été faite parallel@m& I'estimation du pouvoir
contrastant en IRM de ces USPil®vivo chez un modéle animal murin. Les conditiams
vitro ont donc été déterminées en fonction des parasmétrdes conditions de I'étude IRM
(partie 111.2).

Ainsi, les tests de cytotoxicité ont été réalisé@selire, 3 heures et 24 heures apres mise en
contact avec les cellules. Des mesures a 72 heuwtesté réalisées en pliurs vitro pour
évaluer la toxicité a plus long terme.

Les concentrations ont été retenues en fonctiotadd#ose de nanoparticules injectée aux
souris lors de I'étude IRM. La dose choisie a &&@D pmoles de fer par kg de sourf$ soit

huit fois supérieure a la dose maximale recommapdée 'hnomme (12 umoles de fer/kg :
partie 111.1.2). En considérant la masse d’une iso&iB80 grammes et le volume sanguin d’'une
souris a 2 mL, la concentration totale de fer it§e@ar souris était @& ug-/mL de sang

Les plaques utilisées pour les tests MTT étaiest plaques 96 puits de surface
0,32 cmz. Le volume de mise en contact des USPi@esicellules est de 100 pL. Ainsi, pour
étre identique a la dose injectée a la sourisptecentration de fer a mettre dans chaque puits
est de 8 pug soit 25 pge/cm? dans du sérum physiologique (pH = 7,4 et 0,15 MNd€I).
Nous avons donc estimé la cytotoxicité des nanmpdets d'oxydes de fer a cette
concentration en fer et a des concentrations emvijgatre fois inférieures et deux fois
supérieures sofl pugs/cm?et50 pg/cmz2

[11.1.3.2 Etude de la cytotoxicité induite par les oxydes fée seuls et les
polymeres seuls

Le nombre de mesures réalisées pour chaque tylpéagel est tres important (4 temps
et 3 concentration avec n = 4 a 8 pour chaque tionjli Pour offrir une meilleure lisibilité,
les résultats obtenus pour tous les temps et tdesesoncentrations étudiés sont présentes
uniquement pour le modéle des cellules RAW (maaigph). Pour les deux autres types
cellulaires, seuls les résultats pour les fortescentrations (5Qugrd/Ccm?2) sont présentés et
comparés a ceux obtenus sur les macrophages (atmciee n'a été observée pour les deux
autres concentrations 6 et @§-J/cm?2).

2 Voir la partie 111.2.2.1.2 pour plus de détails fichoix de cette valeur.
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Chapitre 11l.1 : La cytotoxicité des nanoparticugsithétisées

Avant de tester les nanoparticules modifiées efase@rles cytotoxicités des oxydes de
fer seuls et des mPEG seuls (2000 et 5000 ¢)naoit été évaluées.

111.1.3.2.1 Cytotoxicité des oxydes de fer seuls

Pour les oxydes de fer, les concentrations reteoniesté 6, 25 et 50 pgem?.
Les viabilités des cellules RAW par rapport au odlet® pour ces trois concentrations a 1, 3,
24 et 72 heures sont données dans la Figure 111.1.6
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Figure I11.1.6 : Mesure de la viabilité cellulairdes macrophages de type RAW a différentes
concentrations de nanoparticules d’oxyde de ferpuatre temps d’incubation. Les résultats sont
donnés en pourcentage par rapport a la viabilitécoatrole (n = 6 sur deux expériences

indépendantes).

Les oxydes de fer seuls ne semblent pas induiytdoxicité sur les cellules RAW
guels que soient les temps d’incubation et les eatnations utilisés, les viabilités cellulaires
étant toutes proches de 100%.

Aux incertitudes pres, les valeurs de viabilitéButaires sont également inférieures a 120%
et ne sont pas significativement différentes dutréde& Il faut cependant noter que plus la

concentration de nanoparticules utilisée est élepkes la viabilité est supérieure a 100%.

Cette observation pourrait s’expliquer, non pas yo@e prolifération des cellules mais par

I'influence de I'absorbance des oxydes de fer aumesure optique du test MTT. En effet,

plus les concentrations des nanoparticules sonbrigptes, plus elles fausseraient les
résultats de toxicité. Cependant, cette « déviatioe masque pas une toxicité potentielle car
lorsqu’une condition est toxique, les pourcentageviabilité obtenus sont bien en-deca de
80% quelle que soit la quantité d’'USPIO mise entactrsur les cellules.

Le protocole du test MTT (Annexe A.7) nécessitdidlidner le milieu de culture avant
d’ajouter le réactif MTT et donc par la méme ocoagi’éliminer les nanoparticules présentes
en suspension. Cependant, les oxydes de fer «ocolé la surface des cellules ou ayant
sédimentées par agglomération en conditions plogmles pourraient augmenter
artificiellement I'absorbance et donc la viabilitéllulaire et ceci de maniere d’autant plus
importante que la proportion de particules non iéléa était importante.

% Le contrdle correspond aux cellules étudiées tamsmilieu sans nanoparticules.
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Une autre possibilité pourrait étre l'internalisatid’'une partie des USPIO par les
cellules, notamment dans les macrophages. Cetmalisation a nécessairement « coloré »
les cellules et ainsi augmenté aussi la valeuradedbilité par rapport aux cellules témoins.
Ainsi, si on mesure dans les mémes conditions ddizsice des USPIO seuls pour des
concentrations varient de 5 a 50-gm?, I'absorbance varie de 0,19 a 0,67 u.a. ajoesles
absorbances typiques mesurées lors des tests Miehvde 0,2 a 0,7 u.a. suivant les cellules
utilisées.

Il serait donc judicieux d’éliminer I'absorbanceedaux oxydes de fer mais il est
difficile de connaitre en quelle proportion ellemsréellement présentes. En effet, pour un
type cellulaire donné, la quantité d’'USPIO non éliée lors du lavage devrait évoluer en
fonction du temps que mettraient les nanoparticaleédimenter ou a étre internalisées. Pour
ces raisons, les valeurs de viabilité tres nettémm@périeures a 100% ont été conservées mais
des clichés en microscopie optique et électroni®lgT) de cellules en contact avec des
USPIO ont été effectués dans la partie I1l.1.4 pdétailler et approfondir ces hypotheses
d’internalisation.

Ces observations de viabilités trés nettement s@upés a 100% pour les oxydes de
fer seuls ont été particulierement flagrantes plesr cellules hépatiques HepG2 (Figure
11.1.7).
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Figure Il1.1.7 : Mesure de la viabilité cellulairdes macrophages de type RAW, des cellules
hépatiques de type HepG2 et des cardiomyocytes &30l gJ/cm?2 de nanoparticules d’oxyde de fer
pour quatre temps d’incubation. Les résultats stmnés en pourcentage par rapport a la viabilité du
contrble (avec respectivement pour les RAW, HeRGZ &M : n = 6 ; 2 expériences, n =4 ; une
expérience et n = 4 ; une expeérience).

Les valeurs de viabilité sont toutes supérieure80% et non significativement
différentes signifiant que les oxydes de fer se@ssemblent pas induire de toxicité sur les
trois types cellulaires de I'étude. En revancheurptes hépatocytes, les viabilités trés
nettement supérieures a 100% traduisent le probl@merférence de mesures optiques
probablement causé par la trop grande quantité IO$résents sur les cellules aprées lavage
ou internalisés par les cellules.

Pour conclure sur ces premiers résultats de cyittéxdes USPIO nus, ces-derniers
ne semblent pas induire de toxicité mais leur ddgation en conditions physiologiques
entraine probablement une surévaluation de la rmekabsorbance. Il aurait été envisageable
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de soustraire I'absorbance des USPIO seuls a Fbbsoe des cellules avec le réactif MTT et
les oxydes de fer mais il n'a pas été possible aieaitre la quantité exacte de particules
restant apres rincage du milieu de culture. Catteriitude nous a fait éliminer cette
possibilité et « simplement » supposer que toutsilités supérieures a 80% permettaient de
conclure quant a une absence de cytotoxicité peumprbduit étudié. Cependant, les
observations en microscopie de cellules mise emacbmvec nos USPIO ont été réalisées
pour appuyer cette hypothése. Les résultats s@résentés en fin de cette partie aprés les
mesures de cytotoxicité (partie 111.1.4). Quoi dén soit, il est clair que cette méthode
d’évaluation de la cytotoxicité des nanoparticulest pas optimale. Il est difficile de trouver
un test permettant de s’affranchir des interactiaies nano-objets sur les mesures
(Dobrovolskaieaet al.2009) et sa découverte reste un enjeu important.

[11.1.3.2.2 Cytotoxicité des PEG seuls

Apres avoir évalué la non-toxicité des USPIO nascytotoxicité des polymeres de
masses moléculaires 2000 et 5000 g-haobté évaluée. Pour éviter une quelconque ré@ctivi
des fonctions éthoxysilanes avec les cellulesytataxicité de ces polymeres a été effectuée
sur les mPEG non greffés a 'lCPTES.

Leurs concentrations ont été ramenées en ugPE@Amapport aux pertes de masses
obtenues par ATG dans la partie 11.2.2.2.4 pourlguguantité de PEG par rapport a celle du
fer par nmz2 soit identique & un USPIO greffé avepalymére.

Leurs concentrations sont données dans le Tabledil |

Produit Concentration a | Concentration b | Concentration ¢
(ug/cm?) (uglcm?) (uglcm?)
USPIO seuls 6 25 50
MPEGyooc seul 14 56 112
MPEGooc seul 63 252 504

Tableau I11.1.1 : Concentrations de mPEG calcul@esettre en contact avec les cellules pour étre
équivalent a un UPSIO greffé par ces mPEG aux atnatons a, b et ¢ en jggcmz.

La Figure 111.1.8 résume les valeurs de viabilitéfulaires des RAW incubés avec du
MPEGooo et du mPEGyoo
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Figure 111.1.8 : Mesure de la viabilité cellulairdes macrophages de type RAW a des concentrations
de mMPEGy et MPEGoq respectivement de a : 14 et 63pgnm?2 ; b : 56 et 252 pgo/nm? ; ¢ : 112
et 504 pgeg/nm? & quatre temps d’incubation. Les résultatd semnés en pourcentage par rapport a
la viabilité du contréle (n=6 sur deux expériendedépendantes).

Viabilité cellulaire (en % du témoin)

Les premiers résultats ne montrent pas de toxapfEmrente des deux mPEG sur les
RAW quels que soient les temps ou les concentrmtidous obtenons le méme résultat pour
les deux autres modéles cellulaires étudiés qusoitgour le mMPE&qo (Figure 111.1.9) ou
pour le mPEGyoo (Figure 111.1.10)
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Figure 111.1.9 : Mesure de la viabilité cellulairdes macrophages de type RAW, des cellules
hépatiques de type HepG2 et des cardiomyocytes &P pgec/cm2 de mPEgq, pour quatre
temps d’incubation. Les résultats sont donnés emoggmtage par rapport a la viabilité du contréle
(avec respectivement pour les RAW, HePG2 et les I€M6,2 expériences, n = 4, une expérience et
n = 4, une expérience).
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Figure 111.1.10 : Mesure de la viabilité cellulairdes macrophages de type RAW, des cellules
hépatiques de type HepG2 et des cardiomyocytes &30 pges/cm2 de mPEGq, pour quatre
temps d’incubation. Les résultats sont donnés emgamtage par rapport a la viabilité du contréle
(avec respectivement pour les RAW, HePG2 et les I€M6,2 expériences, n = 4, une expérience et
n = 4, une expérience).

En conclusion, ces résultats montrent que les mR&Gont pas toxiques et ce, sur
trois lignées cellulaires différentes, résultaemattu au vu de la non toxicité de ce polymere
(Mornetet al.2006).

Apres cette étude préliminaire, les viabilités deBules mises en contact avec des
USPIO modifiés en surface ont été évaluées.

[11.1.3.3 Etude de la cytotoxicité induite par les oxydes fée modifiés par
du PEG et/ou du DMSA

Dans cette partie, seuls les résultats obtenus Ipsunmacrophages ont été présentés,
sachant que ceux obtenus pour les hépatocytes etlgdiomyocytes sont équivalents.

Les viabilités cellulaires des RAW ont été mesur@es incubation avec des USPIO
seuls, du Cliavist®, des USPIO greffées par du mi&gG du mPEG, du
MPEGoorDMSA ou du mPEGyrDMSA. Les résultats sont donnés dans la Figuré.111.
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Chapitre I11.1 : La cytotoxicité des nanoparticusssthétisées
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Figure I11.1.11 : Mesures de la viabilité cellulaides macrophages de type RAW pour différents
USPIO comparés au Cliavist® et ce, pour trois caniions et quatre temps d’incubation. Les
résultats sont donnés en pourcentage par rapptatéabilité du contrdle (n = 6). * : différences

significatives a p < 0,05.
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A l'exception des USPIO avec du mPggs les nanoparticules testées n'ont pas
présenté de toxicité sur les cellules RAW, lesutedl hépatiques et les cardiomyocytes.
Comme précédemment observé pour les USPIO nussiagiités supérieures a 100% sont
retrouvées pour les RAW et les HepG2 notamment [gsutSPIO-mPEg&soo+ DMSA et le
Cliavist®. La encore une interférence des USPIGsdamlosage MTT est probable.

En premier lieu, ces augmentations sont d’autams phportantes que le temps de
contact et/ou la concentration de produit utilisést élevés.
La encore, deux hypothéses peuvent étre avancéesxiquer ces différences :

1) L’agglomération des USPIO influencerait le test MTEs viabilités sont supérieures
a 120% dans le cas de nanoparticules peu stabtes lda conditions de mesure
(USPIO seuls et USPIO-mPE&g + DMSA lavés par décantation acide). Ainsi, plus
le temps d’incubation ou la concentration sont éevplus la proportion de
nanoparticules ayant sédimenté et ne pouvant dinec éiminée lors du lavage
augmenterait.

2) Une deuxiéme hypothése serait I'internalisatiorcele oxydes de fer principalement
par les macrophages. En effet, pour ce type cetldes mesures de viabilité
augmentent méme dans le cas du Cliavist® et sqé#rgures a celles obtenues dans
le cas des cellules hépatiques ou des cardiomyacyette observation pourrait
s’expliquer par la phagocytose d’'une partie des IOS#ans les RAW augmentant
ainsi plus I'absorbance mesurée avec ce modelglaed. La aussi, 'augmentation de
la concentration en nanoparticules ou du temps ok m@n contact a fait croitre
artificiellement la mesure de viabilité.

Pour comprendre ces deux phénomeénes, une observdéioces systemes par
microscopie optique et par MET sera présentéeegoiril .4.

Au niveau de la toxicité des USPIO pegylés par REG;oq la Figure 111.1.12 résume
'augmentation de la toxicité des USPIO-mREfeen fonction du temps d’'incubation. Les
tendances de ces résultats sont identiques a detexus pour les USPIO-mPEfg plus
DMSA.
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Figure 111.1.12 : Mesure de viabilité cellulaire denacrophages de type RAW a trois concentrations
d’'USPIO-mPEG et a quatre temps d’'incubation différents (n=63slrésultats sont donnés en
pourcentage par rapport a la viabilité du contréte. différences significatives a p < 0,05.
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Pour la plus faible concentration, les USPIO-mBfgne semblent pas induire de
toxicité. En revanche, pour les concentrations gllesvees, la toxicité croit en fonction du
temps d’incubation. Ces résultats ont été assgaenants au vu des valeurs de toxicité
préliminaires (partie 111.1.3.2). En effet, ni IeESPIO nus, ni le mPE{g n’étaient toxiques.
De plus, le PEG, notamment le Pfgg a été choisi car, d’'aprés la littérature, il rdad
particules peu toxiques une fois greffé a la serfdes USPIO (Guptet al.2004).

C’est lors de l'analyse des USPIO pegylés (pait22.2.4.3) qu’'une hypothese a
émerge. La présence d'étain lors des analyses XP&s USPIO-mPEgz, avec ou sans
DMSA a montré la présence probable de résidus thlysaur utilisé lors de la synthese du
MPEGsSi : le DBTL. Ce produit étant extrémement toxiquaur I'environnement et le
vivant, il est vraisemblablement responsable dedde de viabilité des cellules mises en
contact avec les USPIO pegylés. Pour éviter ceslgmmes, il sera nécessaire de synthétiser
de nouveau du mPEgySi en I'absence de ce dernier (expérience en ours

I11.1.3.4 Conclusions sur la toxicité des USPIO

Lors de cette étude, il est apparu que les nariopl@s d’oxydes de fer nues ou
modifiées en surface ne présentent pas de tosigitées modeles cellulaires de macrophages,
de cellules hépatiques ou des cardiomyocytes. EldSPIO pegylés avec du mPLggont
montré une tres forte toxicité 24 heures apréshation sans doute due a la présence du
catalyseur DBTL utilisé pendant la silanisationcggpolymere. De nouvelles synthéses seront
nécessaires pour confirmer cette hypothese.

Par le test MTT, des valeurs de viabilité tresem#nt supérieures au controle ont été
observées. Ces résultats sont plus flagrants @aead des cellules RAW ce qui laisserait
supposer que les nanoparticules seraient inteéeslien plus grande quantité par les
macrophages que par les deux autres types cedislldilinternalisation de ces nano-objets par
les cellules a pu augmenter artificiellement laeuald’absorption optique et donc donner des
valeurs de viabilité supérieures a 100-120%. L'dtaggglomération a aussi pu jouer un role
dans ces résultats, les particules déstabilisé@gapb décanter et se coller sur les cellules et
ainsi ne pas avoir été éliminées lors du rincagendieu avant ajout du réactif MTT. Pour
corroborer ces deux hypotheses, des clichés eroscmpie optique ont été réalisés sur les
trois types cellulaires incubés par des USPIO stdliehés en microscopie électronique ont
ete effectués sur les RAW.

[11.1.4 Observations en microscopie des USPIO incubés desstrois
types cellulaires de I'étude

Pour comprendre les interférences observées lofstdde de toxicité, des images en
microscopie optique des trois types cellulairesilrés avec des USPIO colorés au bleu de
Prusse ont été effectuées. Pour corroborer lesltatsuwbtenus, des observations en
microscopie électronique en transmission sur lesophages ont également été réalisées.
Les cellules ont été incubées pendant 1 et 3 hawexs25 pg/cm? de différents USPIO, soit
la concentration utilisée lors des essais en IRNestCdailleurs a partir de cette
concentration, que les oxydes de fer semblent caroen& influencer les valeurs de viabilité.
Seuls les résultats obtenus apres 3 heures d’itiontseront présentés.

[11.1.4.1 Détection des USPIO dans des cellules en microseaptique par
révélation au bleu de Prusse

Pour cet essai, les trois types cellulaires ontiret@bés 1 heure et 3 heures avec du
Cliavist®, des USPIO nus et des USPIO modifiés wfase par du mPEfgo avec ou sans

148



Chapitre 11l.1 : La cytotoxicité des nanoparticugsithétisées

DMSA dans des concentrations de 25dom2. Les USPIO avec du mPEfg ont été
eliminés car leur toxicité a été avérée lors dadex de viabilités cellulaires.

Les cellules ont ensuite été traitées par le bleuPdusse. Un mélange d’acide
chlorhydrique (HCI) et de ferrocyanure de potassi(iaFe'(CN)s, 3H,0) va réagir au
contact du fer des nanoparticules. L’'acide chlorigyee dissout une partie des oxydes de fer
libérant des fer (lll). Le ferrocyanure de potassiva réagir avec ces fer (lll) et former du
bleu de Prusse communément appelé Perl's Prussien(B&' JFe' (CN)gs). Cette méthode
est souvent utilisée pour révéler la présence diIOSBans des cellules ou des tissus
(Magnitsky et al. 2005; Haugeet al. 2006; Juet al. 2006; Tallhederet al. 2006; Heet al.
2007; Liuet al.2007).
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Figure 111.1.13: Observations en microscopie optique de trois sygalluaires (RAW, HepG2 et CM) incub&seure avec des nanoparticules nues, du
Cliavist®, des nanoparticules greffées avec du m,gqo €t des nanoparticules greffées avec du mB& €t du DMSA 25 pugds/cmz. L'encart en haut a
gauche est un grossissement d’une des cellidd'smage. Les taches bleues représentent les USPIO répalde bleu de Prusse. Les disques blancs
des bulles formées lors de la préparation des lleaele microscopi Objectif x100.
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La Figure 111.1.13 montre du fer complexé en bikuPrusse permettant de révéler la
présence d’'USPIO dans les systemes biologiquegsttrdis heures apres la mise en contact
avec les différents types de cellules. Comme iltadté supposeé lors du paragraphe 111.1.3, les
USPIO, pour lesquels les valeurs de viabilitésutalles étaient trés élevées (oxydes de fer
seuls et oxydes de fer avec Pkfset DMSA), sont agglomérés empéchant leur élimomati
lors des étapes de rincages des cellules. En @gales images prises en microscopie, les
tailles d’agglomérats sont de plusieurs microns hanoparticules d’oxyde de fer absorbant
dans le visible il est clair que ces agglomératsfarcément entrainé une surévaluation de la
mesure d’absorbance du réactif MTT et ainsi doresvikbilités supérieures a 100-120%.

En revanche, il y a moins de bleu de Prusse surcédlsiles incubées par les
nanoparticules avec du mPfg ou avec du Cliavist®. Une plus grande quantitécee
USPIO a sans doute été éliminée lors des étapeinckge, sans doute du fait de leur
agglomération moins importante, expliquant les waale viabilités relativement cohérentes
observées lors des essais de cytotoxicité surareshygbrides. Par ailleurs, les nanoparticules
mises en contact avec les cardiomyocytes semblestagglomérées peut-étre a cause de la
plus grande concentration de sérum dans le mik&36(contre 10% pour les deux autres
types cellulaires).

L'internalisation des USPIO est finalement obsendsns certaines conditions
notamment dans le cas des macrophages incubésup@iialist® et des NP-mPEgo
(également dans une moindre mesure dans le cashdjmsocytes). Dans ce cas, les
nanoparticules semblent étre localisées en « petitgglomérats dans la cellule comme si
elles avaient été internalisées par le systemeu(&itl.1.13). Bien que dans la littérature, une
telle co-localisation de nanohybrides avec desulesll est souvent déduite comme une
internalisation (Riviereet al. 2005), il est tout de méme difficile de trancheredte échelle
d’observation entre internalisation et USPIO «&®hb sur la membrane des cellules.

Ces mesures ont donc permis de mettre en évidamgmdmeération et la présence de
nanoparticules au voisinage des cellules étudi@egendant il n'a pas été possible de savoir
si ces nano-objets étaient en surface des celawemternalisés par celles-ci. En effet, la
résolution du microscope utilisé est beaucoup tfafple pour obtenir une image
suffisamment précise pour trancher quant a la poese’USPIO dans les cellules ou en
périphérie. La microcopie confocale pourrait petneetle résoudre ce probleme. Quant il
n’est pas possible de conclure sur I'internalisaties nanoparticules, on parle alors plutot de
co-localisation

Le modele cellulaire pouvant principalement présentine internalisation de
nano-objets est les cellules RAW. Avec ces macrgghaincubés 3 heures avec les mémes
types d’'USPIO, des images en microscopie €lectuenén transmission ont éte réalisées pour
connaitre le devenir des nano-objets en présencesdeellules.

[11.1.4.2 Détection des USPIO dans des cellules en microse@ectronique
en transmission

La compréhension du devenir des nano-objets urgenfidé en présence de matériel
biologique a été nécessaire pour de futures étddesiblages diagnostiques. Le modele
cellulaire retenu a été le modéle RAW.

Pour connaitre la localisation des nanoparticube®lées par le bleu de Prusse aux
alentours de ces macrophages, des images en noipi@sélectronique sur des coupes de
cellules ont été réalisées.

Les RAW ont d’abord été incubés 3 heures avec 2%/que? des différents types
d’'USPIO étudiés lors des tests de cytotoxicité eetrévélation au bleu de Prusse (USPIO
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seuls, Cliavist®, USPIO pegylés et USPIO pegyl&3MSA) avant d’étre rincés. Les cellules
ont ensuite été fixées dans de la résine et tea#tér sels de métaux lourds (acétate d’uranyle
et citrate de plomb) pour augmenter le contraste des prises de vue (Annexe A.8). Les
analyses en microscopie électronique en transmissit été réalisées sur des coupes de
cellules ultrafines de 60 nm. Ainsi, de I'imagesig une si faible épaisseur, découpé®iori

a lintérieur des cellules, peut permettre de miatonclure quant a la présence de
nanoparticules internalisées par le matériel biglegs La Figure 111.1.14 et la Figure 111.1.15
montrent les interactions entre les USPIO et lesrapdnages RAW.

o

©)

% . SeRE
5000M  USPIO seuls g % \a00s o e

Figure 111.1.14 : Clichés MET de macrophages RAWtdile (a-b : b correspondant a un
phagosome) et de l'internalisation d’USPIO nus §@2p/cm? par les macrophages RAW aprés 3 h
d’incubation (c-d-e). Les zones encadrées somdeies zoomeées des clichés suivants. Le cercte noi
représente les USPIO présents dans les cellules.
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b)  Cliavist

9  USPIO + PEGj0p + DMSA

Figure 111.1.15 : Clichés MET de I'internalisatiotu Cliavist® (a-b-c), des USPIO greffés par du
MPEGq (d-€) et des USPIO greffés par du mBgget du DMSA (f-g-h) a 25 pgecm? par les
macrophages RAW aprés 3 h d’incubation. Les zamesdeées sont les parties zoomées des clichés
suivants. Les cercles noirs représentent quelqu#RlO présents dans les cellules. La luminosité des
clichés des USPIO-mPEggo a été diminuée pour faire apparaitre les oxydetede
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La Figure 111.1.14 a et b montre un macrophageyge RAW.
Les nanomatériaux mis en présence avec ce typdatedl ont été localisés a deux endroits
différents :

1) Une partie des USPIO seuls et avec mRgfet DMSA se retrouvent a I'extérieur de
la cellule (Figure 111.1.14%) et de maniére trés agglomérée comme c'étaitldéjas
lors de la révélation au bleu de Prusse (parti@¢.fll1). Peu de Cliavist® a été détecté
en dehors de la cellule comme pendant les cliché@mieroscopique optique (Figure
[1.1.13 RAW / Cliavist®) laissant supposer qu'urgrande majorité de ces
nanoparticules a été internalisée par les macra@shages USPIO-mPES&, sont
difficilement détectables avec ce microscope éeifue et il a été nécessaire
d’observer des clichés a fort grossissement etimiéder leur luminosité pour faire
apparaitre des oxydes de fer a I'extérieur (Fidglire.15-e cercles el et e2). La taille
de ces nanohybrides ne semble pas avoir augmeniuts de lI'ordre de 40 nm
comme lors de leurs caractérisations apres greffagee 11.2.2.2.3).

2) Une partie des nano-objets a été internalisée dhass vésicules d’endocytose
(appelées phagosomes) de taille supérieure au métre (Figure Ill.1.15-a zoomée
en b, Figure 111.1.15-d et e, Figure Ill.1.15-g no&e en h), phénoméne normal de
phagocytose par les macrophages face a un agengeétr
Sur la Figure 111.1.14-d zoomée en e, une invagimamembranaire piégeant les
nanoparticules et allant former un phagosome aoétervée. Dans le cas des
USPIO-mPEGo (Figure 111.1.15 d et e : cercles d1, d2, e3 ¢t % agrégats restent
élémentaires de l'ordre de leur taille d’originenfgon 40 nm) et sont également
localisés dans ces vésicules. Les particules davi€i®, quant a elles, sont un peu
agglomérées avec des tailles de plusieurs centdeneanometres.

Ces images de microscopie électronique ont réeélgrésence de nanoparticules en
périphérie des cellules et ont démontré leur itisation par les macrophages.
Les oxydes de fer testés se sont agglomérés daméida de culture contenant du sérum avec
des diamétres pouvant dépasser le micron, a I'tioreges USPIO-mPE£go qui sont restés
a leur taille d’origine inférieure a 40 nm rendguatr ailleurs leur détection difficile. Leur
internalisation a été confirmée par I'observatiomptiénoméne d’endocytose.

Il est intéressant de noter que presque aucunegatitule de Cliavist® ne se trouvait
a I'extérieur des RAW 3 heures apres incubatiomduae partie non négligeable des USPIO
pegylés n’était pas encore internalisée et donpuos libre dans le milieu biologique. Ce
retardement dans leur capture pourrait étre difailiée taille des agrégats ou au polymere
(MPEGosSI) a la surface.

[11.1.4.3 Détection de linternalisation d’'USPIO par les camimyocytes
grace a un fluorophore

Lors de la partie 11.2.3.1, des nanoparticules wiex de fer pegylées (avec du
MPEGosSi) et fonctionnalisées par de la rhodamine simiont été synthétisées. En marge
de l'étude sur la toxicité et les interactions dRIS avec les cellules, la possibilité de
détection par fluorescence de ces nanohybrideemeontact avec des cardiomyocytes a été
testée.

Les nanohybrides pegylés (0,10 rhodamine/nm?2) aconeentration de 25 pgcm?
ont été mis en contact 24 heures avec des cardoytgs

% C'est également le cas pour les USPIO-mREG DMSA mais les clichés n'ont pas été présentés da
travail.
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Aprés fixation dans du paraformaldéhyde (PAF) 4es noyaux ont été marqués par
DAPI?’. Les CM incubé avec des nanoparticules fluoresce”® ont ensuite été obsels en
microscopie confocala fluorescence et comps avec des CM noimcukés avec des USPIO
(contréle).Deux acquisitions ont été réaliséwr une épaisseur d’environ 160 nm au mi
de la cellule la premiére a une longueur d’onde d’excitationd@® nm et d’émission ¢
498nm et la deuxieme a une longueur d’onde d’excitati@ 555 nm et d’émission
610 nm. Les deuimages ont été sup«oséegpour obtenir les photos deFigure 111.1.16.

Figure 111.1.16 :Clichés en microscopconfocale a fluorescence (80Xbjectif 40X et zoor
numérique 2Xile cardiomyocytes contrdle (a) et de domyocytes incubésvec 25ug/cmz2 des
USPIO-mPE Gy fonctionnalisés avec de la rhodamine (b). Les ngygmmt marqués eneu par du
DAPI et la fluorescence due a la rhodamapparait en rouge (b).e cercle blanreprésente une des
cellulesdont les contours sont réveélés par la rhodan

Aux mémes longueurs d’'ondes de mesures, les CMaestont une autofluoresce
rouge mais la fluorescence rouge observée surNeavec des USPIO et de la rhodamine
plus intense et localiséee€ observations en microscoconfocaled fluorescence ont pern
de mettre en évidenda présence de nanoparticuldans les CM Kigure 111.1.16-b). A
l'intérieur du cercle bl de IFigure I11.1.16 on obsees une cellule ayant internal des
USPIO qui apparaissent sous forme de vésiculebaptement des endoson
De plus la fonctionnalisation d’'USPIO par de la rhodampemet une détection rapide
ces nanohybrides en micaqge optique, technige moins laborieuse et moins teuse que la
microscopie électronique.

Il faudrait cependant étudier linfluence du fluphmre sur les interactiol
biologiques, cette molécule ne pouvant servir gi€a études préliminaires, elle doit pas
influencer les résultats obtenus sans rhodaminensDaotre cas, ces nanohybric
fonctionnalisés n’'ont pas été utilisés pour lesures en IRM ou les tests de toxicité, el
probleme n’a donc pas été soul

%" e DAPI ou 4,6-diamidino-phenylindole est utilisé en cytochimie pour margit@PN et donc le noyau €
fluoresce dans le blea excitation = 358 nm e\ émission = 463 nm)
% Rhodamine A excitation = 560/540 nm A émission = 630/675 nm
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[11.1.4.4 Conclusion sur la présence d’USPIO dans les celkile

Par révélation chimique au bleu de Prusse et oasenven microscopie optique ou
par observation MET, il a été possible de mettréw@dence l'interaction entre les USPIO et
les trois modeles cellulaires étudiés. Un état glamération tres important de toutes les
nanoparticules (sauf les USPIO-PL§g dans le milieu de culture a pu clairement inflcem
les mesures de cytotoxicité (mesure d’absorbancg&lza nm). Avec les clichés MET,
l'internalisation de ces nano-objets, notammentpiargocytose, préalablement observée en
microscopie optique (Figure 111.1.13 ligne 1) a @@nfirmée. Les macrophages ont été
capables de « capturer » dans des endosomes dd® W8Railles allant de la dizaine de
nanometres au micron. Cette phagocytose a senteléedardée pour les USPIO-mPkég
par rapport au Cliavist®, ce qui pourrait permetti@btenir un temps de circulation vivo
plus long, ouvrant ainsi la voie a de nouvellediappons pour la détection en IRM.

Au niveau des cellules hépatiques et des cardiomgscde I'imagerie électronique
serait envisageable pour mieux comprendre l'intevacde ces types cellulaires avec nos
USPIO. Les premiéres observations en révélatioblew de Prusse et microscopie confocale
laissant tout de méme penser que ces cellules &alement capables d’internaliser les
USPIO.

[11.1.5 Conclusions sur la toxicité des nanoparticules diale de fer
synthétisées

Les mesures de viabilité cellulaire par les tesiSIMur les trois modeles cellulaires
n'ont montré aucune toxicité sur 72 heures des OSBhthétisés et du Cliavist® pour des
concentrations de 6, 25 et 50ggm?2 encadrant la concentration utilisée lors desures
IRM in vivo. Les oxydes de fer modifiés par du mREfpont montré une toxicité importante
au-dela de 24 heures sans doute due a la mauvianseaion du catalyseur de synthese du
PEG silanisé (le DBTL). De nouveaux greffages alienPEGgoeSi sein sont en cours.

Il s’est avéré que la forte agglomération d’'unetipates nanoparticules d’oxydes de fer dans
le milieu de culture couplée a l'internalisatiorudé partie des USPIO ont entrainé des
viabilités supérieures a 100-120% dues a une siEi@n de la lecture optiqgue. Ce
phénomeéne peut étre di a la forte concentratigphesphates des milieux de culture ou a la
présence de sérum.

En conclusion, on peut dire que la cytotoxiaiié le test MTT n’est pas une mesure
suffisante pour estimer la toxicit@ vivo de nos USPIO. |l est aisé de comprendre que si un
produit n’est pas toxique au niveau cellulairggalit I'étre pour I'animal. En effet, les tests de
toxicités dépassant rarement 96 heures, ils negm¢éuevéler des toxicités a long terme sur
les tissus vivants. Ainsi, si une cellule hépatigngorésence d’'USPIO, ne voit pas sa viabilité
évoluer, il n'est pas évident que I'organe compdetgira de la méme maniere.

En revanche, il serait judicieux de considérerféeinverse. Les cellules seules sont,
en effet, plus facilement soumises a des stresglesmi contaminations et ne sont pas
« protégées » par le systéme immunitaire. Ainsg aytotoxicité importante ne devrait pas
forcément étre considérée comme inducteur de téxictivivo. Il est vrai que cette hypothése
peut sembler hasardeuse et n’est pas trop recqgramia communauté.

Quoi qu’il en soit, ces tests de cytotoxicité sortispensables avant toutes applications a
I'animal et surtout chez ’'homme mais ne dispensentout pas d’évaluation de la toxicité
Vivo.

Au niveau des interactions des nanoparticules te®aellules, les révélations des

oxydes de fer par le bleu de Prusse ont confirmgbthése de I'agglomération des USPIO
dans les conditions ou les viabilités cellulairesent surévaluées.
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Dans le cas des nanoparticules avec du mRjgCGees valeurs étaient cohérentes (aux
alentours de 100%) et peu de nano-objets ont e&é®par bleu de Prusse laissant supposer
une absence d’agglomération de ce type d’'USPIO.

En microscopie électronique, les interactions el@seoxydes de fer et les macrophages ont
été observées. Les cellules RAW ont bien phagdoys les types de particules méme quand
celles-ci dépassaient le micron. Il a été éegalemrentarqué que les USPIO-mPk6s
semblaient étre moins vite capturés par ces csliglee le Cliavist®. Cette propriété de
capture retardée de ces nanohybrides par le systemenitaire est intéressante pour la
circulation de ces nano-objets dans le corps ajosi leurs utilisations comme agents de
contraste pour des pathologies spécifiques, prateipent inflammatoires.

Ces différences entre nos USPIO et le Cliavist®@ent venir des modifications de
surface (respectivement du PEG et du dextran).iAdles études en IRM ont été entreprises
pour découvrir si des fonctionnalisations difféemntpouvaient également influencer le
pouvoir contrastant de ces oxydes de fer.
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111.2 Les USPIO comme agents de contraste en IRM

Aprés s’étre intéressé a la cytotoxicité et a ¢inalisation des USPIO synthétisés,
leur efficacité en tant qu’agent de contraste vl Bété évaluée.
Dans un premier temps, des mesures magnétiqueesdres et des calculs de relaxivités sur
des gels ont été réalisés.
Dans une deuxieme partie, les oxydes de fer ontitdigésin vivo dans un modéle animal
murin pour estimer leur effet contrastant et leaalisation dans les organes de la souris.

[11.2.1 Mesures magnétiques sur poudres et sur gels

Les USPIO testés dans cette étude ont été :
- Les USPIO seuls
- Les USPIO-mPEG&
- Les USPIO-mPE&o
- Les USPIO-mPE&qo
- Les USPIO-DMSA
- Les USPIO-mPEggo+ DMSA
- Les USPIO synthétises sur le dispositif hydrothémenecontinu avec 100% de citrates
(partie 11.3.3.2).
L’influence de la charge de surface et de la longwke chaine de polymére sur la
relaxivité a ainsi été évaluée.
Les aimantations a saturation et les relaxivitéexele USPIO ont été comparées a un des
produits de référence en IRM : le Cliavist®.

[11.2.1.1 Hystérésimétrie

Les propriétés magnétiques de certains USPIO oét mesurées notamment
'aimantation a saturatiorM). Les mesures ont été réalisées a températurazied liquide
(-196°C) et a la température ambiante (20°C) (Aen&®). Les USPIO-mPEfg, + DMSA
n’'ont pas éteé testés dans cette partie.

: o Ms;a -196°C Msa 20°C Taux de greffage
Fonctionnalisation (uem.g?) (uem.gY) (% massique)
Cliavist® 301 261 67%

Nue 92+1 82+1 0%
MPEGs-Si 47 +1 42 +1 49%
MPEGoo-Si 281 23+1 70%
MPEGy-Si 10+1 25+1 89%

DMSA 691 64+1 25%
Acide citrique hydrothermal 361 nd nd

Tableau Il1.2.1 : Aimantations a saturatioa:) de certains USPIO fonctionnalisés comparées au
Cliavist® & -196°C et 20°C sous un champ magnétapi&6 kOe. nd : non déterminé.

La valeur de I'aimantation a saturation de la mégmé@ue synthétisée, a température
ambiante, est de 82 uerit.gn accord avec la littérature (Mikhaylogaal.2004; Daotet al.
2006). Cette valeur se rapproche des valeurs théeside 92 uemiigpour la magnétite et
83 uem.gd pour la maghémite (Dacet al. 2006). Dans le cas des autres USRI est plus
faible car cette valeur est ramenée par masse mehylaride, prenant donc en compte les
molécules organiques a la surface. Ainsi, commenaegparticules sont toutes composeées a
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partir de la méme suspension d'oxyde de fer et spid ce composé peut donner une
aimantation a saturation, il est ainsi possiblestiieer un taux de greffage (en % massique)
de ces USPIO par rapportMy & -196°C. Le taux de greffage du Cliavist® peudlément
étre estimé en considérant que I'aimantation aat@m de 'oxyde de fer de ce composé est
égale a celle de nos USPIO nus. Les taux de geeffemuvés sont proches des valeurs
mesurées en ATG (partie 11.2.2.2.4). L’aimantati@n saturation des nanoparticules
synthétisées sur le dispositif hydrothermal eniconavec 100% de citrates donne une valeur
faible. Comme ces oxydes sont differents de la hegd de référence (taille, taux
d’oxydation, ...), le taux de greffage n’a pas étéua.

A température ambiante, la valeur de l'aimantatiémanente NI;) et le champ
coercitif sont tres faibles montrant que nos USBb@t biensuperparamagnétiquesdans les
conditions ambiantes.

[11.2.1.2 Mesures magnétiques sur gel

Dans cette partie les effets influencant le temps relaxation transversale, T
(partie 1.2) du proton en imagerie par résonancgnétgue (IRM) ont été étudiés. Les
oxydes de fer diminuent généralement les temypst Rinsi diminuent I'intensité des signaux
en IRM (Mornetet al. 2006). On parle alors d’effet négatif qui peuteétnesuré par la
relaxivité » (en mM.$") : plus cette valeur est élevée plus I'effet castiant négatif est poussé
pour les nanoparticules utilisées. Bien que leparticules de tres faibles tailles puissent
également avoir un effet contrastant d@valué par sa relaxivité; (Roch et al. 2005;
Tromsdorfet al. 2009), seules les relaxivités ant été prises en compte dans le cahier des
charges initial (parte 1.3).

[11.2.1.2.1 Conditions opératoires de mesures de la relaxivité

e

Les nanoparticules testées ont tout d’abord étefiglans des gels d’acrylamide pour
eviter une éventuelle sédimentation des USPIO nukewes relaxivités ont ensuite été
mesurées dans un appareil d'imagerie par résonaacmétique (IRM) clinigue de 3T au
centre hospitalier universitaire de Dijon permettda travailler dans les mémes conditions
gue pour les étudés vivo.

[11.2.1.2.1.1Préparation des gels pour les mesures magnétiques

Pour mesurer les relaxivités des nanoparticulesxydes de fer en imagerie par
résonance magneétique, il faut que les suspensiagSPIO soient bien homogéneda
moindre déstabilisation pouvant influencer drastiquement les résultats obtendS. Dans
le cas d’'UPSIO non modifiés en surface, leur ragildimentation n’a pas permis d’acquérir
des données reproductibles en milieu purement aquensi, pour figer les suspensions et
pour simuler un tissu vivant, un milieu gélifié & é&hoisi (Goussard 2006-2007) a base
d’acrylamide.

La réaction de gélification est une polymérisatiomdicalaire du monomeére
d’acrylamide : CH=CH-CO-NH.. Cette polymérisation a été amorcée par du petsulf
d’ammonium (PSA) permettant de former des radidéres a partir du monomére. Cette
réaction est entretenue et accélérée par le TEMEDR,N’,N’-tétraméthyléthylenediamine).

Pour les mesures IRM, un compromis a di étre trqumdr la concentration en
monomere lors de la gélification. En effet, plesthux de monomere est élevé plus la
polymérisation est rapide et plus il est facile «léger » des suspensions instables. En
revanche, en augmentant la concentration en momorgtemps de relaxation, Tdiminue
(Tableau 111.2.2). Or, il faut que le;¥du gel soit le plus élevé possible pour que lesumes

2 Voir la partie 111.2.1.2.1.2 pour plus de détails.
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de relaxivités soient plus sensibles aux variat@msoncentrations en fer tout en veillant a ce
gue la polymérisation se fasse le plus rapidemessiple. Dans notre étude, la concentration
volumique en monomere choisie a été de 4,5%.

Proportion de gel d’acrylamide 7,0 (ms) Temps de
dans 'eau (en % volumique) 2 polymérisation a 60°C

3,0% 415 + 27 ~20 min

4,5 % 326 +£11 10 min

6,0 % 286 + 21 <5 min

9,0 % 2379 <5 min

12,0 % 2052 <5 min

Tableau 111.2.2 : Mesures du temps de relaxatighet temps de polymérisation & 60°C de différents
gels d’acrylamide de différentes proportions volgues.

Six concentrations en fer (en m}lont été mélangées a la solution d’acrylamideet |
réaction a été amorcée et entretenue par respeeinte20 pL de PSA et 15 pL de TEMED.
Les tubes ont ensuite été placés a I'étuve a 6@tdant 5 a 10 minutes. Apres cette étape les
gels sont formés et homogénes (Figure 111.2.1). ledaxivités ont été exprimées par rapport
auxconcentrations de ferquelles que soient les modifications de surfaitiségs.

Figure 111.2.1 : Photographies des gels d’acrylamith 4,5 % volumique de monomére) a différentes
concentrations (¢ G, G, G, G et G) d'USPIO

111.2.1.2.1.2Les mesures de relaxivités

Une fois les gels préparés, ils sont analysés graliRM clinique a 32 temps d’échos
Te différents allant de 8,6 & 275,2 ms avec des pa&@ms. Plus le temps d’écho est éleve,
plus le contraste est négatif. Ainsi, sur la Figlte.2 on peut voir le signal diminuer
proportionnellement aux cing temps d’échos et aagr&entrations en oxydes de fer dans les
gels ; les concentrations les plus faibles étanées dans les colonnes de tubes a gauche.
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Figure 111.2.2 : Clichés IRM (coupe de 5 mm) de®® 6 tubes de concentrations en oxydes de fer nus
croissantes de gauche a droite pour 5 temps d’'édhfisents dans une IRM clinique 3T en séquence
écho de spin a pondération. T

L’acquisition des images a été réalisée sur depade 5 mm au centre des gels et
c’est pour cette raison qu'il fallait nécessairetresvailler avec des suspensions homogenes.
La mesure se faisant sur une petite coupe de héitloa, elle se devait d’étre représentative.
En effet, si cette coupe était trop ou pas asseeertrée par rapport a I'ensemble du tube, la
relaxivité s’en serait vue drastiguement modifiée.

Pour chaque tube et pour les 32 temps d'échos,maesures de niveaux de gris
(noté S) ont été obtenues a l'aide du logiciel im@ddavec 0 pour le noir absolu et 2047 pour
le blanc pur et donc 2048 niveaux de gris). Plusheps d’écho est élevé, plus le contraste est
négatif et le niveau de gris faible. En reportamtusn graphe l'intensité du signal mesurée en
fonction du temps d’écho (en ms) (Figure Ill.2.B)est possible d’établir une courbe de
décroissance exponentielle et de trouver un temgpsrefbxation 7 (en ms) dapres
I'équation :

S =S, @™ +¢ Eqg. l11.2.1

avec Se le contraste & ungldonné, $le contraste ad= 0 ('ordonnée a l'origine) et le
bruit de fond de la mesure.

1000 +
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400 ~
300 -
200 -
100 ~

0

*

Contraste (u.a.)

0 50 100 150 200 250 300
Temps d'écho (ms)

Figure 111.2.3 : Courbe du contraste d'un tube ays# dans une IRM clinique 3T en fonction des
temps d’écho des mesures. La modélisation (en Jalgyeette courbe permet d’accéder au temps de
relaxation longitudinale T

Avec ces mesures, des tempsont été obtenus pour les 6 concentrations d’'ue typ
d’oxyde de fer. En tracant I'inverse dy, Bippelé Rou taux de relaxation (eff)s en fonction
de la concentration en fer des USPIO étudiés (@nkhe), I'équation de la droite obtenue
est:

R,=1.C+R’ Eq. 111.2.2
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avec p la relaxivité de ce produit (en mit.s?) et R® le taux de relaxation en absence
d’agent de contraste (Okuhata 1999; Bjornezudl.2004; Parlet al.2008).

Par exemple, dans la Figure 111.2.4, lesdgs USPIO nus ont été tracés en fonction de
leurs concentrations dans les gels. La relaxivitéviée est de 260 m'.s* et R° = 3,05 &
soit un B’ de 328 ms.

100
90 - y=260x + 3,05
80 - R2=0,9983

0 T T 1
0 0,1 0,2 0,3
Concentratrion en fer (mM)

Figure 111.2.4 : Courbe de relaxation,Ren fonction de la concentration en Cliavist® aypatmis de
trouver sa relaxivité ret le taux de relaxation,Ten absence d’'USPIO

[11.2.1.2.2 Les relaxivités mesurées sur gels

A partir de la méthode décrite dans la partie 11.2.1, les relaxivités de diverses
formulations d’'USPIO ont été calculées et compaades celle du Cliavist®. Les influences
de la modification de surface, de la charge deasertt éventuellement de la taille d’agrégats
et de cristallites sur les temps de relaxationetéevaluées.

Avant de présenter les résultats de relaxivités, T&bleau 111.2.3 résume les
caractéristiques principales des USPIO testés.

. , Diametre cristallites Diametre PCS | Potentiel Zéta
Produits testés
(nm) (nm) (mV)
Cliavist®
(Reimeret al. 2003) i R <
USPIO seuls pH =5 7,7 23 +30
USPIO seuls 7,7 nd ~0
USPIO seuls pH =10 7,7 23 -30
USPIO-mPEGs, 7,7 30 ~0
USPIO-mPEGq 7,7 38 ~0
USPIO-mPEGoqc 7,7 45 ~0
USPIO-DMSA 7,7 51 -40
USPIO-mPEGyy + DMSA 7,7 36 -30
USPIO HT 100% AC 3,8 ~40 -40

Tableau I11.2.3 : Résumé des tailles de cristadlitd’agrégats et des charges de surface a pH =7
(sauf mention contraire) des USPIO étudiés in vimdRM. nd la mesure PCS a pH = 7 n’a pas été
réalisée.
En premier lieu, I'influence de la charge nettesddace des USPIO nus a été étudiée.
L’eau pouvant étre considérée comme un dipblehrge d’agents de contraste aurait pu
influencer leurs relaxivités en attirant plus de lénales d'eau aux alentours des
nanoparticules et ainsi augmenter leurs interastatrobtenir un meilleur contraste T
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Des USPIO en suspensions acides, neutres et basmpteété préparés pour obtenir,
respectivement des nanoparticules chargées pasgive (+30 mV), neutres (~0mV) et

chargées négativement (-30mV). Leurs relaxivités éte mesurées et comparées au
Cliavist® (Figure 111.2.5).

350 1

300 -
: I I
; | | .

Cliavist NP (+30mV) NP (O mV) NP (-30 mV)

relaxivités r,
(mM-1s-1)

B RN

o 6y o

o o o

A
o

Figure I11.2.5 : Relaxivités des USPIO sans modificn de surface et chargés positivement, neutres
ou négativement comparées a la relaxivité du GligiLes mesures ont été effectuées sur une IRM
3 T en séquences écho de spin pondérées @&ret€ 6 concentrations d’oxydes de fer différentes
(expériences répétées entre 3 et 12 fois)

En premiére observation, les relaxivités de nosdesyde fer neutres et chargés
positivement sont relativement identiques a call€davist®.

Les USPIO de charges négatives présentent, quagixa une faible valeur de
relaxivité sans doute due a une mauvaise homog@éést de la préparation des gels IRM. En
effet, en dispersant en milieu basique ces nanopka$ (stockées a pH acide : partie 11.1.3),
le pH est passé par le point isoélectrique pouwaéér une agglomération difficilement
réversible. Le temps de stabilisation du pH, legdes de fer ont pu plus facilement se
déstabiliser et sédimenter dans le tube d’acrylaraicant gélification. Il sera donc nécessaire
de réitérer cette expérience pour confirmer queHarge négative ne ferait pas baisser
drastiguement les valeurs de relaxivités.

En s’affranchissant de cette valeur, la chargeutase des nanoparticules ne semble
pas jouer sur la relaxivité comme également déraopéir LaConteet al (LaConteet al.
2007).

D’apres la littérature, deux facteurs semblentuieficer la relaxivité d’'USPIO non
modifiés :

1) Lataille des cristallites
2) L’état d’agglomération

Dans leurs travaux, Tromsdaet al (Tromsdorfet al. 2007) et de Juet al (Junet al.
2005; Junet al. 2008) ont montré que le temps de relaxation tramsstes 7 diminue avec
laugmentation de la taille des cristallites. Ldarévité r, augmenterait donc avec ce
parametre.

L’état d’agglomération semblerait également inflcem les taux de relaxations.
Quelques travaux (Roatt al. 2005; Larseret al. 2008) relatent de 'augmentation dearec
une plus grande agglomération des nanoparticulpsrgaramagnétiques. Une hypothése
avancee par Rookt al (Rochet al. 2005) pourrait étre la plus forte concentrationnu®Eno-
domaines magnétiques par agrégat rendant ainbial@g magnétique généré plus important
et influengant plus les protons alentours.
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Ces deux paramétres semblent jouer un réle suelazivités § des oxydes de fer,
mais dans le cadre de cette étude, les faibledrdiftes de tailles de cristallites et d’agrégats
entre nos USPIO et le Cliavist® n’ont pas permisadie une différence significative.

D’apres LaConteet al (LaConte et al. 2007) la longueur de chaine de PEG
influencerait la relaxivité. Dans leur étude, plesPEG est de faible masse moléculaire, plus
la relaxivité p (MM™.s?) est élevée et plug augmente. Leur idée serait que les PEG de
grandes chaines déplaceraient le plan de cisaifieardre I'eau et la couche de Stern autour
des USPIO et modifieraient ainsi les relaxivités.

En effectuant la méme expérience sur nos USPIGégreivec des mPEG de masses
moléculaires différentes (550, 2000 et 5000 gdes résultats sont différents de ceux de
LaConteet al (Figure I11.2.6).

relaxivités r,
(mM-1s1)

B R NN

g © U1 O U
O O ©O O O o

Figure 111.2.6 : Relaxivités des nanoparticules xiyde de fer nues et greffées par des mPEG de
masses moléculaires de 550, 2000 et 5000 g.owhparées a la relaxivité du Cliavist®. Les mesure
ont été effectuées sur une IRM 3T en séquencesiédpmin pondérées en dvec 6 concentrations
d’'oxydes de fer différentes (expériences répétéies 8 et 12 fois).

Dans notre cas, toutes les relaxivités sont du mé@me de grandeur que celle du
Cliavist®, aucune différence significative n’a étéservée entre les difféerents mPEG utilisés.

Ces différences entre nos résultats et la littéegbeuvent s’expliquer par des taux de
greffages (nombre de molécules de PEG par nm2jgpteiment différents (mais non indiqués
dans le cas de LaConte et al (LaCcettal.2007)) et il est possible que, dans notre casyil
ait pas eu assez de mPEG pour interagir réelleavetles molécules d’eau environnantes.

En derniére partie, les relaxivités de tous nos IOSént été comparées a celle du
Cliavist® pour connaitre l'influence soit des difétes modifications de surface chargeant
négativement les nanoparticules (USPIO-DMSA et WUBRPEGyy +tDMSA), soit de la
taille des nanoparticules ou des agrégats avet/83O mélangés a un ratio massique de
100% de citrate synthétisés avec le dispositif byarmal en contin (Figure 111.2.7)

%0 | es nanoparticules d’oxydes de fer synthétisédcenaine supercritique n’ont pas pu étre étudiéemuae de
leur instabilité méme pendant le court laps de Eendzessaire a la polymérisation des gels.
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Figure 111.2.7 : Relaxivités des nanoparticules xiide de fer seules et modifiées en surface par des
MPEG de masses moléculaires de 550, 2000 et SGﬁﬂlgdu DMSA, du DMSA et du mPRggs et
des nanoparticules citratées a 100% avec le diipbgdrothermal en continu comparées a la
relaxivité du Cliavist®. Les mesures ont été effées sur une IRM 3T en séquences écho de spin
pondérées en,lavec 6 concentrations d’oxydes de fer différe(egpériences répétées entre 3 et 12

fois)

Il faut noter que, a I'exception des nanoparticusgsthétisées avec le dispositif

hydrothermal et continu, toutes les relaxivitéstsmitement supérieures a celle du premier
produit référence utilisé lors de notre étude ndBrem® avea, = 205 + 7 mM.s’. Ce
produit ayant été retiré du marché pendant notweleetnous nous sommes par la suite
intéressés au Cliavist® (partie 111.1.2).

Toutes les relaxivités sont relativement identiggeslles que soient les modifications

de surface mises en ceuvre sur les oxydes de fdaitL@e charger négativement les USPIO
avec du DMSA, n’influencerait également pas len@ppétés magnétiques. Cependant, les
nanoparticules citratées en conditions hydrothezmal continues présentent des relaxivités
beaucoup plus faibles que celles des autres peotstes.

Cette différence pourrait s’expliquer par deux pimanes :

1)

2)

En premier lieu, la déstabilisation des nanopadigpourrait avoir empéché d’obtenir
des valeurs cohérentes de relaxivité a cause dsuspension peu homogéne, les
nanoparticules citratées en continu n’étant pasiatables que celles modifiées post-
synthese (partie 11.2). L’écart type des mesurés@ses faible mais la quantité totale
d’'USPIO analysée peut étre surévaluée. En effetatalyses IRM se faisant sur des
coupes placées au milieu du tube, en cas de sé@itioende I'échantillon, une grosse
guantité d’'USPIO se retrouve en culot au fond chetet n'est pas mesurée. Ainsi,
bien que la relaxivité totale mesurée pour cet @églan ait des barres d’erreur
faibles, sa faible valeur peut quand méme étreadiishomogénéité de I'échantillon.
Dans un second temps, la trés faible taille destatlites a pu diminuer la relaxivité
obtenue pour ce produit. Bien que sa taille d’agt®gesurée par PCS soit du méme
ordre de grandeur que celles des autres USPIQt #également possible qu’elle ne
Soit pas représentative de la taille des grains tagel. En effet, la distribution de ces
grains dans le gel pourrait plutét étre une distidn de cristallites élémentaires (de
diamétres inférieurs a 4 nm). En effet, la prépanatle ce gel n'a été faite qu'avec le
surnageant de réaction stable alors que la mesutailte hydrodynamique avait été
faite avec I'ensemble de la suspension. Dans cela&daille moyenne des agrégats
peut s’en retrouvée tres diminuée. Ainsi, ces USBdQrraient étre considérés comme
des cristallites élémentaires dispersées. Dansasgilca été montré (Mornedt al.
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2004; Duguett al.2006; Mornetet al.2006) que les relaxivités de ces nanoparticules
sont beaucoup plus faibles que celles possédantriagallites agrégées. Cependant
ces trés petits USPIO semblent également présamteifet T, intéressant (Tromsdorf

et al. 2009) et il aurait été nécessaire de mesurer rdgalela relaxivité r de ces
oxydes de fer. Pour affirmer cette hypothése, t@ ra/r; peut étre un meilleur
indicateur pour comparer tous nos resultats.

[11.2.1.2.3 Conclusions sur les relaxivités mesurées sur gels

Les nanoparticules synthétisées présentent desa@ts en tant qu’'agents de
contraste en IRM au moins aussi bonnes que celle dgent commercial déja utilisé en
centres hospitaliers : le Cliavist®. Par ailleuls, charge de surface et la longueur du
polymere utilisé pour stabiliser les nanoparticutésnt pas significativement influencé la
relaxivité de nos nanopoudres. Au niveau des US§|Ifthétisés et citratés a l'aide du
dispositif en domaine hydrothermal et continu, felsxivités ont été beaucoup plus faibles
comparées a toutes les autres. Ce résultat peatdétr soit a une faible stabilité de la
suspension lors de la gélification des tubes, &ola présence majoritaire de cristallites
elémentaires dispersées qui possederaient dedadxivités ¥ mais également un contraste
de type T non négligeable. Pour trancher sur ce résultaseibit nécessaire de mesurer
eégalement les relaxivités pour pouvoir comparer les ratiogrs de tous les USPIO testés.
Quoi gu'il en soit, ces résultats sont promettgaosr toutes les nanoparticules synthétisées.
Bien que les USPIO réalisés en continu aient ptésdes propriétés intéressantes, la trop
grande incertitude sur leurs stabilit@svivo ne nous a pas permis de les utiliser pour les
mesures chez la souris avant des optimisationsydiheses prévues dans la suite de ce
travail.

I11.2.2 Les mesures IRM in vivo chez la souris

Dans cette partie, les USPIO synthétisés et testéytotoxicité ont été étudiés lors de
mesures IRMn vivo chez la souris.

[11.2.2.1 Conditions opératoires des mesures IRM chez la $®ur

Comme lors des essais sur gels, les mesareso ont été réalisées sur un appareil
IRM clinique de 3 T. L'intérét d’utiliser une IRMinique est la réalisation, en une seule fois,
de I'imagerie de 16 animaux grace a un disposiéé@ar les ateliers du laboratoire ICB. Ces
mesures sur des volumes importants et l'utilisattbone antenne de téte permettent
d’améliorer le signal.

[11.2.2.1.1 Le modele animal étudié

Un total de 45 souris swiss albinos males d’enviB0rgrammes provenant de chez
Janvier a été utilisé. Les animaux ont été stabligsmaine a I'animalerie de I'Université de
Bourgogne avant d’étre manipulés. Les mesures FhdRt été réalisées sur deux campagnes
distinctes. Des souris étant mortes avant anafggebablement due a I'anesthésie et/ou aux
produits injectés), le nombre réel d’animaux est St entre 2 et 6 animaux étudiés par
produit de contraste et par condition choisie. loenbre d’animaux utilisés pour chaque
produit testé est donné dans le Tableau 1l11.2.4teGxxpérience est en accord avec le comité
d’éthique francais sur I'expérimentation animala eecu I'autorisation n°B0410.

111.2.2.1.2 Les produits testésn vivo en IRM et la dose choisie

Les produits choisis pour cette étude ont été :
- Sérum physiologique comme contréle (NaCl a pH =t,@,15 M)
- Cliavist®
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- USPIO fonctionnalisés par du mPkgSi
- USPIO fonctionnalisés par du mPEgSi
- USPIO fonctionnalisés par du mPkgSi et du DMSA

Ces quatre produits ayant des relaxivités simdaifétude de leur biodistribution a
été possible par analyse des images. lls ont &paprs dans une solution de sérum
physiologique qui a également fait office de prodia contrdle.

A partir des données de la littérature traitantidgection de nanoparticules d’oxydes
de fer chez des modeles animaux, une concentratay®enne de fer a injecter a été choisie.
Chez le petit animal (la souris, le rat ou le lapikes quantités d’'USPIO injectées sont
comprises entre 5 et 300 pmoles de fer par kg (Baes al. 1999; Yanget al. 2001; Huhet
al. 2005; Brochett al.2006; Leeet al.2006; Sosnovilet al.2008; Cheret al.2009), la dose
retenue a été de00 pumokJ/kg.

En considérant la masse des souris comme égalegaldCquantité de fer a injecter
était de3 umol par animal. Le volume sanguin d’une souris étaemdron 2 mL, la quantité
a utiliser ne devait pas dépasser 100 pL (5 a t %olume total de sang de I'animal). Ainsi,
des suspensions de 30 umelesL dans du sérum physiologique ont été préparées gette
étude.

[11.2.2.1.3 Les conditions de mesures des produits de contrastbez la souris

L'utilisation d’'une IRM clinique a permis le pasgagimultané d’'un grand nombre
d’animaux (dix au total).
Les souris étaient préalablement anesthésiéesnjation en intrapéritonéal (IP) de deux
produits : la kétamine a hauteur de 100 mg/kg @aitg par souris) et 10 mg/kg de xylazine
(soit 0,3 mg par souris).
100 pL d’USPIO ou de sérum physiologique seul edir§ectés dans la veine jugulaire mise
a nue des animaux puis recousue apres injection.

Les images IRM ont été réalisées a 1 et 3 heurgs agjection pour tous les animaux
et 24 heures aprées injection pour la moitié de daufation étudiée. Les souris étaient
anesthésiées pendant I'acquisition des images denairon une demi-heure.

Les séquences IRM d'écho de gradient pondéré.escht utilisées avec des temps
d’écho (Tg) faibles de 4,2 ms. Ces séquence ont été préfarédes échos de spin (angle de
bascule de 60°) car, bien que le Foit plus sensible & la variation de champ magunétiue
le T, (Partie 1.2), la forte concentration en USPIO aessité I'utilisation de d trés courts
pour éviter un vide de signal trop important. Lemges ont été prises en coupes sagiftales
coronale¥ et transversaled de 2 mm.

La moitié des souris a été sacrifiée 3 heures apjestion et I'autre moitié I'a été
24 heures post-injection.

Des organes de ces animaux ont été prélevés, s&ch@¥C et conservés a -20°C pour
effectuer un dosage du fer permettant d’estimesidaistribution de ces USPIO : vessie et
urine, pancréas, intestin, rate, rein, foie, cqgowmons et sang.

31 Le plan sagittal est un plan qui sépare le cogmsde sens de la longueur en une partie gaucheegpartie
droite.

32 e plan coronal (ou frontal) est un plan perpeunldice au plan sagittal qui coupe également le £dams le
sens de la longueur en le séparant en une patéeeure ou ventrale et une partie postérieure asale. Ce
plan permet d’avoir une vision compléte du corp$ade.

* Le plan transversal est un plan perpendiculairglan coronal qui sépare le corps en une partieia (du
c6té de la téte) et une partie caudale (du c6ta deeue).
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Le Tableau IIl.2.4 résume le nombre d’animaux asggdypour chaque condition et la

Nombre de Nombre de  Nombre de Nombre de Relaxivité
Produit testé campagnes  souris souris mortes souris réellement ra
IRM testées  avant analyse analysées (mM™.s?
Serum 2 9 3 6 0
physiologique
a Cliavist® 2 8 2 6 260 + 14
5 USPIO-
2 MPEGooc 6 0 6 260+ 9
® USPIO-
Yo 2 8 2 6 265+ 10
2| mMPEGo
USPIO-
MPEGyggo + 1 2 0 2 297+ 9
DMSA
Serum 4 0 4 0
physiologique
" Cliavist® 2 2 4 260 + 14
o} USPIO-
5 5 1 4 260+ 9
é MPEGooc
USPIO-
<
N MPEGogc 2 4 1 3 265+ 10
USPIO-
MPEGq + 1 2 0 2 297+ 9
DMSA
Total 45* 11 34*

Tableau I11.2.4 : Nombres de souris, testées padpit étudi€, mortes avant analyse et réellement
analysées. Les relaxivitésde chaque produit sont également rappetékeas nombres de souris

testées et réellement analysées sont donnés Bgnéatotal du tableau. Il faut noter qu'une parties
souris passées en IRM 3 heures post-injectiorgi€ét aussi 24 heures post-injection alors que

transversales ont été réalisées (Figure 111.2.8).

d’autres étaient sacrifiées.

[11.2.2.1.4 Les techniques de quantification de la biodistribubn des USPIO

dans différents organes

La quantité de nanoparticules d’'oxydes de fer mtéseans les organes préalablement
séchés a été estimée de deux maniéres différentes :
1) Les organes séchés ont été dissous dans 1 a 2avidelnitrique fumant (69%). Les
solutions ont ensuite été filtrées a un seuil dgpace de 0,2 um et diluées 100 fois
pour étre dans des conditions moins acides pousrdua ICP (inductively coupled
plasma) le fer présent et ainsi remonter a la teeewanoparticules dans les organes
(Boutry et al. 2005; Brilletet al.2005; Cheret al. 2009). Seuls les foies, les cceurs et
les reins ont été analysés dans cette partie.
2) Des coupes histologiques des foies et des cceu&téontfectuées et les USPIO ont été
révélés par bleu de Prusse (Doustetl. 1999).

I11.2.2.2 Mesures des contrastes IRM obtenus chez les souris

Les souris ont été analysées en IRM a différentgpseapres injection des USPIO
testés (1 heure, 3 heures et 24 heures). Des imagesoupes sagittales, coronales et
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Figure 111.2.8 : Images IRM 3T en séquences échgrddient de 2 souris 1 heure post-injection de
sérum physiologique en coupes : a) sagittalescopdnales et c) transversales 2,9 ms ; &k
300 ms ; épaisseur de coupe 2 mm ; résolution @85

[11.2.2.2.1 Principe de mesure des contrastes en IRM

Le Cliavist® étant un agent de contraste majoetagnt hépatique (partie 111.1.2) et
les applications visées étant les pathologies aaadculaires, les signaux provenant des foies
et des cceurs ont été évalués. Pour savoir si il@mta des nanoparticules est urinaire, les
signaux des reins et de la vessie ont égalemenmedarés.

Les contrastes ont été mesurés sur des coupesa@Esqour toutes les souris utilisées a tous
les temps d’imagerie post-injection.

A l'aide du logiciel image-J, des valeurs de nivede gris* ont été mesurées sur les
différents organes des animaux et comparées auwralsigdes souris « contrdles ». Si les
valeurs de niveaux de gris étaient inférieures @utréle, alors le contraste était considéeré
comme négatif (type,) et si elles étaient supérieures alors le corratstit positif (type 7).

[11.2.2.2.2 Valeurs des signaux obtenus sur les cceurs et fot=s souris

Les signaux des foies et des coeurs ont été évatuggesurant les niveaux de gris sur
des zones sélectionnées comme présentées damgita Hl.2.9. Les vessies et les reins ont
également été observés.

34 La mesure de niveau de gris sous le logiciel imhdenne la valeur 0 pour le noir total et 2047rdewlanc
total soit 2048 niveaux de gris différents.
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1 heure

24 heures

1) Sérum physiologique (762 + 13 u.a.)

2) Cliavist® (109 £ 2 u.a.)

3) USPIO-MPEG,0, (490 + 26 u.a.)

4) USPIO-MPEGg, (342 £ 25 u.a.)

5) USPIO-MPEG 4, + DMSA (67 £ 6 u.a.)

1) Sérum physiologique (762 + 10 u.a.)

2) Cliavist® (113+2 u.a.)

3) USPIO-MPEG 44 (426 + 22 U.a.)

4) USPI0-MPEGisq (241 + 34 u.a.)

5) USPIO-MPEG 505, + DMSA (90 + 3 u.a.)

1) Sérum physiologique (726 + 26 u.a.)

2) Cliavist® (59 + 10 u.a.)

3) USPIO-MPEG,y, (160 + 26 u.a.)

4) USPIO-MPEGs,, (130 + 4 u.a.)

5) USPIO-MPEG 5, + DMSA (60 + 1 u.a.)

Figure 111.2.9 : IRM 3T en séquences écho de gnatdie souris de haut en bas 1h, 3h et 24 h
post-injection de sérum physiologique (1), de Qg (2), des nanoparticules modifiées par du

MPEGqorSi (3), du mMPEGwsSi (4), du mPEGsSi et du DMSA (5). Les cercles rouges représentent

les foies analysés dont les valeurs du signal donhées a droite de chagque image en unités
arbitraires. Te 2,9 ms ; £ 300 ms ; épaisseur de coupe 2 mm ; résolution @r85

A premiére vue, tous les produits utilisés semblgmduire un contraste négatif

majoritairement sur le foie. Les coeurs, vessiegigls ne semblent pas avoir de signaux

significativement différents par rapport aux sosesvant de controle.
Cependant, ces signaux hépatiques ne semblenbpastiuivalents en fonction du
temps. Ainsi, la Figure 111.2.10 représente cetteld@tion pour les différents USPIO utilisés.
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Figure 111.2.10 : Evolution en fonction des tempsrdesure post-injection des signaux des foies de
souris ayant regu du sérum physiologique, du Gt des USPIO modifiés par du mPg&gsSi, du
mPEG,OOO'Si etdu mPE@()g'Sl et du DMSA.

Comme attendu, le Cliavist® a conféré un contragigatif hépatique trés important
en moins d'une heure et ce contraste n'a pas bapuéwolué en fonction du temps. Les
USPIO-mPEGyy avec le DMSA ont également créé un contraste iiéged rapidement et
de valeurs similaires a celles du Cliavist®.

Au niveau des oxydes de fer pegylés, les valewsssidmaux hépatiques 1 et 3 heures
apres injection n'ont pas été aussi basses qulagedeux précédents produits. Cependant, au
bout de 24 heures, les signaux se sont égalemeotuvés au niveau de celui généré par le
Cliavist®. Cet effet de retardement dans le cotgragpatique laisse penser que les USPIO
modifiées par du mPEG ont pu circuler plus longtengass I'organisme et donc étre
potentiellement plus longtemps au contact d’autsssis et organes de la souris.

Ces résultats ont déja été observés dans la fittérdl est communément admis que
les oxydes de fer de tailles hydrodynamiques sepés a 40 nm ont majoritairement des
biodistributions hépatiques et rapides (Okuhate),9%8mme c’est notamment le cas pour le
Cliavist® (Reimeret al.1998).

Le retard de captation par le foie des USPIO pagpeéut étre lieé a la taille des
nanoparticules. Ce temps de circulation allongé peai petits USPIO a été souvent observé
dans la littérature (Okuhata 1999; War al. 2001; Mornet et al. 2006). C’est
vraisemblablement pour cette raison que les natiopi@s pegylées présentent un effet
contrastant hépatique retardé par rapport au GtiRvet aux USPIO-mPEfy, avec du
DMSA, leurs tailles hydrodynamiques étant inféremua 40 nm alors que les autres produits
ont d( dépasser cette valeur seuil (Moetedl. 2004). Comme déja observé lors de I'étude de
cytotoxicité (partie 1ll.1) les nanoparticules avelei PEGgy et du DMSA s’étaient
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agglomérées en conditions physiologiques augmetaars tailles moyennes et les rendant
sans doute internalisables plus rapidement pamide f

Par ailleurs, la fonctionnalisation avec du PEGasemblablement permis de retarder
le phénoméne d’'opsonisation (Duguett al. 2006) c'est-a-dire d’adsorption de protéines
plasmatiques a la surface des nanoparticules et ghagocytoses par les macrophages de
'organisme (résultats déja observé dans la pditie4.2). Ainsi, les USPIO pegylés ont pu
étre plus furtifs aux défenses de l'organisme p#ane ainsi un plus grand temps de
circulation avant accumulation dans le foie. Ceultés n'a pas été observé sur les
USPIO-mPEGyo avec du DMSA sans soute a cause de la trop fpiolgortion de PEG en
surface et surtout la charge de surface conférédep®MSA (moins de 0,8 PEG/nm2:
partie 11.2.3.2). En effet, 'absence de chargeteneles USPIO uniqguement pegylés a pH
physiologique a di retarder leur accumulation dbess tissus riches en macrophages.
Faureet al (Faureet al. 2009), Goutayeet al (Goutayeret al. 2010) ainsi que Coragt al
(Corot et al. 2006) ont démontré que la charge nette des USBIOrife leur captation
hépatique. Ainsi, la distribution rapide dans lefdes USPIO-mPE£g,avec du DMSA peut
également s’expliquer par la charge nette négdtivees nanoparticules.

Les cceurs, vessies et reins analysés n'ont pasrénodet différences de signal
significatives par rapport aux souris ayant recusdtum physiologique. La Figure 111.2.11
présente les signaux mesurés sur les coeurs pouqubdse produits. Les résultats sont
sensiblement identiques pour les mesures effectiédss vessies et les reins.
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Figure I11.2.11 : Evolutions en fonction des tentlgsmesures post-injection des signaux des cceurs de
souris injectées avec du sérum physiologique, thviSt®, des nanoparticules modifiées par du
MPEGqorSi, du mPEGysSi et modifiées par du mPEfg-Si et du DMSA.

Les USPIO testés n'ont pas semblé induire un effatrastant sur les autres organes,
notamment sur le cceur. Les signaux mesurés I'érguétle muscle du myocarde et non sur la
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cavité cardiaque. Or, en regardant les images desssune heure post-injection (Figure
[11.2.12), on peut voir un effetTdu Cliavist® sur la cavité cardiaque que nos USRIt
pas. Cet effet provient vraisemblablement de leutation du Cliavist® dans le sang présent
dans la cavité.

1) Sérum physiologique

2) Cliavist®

3) USPIO-MPEG 4,

4) USPIO-mPEGg;4

5) USPIO-MPEG,4o, + DMSA

Figure 111.2.12 : IRM 3T en séquences écho de gmaidile souris post-injection de sérum
physiologique, de Cliavist®, de nanoparticules rfiéds par du mPE£gysSi, du mPEGyqSi, du
MPEGqorSi et du DMSA. 82,9 ms ; k300 ms ; épaisseur de coupe 2 mm ; résolution 085

Ce contraste i du Cliavist® est seulement observé une heure ipgsttion et
pourrait poser des problémes pour la détectionafleofogies cardiovasculaires. Il serait en
effet intéressant de coupler des USPIO conduisann ceffet T a des complexes de
gadolinium générant quant a eux un effet Tes agents a base de Gd sont classiquement
utilisés pour imager les zones de myocarde infarcier des patients post-infarctus. Or,
proche de ces zones, il pourrait étre intéressantlidgnostiquer également des zones de
fibroses (riches en macrophages). L'associatior aes USPIO prend alors tout son sens, si
tant est que ceux-ci n'aient pas un contraste pke Ty, comme c’est le cas du Cliavist® pour
certaines séquences.

Cet effet T pourrait étre dd, soit a la plus petite taille dastallites du Cliavist® par
rapport a nos USPIO (4,2 nm contre 7,7 nm en DRROch et al. 2005; Tromsdorfet al.
2009). La fonctionnalisation pourrait égalementejoun réle sur la relaxation longitudinale
des protons aux alentours des nanoparticules.

Les nanoparticules pegylées ont montré un tempsrdelation dans lI'organisme de
'ordre de 24 heures mais sans accumulation datisnaautre organe que le foie. Il sera donc
nécessaire de fonctionnaliser ces nanoparticulex ales molécules ou des protéines
spécifiques a des pathologies cardiovasculaires @bler ces organes en veillant cependant a
ne pas masquer I'effet protecteur du PEG et & seapgmenter significativement les tailles
d’agrégats, ces deux parametres semblant étreise ke ce retardement.

[11.2.2.3 La biodistribution du fer dans les organes

Dans cette patrtie, le fer a été dosé dans le fde @eur par ICP et par révélation au
bleu de Prusse.
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[11.2.2.3.1 Dosage du fer dans les organes par ICP

Les foies, les cceurs et les reins préalablemehiséant été dissous dans de l'acide
nitrique (69%) puis filtrés a 0,2 um et dilués I6i3. Apres analyse en ICP, la quantité de fer
présente est exprimée en ggly (ou ppm de fer) pour le sérum physiologiqueCleavist®,
les USPIO-mPEGqo et les USPIO-mPE&Go:". Cette valeur a pu étre ramenée en pg de fer
par mg d’organe sec (organes ayant été au préalébles). La précision de I'appareil utilisé
étant de l'ordre de 0,5 a 1 ppm, le seuil de prgeisles résultats est placé sur la Figure
[11.2.13. Les masses d’organes étant différenessseuils ont été de :

1) 0,05 pgdmgorganepour le foie (masse moyenré00 mg)
2) 0,40 pgdMgorganepour le coeur (masse moyerméds mg)
3) 0,15 pgdMgorganepour le rein (masse moyenne 50 mg)

% Les dosages en spectrométrie de flamme n'ont gaséélisés sur des organes de souris ayant recu le
USPIO-mPEGy, + DMSA car ces prélevements d’organes ont eulteside la premiere campagne d'IRM
vivo et ce produit n'avait pas été utilisé lors deessais.
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Figure 111.2.13 : Quantités de fer présent dansdeganes des souris sacrifiées 3 et 24 heures apres
injection de sérum physiologique, de Cliavist®, 8RIO-mPEGyy et d’'USPIO-mPEG, Les
organes dosés par spectrométrie de flamme sofikes, les coeurs et les reins. La ligne rouge
distingue le seuil de détection minimale de I'apgila¢> 0,5 ppm ramenés en masse d’organe).

Avant de discuter des résultats obtenus pour less.fon peut remarquer que les
guantités de fer présent dans les cceurs et lesmreisont pas significativement différentes car
les valeurs sont toutes proches de la limite dsilsiité de I'appareil.

Au niveau des foies (I'organe ou le contraste el KRait visible), les masses de fer
trouvées par analyses en ICP ne permettent pagndéuce quant a la présence ou non d’une
grande quantité d’'USPIO dans cet organe. Bien gquselil de détection soit dépassé, les
concentrations en fer dans les solutions diluéeéslorétre trop faibles pour appréhender une
différence entre différents USPIO et le contréleadrait été logique de détecter plus de fer
dans le foie, les USPIO étant majoritairement ligéal a cet endroit, par rapport a la quantité
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totale de fer normalement présente dans cet organplus, en diluant 100 fois les solutions,
les différences entre les contrdles et les organestés ont été également divisées par 100 ne
permettant peut étre plus de mesurer une quelcovapiaion. L'appareil utilisé étant une
ICP optique, sa précision est trop faible pour ctétede si faibles quantités de fer.

De nouveaux essais ont été prévus en utilisanbdeaaux protocoles pour dissoudre
les organes comme de I'acide nitrique dix fois matencentré couplé a de I'eau oxygéenée
(H20,) permettant d’éviter une dilution trop importamtes solutions, une ICP-MS sera par
ailleurs utilisé.

Les analyses en ICP optique n'ont pas permis detifjea correctement le nombre
d’'USPIO présents dans les différents organes sante & cause du manque de précision de
I'appareil. De nouvelles mesures sur une ICP atspeétrie de masse (ICP-MS) devront étre
réalisées pour quantifier la présence d’'USPIO demerganes.

111.2.2.3.2 Dosage du fer dans les organes par révélation auebl de Prusse

Une autre méthode de dosage du fer dans les orgagtésla révélation par le bleu de
Prusse. Comme lors de la partie 111.1.4.1, des esuje foies et de coeurs prélevés lors des
essais IRM ont été réalisées et ont été traitébdeande Prusse.

La Figure 111.2.14 résume les images obtenues ssicdupes de foies de souris sacrifiées 3 et
24 heures apres injection des 4 produits testés.cbapes du cceur 24 heures apres injection
ont également été présentées.

Dans le cas du Cliavist® et des UPSIO-Bg+ DMSA, le nombre de taches bleues
sur les coupes de foie 3 heures et 24 heures apeesion semble étre identique laissant
supposer que la majorité des oxydes de fer étaléj présents dans cet organe apres
3 heures. Au niveau des USPIO pegylés, le nombaates augmente entre 3 et 24 heures
apres injection corroborant I'effet retardateut’decumulation de ces produits dans le foie.
Les révélations chimiques des coeurs n'ont paséédadirésence de fer et donc d’'USPIO dans
cet organe de la méme maniere que les mesuresdpréeé n'avaient pas révelé leurs
présences en IRM.
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Contrble Cliavist® NP-PEG;q( NP-PEGsyoc NP-PEG;qoc + DMSA

Foie
3h apres
injection

injection

Coeur
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Figure 111.2.14 : Observations emicroscopie optique de coupes de foies 3 heur24 beure post-injectionet de coupes de cceurs 24 he post-injection
par, du sérum physiologique, du Cliavist®s nanoparticules greffées avec du myy0u du mMPEGyet des nanoparticules greffi avec du mPE&q et
du DMSA. L'encart en haut a gauche est un grossieséd’une partie de la coupe. Les taches bleyg®sentent les USPIOVélés par le bleu de Prusse.
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[11.2.2.4 Conclusion sur I'imagerie in vivo

Les nanoparticules synthétisées ont montré un effettrastant majoritairement
hépatique sur les souris testées de méme efficquade Cliavist®. Le PEG, I'absence de
charge et la petite taille des agrégats ont santedmermis de retarder I'accumulation dans le
foie de certains USPIO. Cet effet furtif des agefdscontraste pegylés a permis une plus
grande circulation dans I'organisme et pourraitcenplant les USPIO a une molécule ou une
protéine ne modifiant pas significativement sesppéwes, permettre de détecter des
pathologies spécifiques autres qu’hépatiques.

Les nanoparticules mPE§rDMSA ont le méme pouvoir contrastant que le
Cliavist® sans l'effet T cardiague indésirable pour les applications cavdirulaires. Le
seul probleme est la captation hépatique de ced@$R moins d’'une heure. Le ciblage
recherché pourra étre obtenu par le greffage damis possédant des cystéines
surnumeéraires. De tels anticorps peuvent étre abtgmar ingénierie moléculaire, et se lier
aux fonctions thiols protégées par les chainesREGyosSi (partie 11.2.3.2).

Une derniere possibilité pour la détection de pathies spécifiqgues, notamment
cardiovasculaires, serait 'imagerie cellulaire. lBarquant des macrophages par nos USPIO
et en les injectant comme «agents de contrasieserait possible de cibler des zones
inflammatoires, ces cellules se localisant hadnednt aux alentours de ces zones.

[11.3 Conclusion générale sur les essais biologigues

Les USPIO fonctionnalisés n'ont pas montré de ftkiapparente sur trois types
cellulaires différents (hépatocytes, cardiomyocytts macrophages) a I'exception des
nanoparticules avec du mPEfwSi. La présence du catalyseur utilisé lors deytdhese de
ce polymére (DBTL) a sans doute causé cette téxiett de nouveaux greffages seront
nécessaires en veillant a éliminer, ou a évitdte grolécule pour confirmer ces observations.
L’internalisation de ces USPIO par les macrophag&té mise en évidence par révélation
chimique du fer de ces nanoparticules au bleu deseret par microscopie électronique. Les
USPIO-mPEGgg 0ont vu leur captation retardée par rapport auseautanohybrides.

En parallele, les nanoparticules pegylées coupdées fluorophore ont été observées en
microscopie confocale qui a confirmée l'interndiiea d’'USPIO par les cardiomyocytes.

Les mesures des relaxivitéssur gels de ces agents de contraste n'ont pagéndat
différence entre les diverses modifications deam@f(charge, longueur du polymére) ou la
morphologie des USPIO (tailles de cristallite etgiégat) mais ont confirmé I'effet Te ces
nanomateériau.

Sur le modele murin, la biodistribution hépatiqeerns USPIO pegylés a été retardée
plus de 3 heures apres injection sans doute a achuse différence de taille, de charge et
grace a l'action hydrophile de ce polymere. Il gemécessaire d’étudier la toxicité animale
des ces nanohybrides sur un plus long temps d’'smalyn effet, Coroét al (Corot et al.
2006) ont montré que la majorité du fer injectététminée aprés plus de 84 jours dans les
faeces Ce long temps d’élimination devra donc étre s compte et évalué pour les
prochaines études vivo.

Enfin, L'absence d’effet Tdes USPIO-mPE£gy + DMSA ainsi que la possibilité de
greffer des molécules spécifigues permettraient leke utiliser dans des applications
cardiovasculaires.
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Conclusion générale

Ce travail de thése consistait a élaborer des raatioples d’'oxyde de fer pouvant étre
utilisées comme agents de contraste en imageriecalédplus particulierement en IRM.

L’objectif de ce travail était tout d’abord de dyétiser des nanoparticules d’oxyde de
fer enoptimisant leurs tailles et leur dispersion pour des applicegtibiomédicales (stockage
de maniére stable pendant une longue période)ddadt). Par méthode de co-précipitation
(Massart 1981) d'un ratio d’'un ion ferreux pour xléans ferriques dans de la soude des
nanoparticules de structure spinelle aux propriétéserparamagnétiques sont obtenues. La
suspension est ensuite peptisée a pH acide (pHdar® I'acide nitrique pour stabiliser les
nanoparticules par répulsions électrostatiquesegaax groupements hydroxyles présents a
leurs surfaces. Par analyses thermogravimétriqaesombre de ces groupements a été
déterminé et est de 7 OH/nm2. Le lavage par diadys#é proscrit & cause de I'apparition
d’'une phase non désirée : la goethit&-¢ OOH). Par analyse en diffraction des rayonsaX, |
phase synthétisée est bien la structure spinetlgerehée avec un état d’oxydation compris
entre celui de la magnétite ¢&) possédant le ratio f#€e" stoechiométrique et celui de la
maghémite {-Fe,0O3) ne possédant que des ions ferriques. La déviginrapport a la
stoechiométrie en oxygen®)(a été mesurée par la méthode de Poix et a doneé u
composition de formule Bg.o 07704 montrant qu’une partie assez importante des iemsux
se sont oxydeés sous air et en particulier lordalesyes acides.

Plusieurs cycles de centrifugation ont été applqauée ferrofluide acide pour tenter
de diminuer la taille moyenne des agrégats. Apei,mesure en diffraction des rayons X, par
comptage en microscopie électronique en transnmistipar mesure de la surface spécifique,
la taille des cristallites est d’environ (9 = 2) nba surface spécifique de ces nanoparticules
est d’environ 100 m2Y§ Par PCS et par comptage en MET, la taille deggmgs est
d’environ 20 nm avec une population de gros agsefiatlles supérieures a 150 nm) qui a
diminué par rapport au ferrofluide n’ayant pas siétycles de centrifugation.

L’analyse de la surface par zétamétrie a montréchaege nulle de ces nanoparticules
aux alentours du pH physiologique (pH = 7,4) enani leur agglomération et leur
sédimentation. De plus, quel que soit le pH, cempmenes sont également observés dans
des solutions de fortes concentrations en sel.cGesaintes empéchent d'utiliser les oxydes
de fer nanostructurés « nus » pour des applicatommeédicales et a entrainé la deuxieme
partie de cette these.

I a ainsi été nécessaire d'étudier linfluence owlécules organiques sur la
stabilisation et sur la morphologie des nanoparticules doxydkes fer synthétisées
(partie 11.2).

Deux acides carboxyliques ont tout d’abord ététest'acide citrique et le DMSA.

1) Dans le premier cas, l'acide citrique a été utilidgectement pendant la
co-précipitation des ions ferreux et ferriques pd@tudier son influence sur la
morphologie et sur l'oxydation des nanoparticuldsenues. Trois ratios acide
citrique/fer ont été testés (5, 20 et 100%). Enmiee lieu, utilisé dans ces conditions,
'acide citrique a un effet stabilisant quel quét $e ratio utilisé grace aux charges
négatives de cette molécule qui chargent négatinertes oxydes de fer a pH
physiologique (répulsion électrostatique). De pliiacide citrique a permis de
diminuer la taille moyenne des cristallites (mesupér diffraction des rayons X) de
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9,8 nm a 7,6 nm pour les ratios 5 et 20% et 5,50o0r le ratio 100% grace a I'effet
chélatant de cette molécule entrainant une rédudida croissance des cristallites. A
ce dernier ratio, le parametbdea diminué de 0,077 a 0,057 montrant qu’en plusahe
effet stabilisant et chélatant I'acide citrique pewoir un effet antioxydant. En
augmentant le ratio lors de la co-précipitatiors daalyses en XPS et en zétamétrie
ont montré I'élimination des groupements hydroxyetsun déplacement du point
isoélectrique vers les pH acides.

2) Dans un second cas, l'acide 2,3-dimercapto-suasniPMSA) a été utilisé pour
stabiliser les oxydes de fer aprés synthése. D#tae maniére que l'acide citrique, le
DMSA stabilise les nanoparticules par répulsiorctétestatique a pH supérieur a 4
grace a ces deux fonctions carboxyliques. La fitomh des nanoparticules a pH
inférieur a 4 peut étre un outil intéressant pdimiéer des molécules en exces en
solution. La présence de fonctions thiols (SH)IsUDMSA nous a fait envisager cette
molécule pour des couplages ultérieurs avec deséipes ou des anticorps.
Cependant, en essayant de mesurer les fonctianis tiires avec le réactif Ellman,
nous avons démontré comme Rogeéral (Rogeret al. 1999) qu’elles s’inactivent
rapidement en formant des ponts disulfures.

Les acides carboxyliques stabilisent les nanopdescpar répulsion électrostatique et
peuvent avoir une influence sur la morphologie guds sont utilisés directement durant
I'étape de co-précipitation. En revanche, ils nerptent pas de conserver longtemps cette
stabilité dans le cas de solutions a fortes foroegjues. A partir de ces observations la
stabilisation stérique par le polyéthylene glycélt@ envisagée.

Des mPEG de masses moléculaires de 550, 2000 @tg50BI* ont été couplés a des
fonctions silanes par le biais de ''CPTES pourymuse greffer de maniére covalente aux
hydroxyles de surface des nanoparticules. En preleie, plus la chaine de polymére est
longue, plus la taille mesurée en nombre en PC8Biantg. Cette difféerence de taille n’est pas
observée en MET sans doute par la difficulté de V@icouche de polymére avec cet
instrument. Avec les mPEggSi et MPEGoosSi, les nanoparticules sont stabilisées dans les
conditions physiologiques (pH = 7,4 et NaCl = OM}J un peu moins avec le mPE{Si,
les nanoparticules décantant dans le temps dacesce

Par analyses thermogravimétriques, il y a entrd 8 polyméres par nm?2 sur les
nanoparticules. Par analyses XPS, la disparitiorsigoal du fer au profit du carbone, de
'oxygene et du silicium du mPEG-Si confirme la gg&ce importante de ces molécules a la
surface des oxydes de fer et ce, proportionnellérmex longueurs des mPEG-Si. La liaison
covalente Si-O-Fe n’a pas pu étre mise en évidemmis toutes les analyses ont prouvé la
présence et l'effet stabilisant de ces polymeres.ptesence résiduelle de catalyseur de
réaction (DBTL) dans le cas des nanoparticuledégefavec du mPEmsSi a ensuite posé
des problemes de cytotoxicité.

Des agents fluorescents (rhodamine) ont ensuitegretiéés sur ces nanoparticules.
Deux méthodes ont été utilisées :

1) Dans un premier temps, de la rhodamine a été ceupléne fonction silane pour
réagir avec les hydroxyles de surface comme dacadaeles mPEG-Si. Le nombre de
molécules par nm?2 a été estimé par mesures d’arsmeb en spectroscopie UV-
visible a hauteur de 0,01 et 0,1 molécule par nm2,

2) La combinaison du mPEG-Si avec le DMSA, a permiscdaserver libres les
fonctions thiols de cet acide carboxylique pour vmu coupler les nanoparticules
avec des molécules thio-réactives. Des premieraieessit permis de greffer des
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rhodamines couplées a une fonction maléimide démoinka possibilité de conserver
les fonctions thiols libres du DMSA grace au mPEGsSr plusieurs semaines).
Ces agents couplés a des molécules fluorescent@s @re observés en microscopie optique
pour estimer leurs interactions avec des cellules.

La troisieme partie de ce travail a été d’élabales nanoparticules d’oxyde de fer a
I'aide du dispositif de synthese hydrothermal enticm pouvant s’étendre au domaine eau
supercritique développé au sein de I'équipe MaNdRibjectif était de transposer les
syntheses de nanoparticules d’oxyde de fetamaine industriel grace au dispositif de notre
équipe de recherche et de voir les potentialitéscelite technique pour produire des
suspensions stables d’'USPIO de petites tailles.
Deux types de synthéses ont été étudiés :

1) Des synthéses hydrothermales a 150°C et a 25 MPa @v débit de réactifs de
60 mL.mir* et un ratio d'ions ferreux et ferriques stoechiaigge (1:2) ont été
réalisées. Des essais de modifications de surfaceortinu ont été tentés avec de
I'acide citriqgue et du mPE£gsSi. Sans molécule fonctionnalisante, ces conditia
synthese ont permis d’obtenir des nanoparticulegydfes de fer avec une proportion
de pres de 10% d’'une phase non désirée car nompswamagnétique : I'hématite
(a-Fe03). La phase majoritaire obtenue est de structuireebp avec une déviation
par rapport a la steechiométrie en oxygeéne 0,05 et la taille des cristallites mesurée
par DRX est de (5,4 + 0,1) nm. Grace a l'acideiquie et au mPEG-Si utilisés, la
phase obtenue est plus proche de la magnétitee@@apmentd = 0,02 pour I'acide
citrigue etd = 0,043 pour le mMPEG-SIi) et il n'y a plus d’hértatlors de ces
conditions de synthése. Avec l'acide citrique, lanoparticules sont chargées
négativement a pH physiologique et donc stabiliséesgec des diameétres
hydrodynamiques d’agrégats compris entre 30 etndOLes tailles des cristallites ont
été diminuées jusqu’a (3,8 + 0,1) nm.

2) Des synthéses en eau supercritique a 400°C et\P2bavec un débit de réactifs de
30 mL.min® ont également été réalisées. Dans cette parfi@radits ratio d'ions
ferreux et ferrigues ont été testés : (3:0) et)(Des synthéses ont été réalisées avec et
sans base et avec ou sans acide citrique. Aveg lase-précipitation en conditions
supercritiques a permis d'obtenir des nanoparticdie magnétite, de maghémite et
d’hématite. La proportion d’hématite diminue quamdaux d’ions ferreux augmente.
Sans base, avec le ratio (1:2), la phase obtertuseelement de I'hématite. Avec le
ratio (3:0), la phase spinelle est majoritaire auae proportion d’environ 60%. En
ajoutant de l'acide citrique avec les ions ferre(&0), la phase obtenue est
majoritairement la phase spinelle recherchée (mibéns% d’hématite).

Avec le dispositif de I'équipe MaNaPI dans les dtods hydrothermales, il a été
possible d’élaborer, en continu, des nanoparticslgserparamagnétiques stabilisées par de
I'acide citrique et de tres petites tailles detatlges (3,8 nm). En conditions supercritiques,
des nanoparticules superparamagnétiqgues ont ébbréés mais avec des tailles trop
importantes pour des applications biologiques. @éaet, la possibilité de synthétiser des
nanoparticules sans base dans ces conditionsasefteuse pour les enjeux économiques et
ecologiques des prochaines années.

En dernier lieu, le troisieme chapitre de ce mariusc consisté avalider les

compatibilités biologiques des agents de contrastethétisés. En raison du manque
d’optimisation des oxydes de fer obtenus graceigpoditif hydrothermal en continu, seules
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les nanoparticules synthétisées et greffées dardelex premiéres parties de ce travail ont été
testéesn vitro etin vivo.

Tout d’abord, les interactions de ces nanoparticalec différents types cellulaires
ont été observédn vitro. Des mesures par le test MTT ont montré I'abse&lgceytotoxicité
des nanoparticules élaborées sur des macrophages;etiules hépatiques et des cellules
cardiaques a I'exception de celles fonctionnaligggesle mMPEGysSi. Cette toxicité semble
s’expliquer par la présence résiduelle du catalydeuda réaction de synthése du mPEG-Si : le
DBTL. Des valeurs de viabilités cellulaires supéres a 100% ont laissé penser a des
interactions des nanoparticules avec ce test (bations lors des mesures d’absorbance) sans
doute dues soit a des problemes de stabilité depessions d'oxyde de fer soit a
I'internalisation de ces dernieres par les cellu@&sice a la révélation au bleu de Prusse et a
des clichés MET, I'hypothése de l'internalisatidans le cas des macrophages, est confirmée.
En paralléle, des clichés en microscopie confooahd pu montrer la présence de
nanoparticules fonctionnalisées par de la rhodahéms des cardiomyocytes.

La deuxieme étude biologique de ce travail s’esbulée sur une IRM clinique de 3T.
Les mesures de relaxivités ont montré que nos sgdmtcontraste possedent les mémes
efficacités que l'agent commercial de référence :dliavist®. Les légeres différences
observées pourraient s’expliquer par la difféeredeetailles des cristallites et des agrégats
mais mériteraient une étude plus approfondie. Largsh de surface ou la longueur du
polymere utilisé n'ont pas semblé modifier la ré@® des agents testés.
In vivo chez le modeéele murin, les nanoparticules pegyt#@smontrées un contraste T
hépatique retardé par rapport au Cliavist® et aamoparticules mMPEfgpgsSi et DMSA,
ouvrant la voie a des détections pathologiqueslphges. L'absence d’effet; He nos USPIO
est aussi un avantage pour les détections cardiokz®es visées.
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Perspectives de ce travalil

Ce travail a contribué a intégrer la thématiqueax®Bio » a la fois au consortium
Pharmimage® et au projet 3 MIM en synthétisantaigsts de contraste en IRM prometteurs
pour des détections cardiovasculaires spécifiques.

Par ailleurs, cette étude ouvre la voie & de nousa®autres perspectives.

En premier lieu, le changement de composition fgramagnétique pourrait
permettre d’obtenir des relaxivités supérieureglies des agents de contraste commerciaux.
Les ferrites de manganese semblent étre de bondidats (Tromsdorfet al. 2007)
(FeeMnQ,). Des premiéres syntheses ont permis d’obteniphase désirée mais pas de
maniére optimale. Une solution d'un ion Mravec deux ions Béa été mélangée dans de la
soude ou de I'hydroxyde d’ammonium (MPH) a 90°C comme lors des syntheses de type
Massart (Massart 1981). Les premiers résultatsigP2010) montrent I'absence de
cristallisation avec I'utilisation d’hydroxyde d’amonium mais des nanopatrticules de ferrite
de manganése sont obtenues avec de la soude. EnlésHailles des nanoparticules sont tres
polydisperses (Figure 1).

¥
=

Figure 1 : Cliché MET de nanoparticules de ferrittssmanganése obtenues par co-précipitation
classique de deux ions ¥eour un ion MA* dans de la soude.

Il reste a optimiser la synthese de ces nanop&etict a tester leurs interactions avec
des milieux biologiques (toxicité, internalisation,) et leur efficacité comme agent de
contraste.

Pour limiter la toxicité de ces nanoparticules agtiliter les greffages a leur surface,
une alternative pourrait étre leur encapsulationsddes nanoparticules de silice de taille
calibréee (Grafet al. 2006). Par ailleurs, le fait d’obtenir des billde silice éviterait le
probléme de polydispersité rencontré. La condemsates alkoxysilanes pourrait étre utilisée
pour enrober des nanoparticules d’oxyde de fer.[@esiers essais ont été réalisés. Dans une
solution eau/éthanol (25%/75%) a pH basique (pHegepr a 9), des nanoparticules peptisées
(chargées négativement) ont été agitées avec dis TEDa-éthoxy silanes) (Belounis 2008).
Les « nano-billes » de Sj@btenues ont bien enrobées les nanoparticuleydiose fer mais
leur synthese devrait étre optimisée notamment powtliorer la dispersion des difféerentes
billes (Figure 2).
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S

Figure 2 : Cliché MET de nanoparticules de siliggat enrobé des nanoparticules d’oxyde de fer
obtenues par co-précipitation classique

Concernant le dispositif hydrothermal en contines Isyntheses pourraient étre
optimisées pour obtenir des tailles de nanopadscplus compatibles avec les applications
biomédicales, notamment en domaine supercritiglenjéu important qui m'a tenu a coeur
dans ce travail est de réussir a obtenir des naticydas stabilisées en continu. L'ajout d'une
guatrieme voie de réactifs sur le dispositif en 2@burra certainement concrétiser ce deésir
(Figure 3). En jouant sur les temps de séjour sbleant (en remplacant par exemple I'eau
par un mélange eau/éthanol), il sera sans doutghp@sie greffer du mPEG-Si en conditions
hydrothermales et continues permettant d’avoir agents de contrastes biocompatitdes
une seule étape et en grande quantité

Voie 1

Pompe haute pression(1

Voie 2 S_Q_X_H

Pompe haute pression(2

Voie3 || ¥

Pome haute pression(3)

_- o Déverseur
(7et2 pum) | [ | 1
Bain % L +—T ‘
froid CH -® H

suspension

P de nanoparticules
Voie polymeére \_

2011 O

Figure 3 : Schéma du dispositif de synthése hydrathle en continu (2011). Une voie permettant
d’amener du mPEG-Si apreés le refroidissement dritpension sera ajoutée par rapport au dispositif
2010.

Four

4

Au niveau du ciblage de pathologies, les fonctithmsls protégées par le mPEfgrSi
pourraient servir au greffage de protéines ou @ants possédant une cystéine surnuméraire.
De cette maniere et avec le couplage d’'un fluorophib sera possible d’obtenir un agent de
contraste bimodal et spécifique aux pathologieslicaasculaires pouvant étre détecté en
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IRM et en microscopie optique. L'absence d’effetpburrait, par ailleurs, étre un avantage
pour les pathologies ciblées (Figure 4).

“ Nanoparticule d’'oxyde de Fer

# Enrobage de polymeére (PEG)

? Molécule fluorescente

} Fonctionnalisation par un anticorTs

Figure 4 : Représentation d’'un futur agent de caste pour utilisation en IRM composé d’'un cceur
magnétique stabilisé par des molécules organiqtiesulé a la fois a une molécule fluorescente et
un anticorps spécifique a des pathologies cardiouksres.

En plus de cette étude réalisée avec la société NigHicinal et le CHU de Dijon,
d’autres partenaires ouvrent la voie a de nouveliggications de nos USPIO.

En premier lieu, I'école d’ingénieur en agronomfgiosup Dijon) par le biais de
'équipe GPMA (Génie des Procédés Alimentaires trdiologiques) a commence a tester
I'utilisation de nanoparticules d’oxydes de fer pstresser par hyperthermie des spores. Les
premiers essais d'internalisation par séparationgmétique (Cunault 2009) de ces
nanomatériaux couplés a de la rhodamine dans desomganismes ont donné des résultats
encourageants (Figure 5).
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Figure 5 : Observation microscopique en lumierdletet en fluorescence de levures
(Saccharomyces cerevisiae Y1008Qe bactérieBacillus subtilis ATCC31324narquées ou
non par des USPIO couplés a de la rhodamine.

En marge de ce travail, des tous premiers essaipesmis d’obtenir des nanotubes
d’'oxyde de titanes (Papat al. 2009) marqués par des USPIO. Cette combinaisatiténé
permettra de tirer profits des effets de la forrmeagguille des nanotubes facilitant leur
internalisation dans des cellules (Papa 2009)pdgwxriétés photocatalytiques du titane et des
propriétés magnétiques des USPIO pouvant permditridisation de ce nouveau
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nanomatériau dans de nombreux domaines biologidelss que, I'IRM, le traitement
oncologique, I'hyperthermie ou d’autres applicasi@mcore inconnues (Figure 6).

Figure 6 : Cliché MET de nanotubes d’oxyde de #td@corés par des USPIO

186



Annhexes

A.1. Récapitulatif des techniques utilisées

Annexes

TECHNIQUES APPAREIL CARACTERISTIQUES
Molécule sonde : azote ou
BET AUTOSORB 1C- krypton. Désorption : 150°C
Quantachrome

durant 3 h.

Diffusion de la lumiére et

MALVERN Nano ZS

Mesure de taille pour
suspension de nanoparticules

Zétamétrie de 0,3 2 10.000 nm.
Logiciel : DTS (nano) V 4.2
DRX INEL CPS 120 A (Ke Co)= 1,78897A
Siemens D5000 A (Kp Cu)=1,39222A
VICTOR X3

Lecteur de plaques

(Perkin-Elmer)

570 nm (MTT)

Magnétométrie

Magnetometer M2100

Température de l'azote
liquide et ambiante
(-196 et 20°C).

MET pour cellule

HITACHI H7500

80 kV

MET pour nanoparticules

JEOL JEM2100 LaB6

Résolution 0,25 nm
200 kV. Préparation des
échantillons.

Microscope a confocal

LEICA TCS SP2

Filtres :

Dapi (Excitation BP 409 nm|

Emission LP 498 nm),

RBITC (Excitation BP

555 nm, Emission BP
610 nm)

Spectrométre d’Emission
Optigue par Plasma a
Couplage Inductif

VARIAN ICP OES
Vista-Pro

ICP optique

Spectrométre InfraRouge

BRUKER IFS 28

Analyses de composés
organiques sous forme de
poudre.

Logiciel : OPUS V 3.1

Spectrométre UV-Visible

CARY 1E

Logiciel : WinUV V 3.0

XPS

SIA 100 Riber/Cameca

Source K Al (énergie :
1486,6 eV, tension : 12 kV et
puissance : 200 W).
Préparation des échantillons.
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A.2. Informations obtenues par diffraction des rayons X

A.2.1.Diffraction des rayons X sur poudre(tiré du cours ' Méthodes
d'analyses et de caractérisations des sol'du Prof. N. Millot,
Université de Bourgogne, version de mai 2C

Une analyse soignée des diftogrammes permet d'accéder a dive
caractéristiques d’un matériau cristalli
- la position des raies nous permet de remonterphdae cristalline et a ses parametre
maille,
- la forme des raies nous informe sur la taille demaines cohérende diffraction et sur I
taux de défauts de structure présents dans I'éltbiay
- lintensité relative des raies nous permet de reéenc@ la teneur des différentes phe
cristallines d'un mélange, a la position des diffiés atomes dans la maillestalline. Mais
elle peut étre aussi influencée par des phénontntsxturatior

A.2.1.1.Analyse de profils de rait

On a un élargissement des raies de diffrac
- lorsque les cristaux de I'échantillon ne satisfued a I'hypothese du cristal infi(cristaux
nanométriques)
- lorsque les cristaux présentent des défauts dimstdtlislocations, méacles.

Méthode de Scherre
Nombreux sont encore a ce jour les travaux ouille tes particules est déterminé
partir des profils des raies de diffraction pateméthode.

Intensité
4 B largeur intégrale (largeur
N ' du rectangle de méme
aire et de méme I, .,)

lorentzienne

T ) O L&\ |largeur & mi-hauteur
max gaussienne
26(°)
180A
Tw cOos 6

ou @est la taille des cristallite

A la longueur d’onde du rayonnent incident,
wla largeur a mi hauteur de la raie de diffract
0 I'angle de diffraction.

Des modeles plus élaborés, dépendants de la rduypeofil des raies de diffractic
ont été développés : les méthodes d’'Halder et Waggrde Williamson et Hl.
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Correction instrumentale

Afin de procéder a l'analyse microstructurale dnatériau et d'accéder aux informations
contenues dans le profil d'une raie de diffractibest nécessaire de remonter au profil vrai
de la raie. Pour cela il faut déconvoluer le prefipérimental du profil instrumental. La
courbe de résolution a pour but de quantifier lforkéation, en terme d'élargissement, que
subit un signal lorsqu'il est enregistrée. Chaqupaegil a sa propre résolution qui peut
dépendre des conditions de réglage et du domaineediistrement.

La correction instrumentale sur I'élargissementrdéss est déterminée a l'aide d'un matériau
de référence : BaFrecuit. Ce matériau est supposé parfait (taille gtains importante et pas
de microdistorsions).

Pour remonter au profil vrai de la raie, il faubral déconvoluer le profil expérimental du
profil instrumental. Si ces profils sont lorentzaeta déconvolution est simple :

BvraizBexp'Binst

B est la largeur intégrale de la raie de diffraction

Si les profils sont de Voigt, I'approximation de g\ar est utilisée :

Bvrai = \/ngp -B exp X Binst

Méthode d'Halder & Wagner

C'est la méthode appropriée au profil de Voigtrdéss de diffraction. L'élargissement
des profils de raies di au matériau est alors Eatteila facon suivante :

* 2 * 2
Bvrai - E x Bvrai + n
d e d? \2

ou B est la largeur intégrale,
€ le parametre lié a la taille ou a la forme desipaes,
n le parametre lié aux contraintes.

B'=BcoP/\ et d=2sirB/A sont les coordonnées réduites dépendant de I'degiéffractiond
et de la longueur d'onde du rayonnement.a taille apparente des domaines cohérents de
diffraction € (ou la taille des cristallites égale a 4/8i les grains sont sphériques) et le taux de

défauts de structureg() sont déduits des diagrammes d'Halder et Wagaeédra partir de

I'équation précédente. Les incertitudes sur cesnpetres découlent du coefficient de
régression linéaire de la droite d'Halder et Wagner

Méthode de Williamson & Hall

Cette méthode est utilisée dans le cas d'un efitaies lorentzien. L'élargissement
des profils de raies di au matériau est calculé ém;on suivante :

o :1+/7xd*

vrai
&£
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La taille des domaines cohérents de diffractignef le taux de défauts de structuned*)
sont déduits des diagrammes de Williamson et atlés a partir I'équation précédente. Les
incertitudes sur ces parametres découlent, la endarcoefficient de régression linéaire de la
droite de Williamson et Hall.

Si les points de ce diagramme ne s’alignent plaaut alors regarder les différentes
ordonnées a l'origine des droites tracées par FRmdlharmoniques. On a alors des
dimensions difféerentes selon les directions cilisgahphiques : les grains ne sont pas
sphériques (phénomeéne observé pour des matériaug e traitements mécaniques par
exemple).

A.2.2.Evaluation de la déviation par rapport a la stcechiétrie en
oxygene §) avec la méthode de Poix

O est la déviation par rapport a la stcechiométricogygene. Dans le cas de la
magnétited est donc relié aux taux de cationdHee>".

Par la méthode de Poix, il est possible d'estiderEn suivant cette notation,
I'oxydation de la magnétite (E®@,) peut s’écrire sous la forme d’une fixation d'oryg et de
création de nouvelles entités structurales :

(Fe™)[Fe* Fe™']0;” +2L02 - %{(F €d] s j{ Feiios Feitad ] 2 }02_}

-20 4-45 4-35 430 435 4-33 4-33

Cependant, des cations*Fenigrent des sites octaédriques vers les sitemétiiques
de maniere a ce gqu’il n'apparaisse des lacunesrigties que dans les sites octaédriques.
Ainsi, la réaction globale d’oxydation devient :

2-20 4-40

4-30 4-35 4-35

(Fe*)[Fe* Fe* 10> +— 2 0, - 4_—%{(%&){@@ Felasss }O}

[] représente une lacune, () et [] indiquent respectent les sites tétraédriques et
octaédriques et% correspond au nombre d'unités de structure préseatun état
d’oxydation donné.

En mesurant le parametre de maille par diffracties rayons X, il est possible par la
méthode de Poix d’obtenir la déviatidn
On peut ainsi définir une distance tétraédrique enag d et une distance octaédrique
moyenne ¢:

d,=> xd, -0
d; =Y xdg -0

ou x est la teneur en cation i dans ce siig;Ql la distance du cation i — oxygene gt@ la
distance du cation i — oxygene.

Selon Poix (Poix 1965), le parameétre de maille d'structure spinelle est relié aux
distances cations — anions par la formule:
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a=ﬂd4+\/%d§ _512 2
11/3 11 ¢ 363

Chaque distance caractéristique d’'un cation esnhidéuivant I'état de valence et de
coordination et est unique.

Cations Distance cation — anion (nm)
Fe’ tétraédrique 0,18580
Fe** octaédrique 0,20200
Fe&* octaédrique 0,21320
m 0,22394

Distances caractéristiques moyennes cation — adéimies pour les sites tétraédriques et
octaédriques et utilisées pour le calcul par lanoéte de Poix du paramétre d’apres (Belin 2002) et
(Guigue-Millot 1998) 0 représente les lacunes en sites octaédriques.

Les distances 4det ¢ ont donc les valeurs suivantes et peuvent étectiégs dans
I'équation reliantd au paramétre de maille. Ainsi, en connaissan@larpetre de maille de
Fes150a, il est possible de retrouvar

d, =01858(
4. = 08304~ 0,64030
6 4-39

A titre d’exemple :
3) & de la magnétite = & Fey1.004 = F&O4
4) Bmax de la maghémite =1/9=0,1 F%(1.0,111p4.

191



Annexes

A.3. Bilan sur les notions de grains et de taille de gnas

(tiré du cours " Méthodes d’analyses et de caras&dions des solides"
du Prof. N. Millot, Université de Bourgogne, versie mai 2010)

Des techniques d’investigation tres différentesnmdtent de caractériser la granularité
des poudres cristallines : MEB, DRX, Sorptomét@eanulométries, MET...

Ces difféerentes techniques teoient” pas nécessairement la poudre de la méme
maniéere. |l convient donc de préciser le vocabelaiemployer (NF X 11-630 de 1981).

A.3.1.Les définitions

Particule ou Grain :
Dans une poudre, fragment de matiere solide : quéeti €lémentaire, agrégat, ou
agglomérat pris en compte par une technique d’'ghien ou de mesure donnée.

Particule élémentaire :
Le plus petit fragment de poudre que I'on peutvittiialiser géométriguement par les
méthodes microscopiques.

Agrégat :
Ensemble de particules discrétes, jointives parstefmces. La cohésion de I'agrégat
est d’ordre physico-chimique et difficile & romgar un moyen physique (ultrasons).

Agglomérat :

Ensemble de particules discretes et/ou d’agrégatscohésion de I'agglomérat est
d’ordre physique ; elle est relativement facil@gpre par un moyen physique (ultrasons).

A.3.2.Ce que voient les techniques

20KV 00

Cliché MEB d'un grain de BaTiQ Cet agrégat est constitué de particules élémersaire
agrégat de 3Q@m environ d’environ 1 a 2um.
Lors d’'une investigation de cette poudre avec amgjomeétre, ce sont les agrégats qui
sont vus comme étant les particules constitutieela ghoudre de taillgs.
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Le MEB révele la structure de ces grains et perdeeis ce cas, de faire la distinction
entre 'agrégat de taillgs et la véritable particule élémentaire de tajile

Le diamétre équivalent déduit de mesures d'airésiBgues@s = @y ; ce qui révele
I'absence d’une porosité au niveau des grainsx-cesont lisses et non tourmentés.

Cas d'un grain Cas d'un grain

ST IS, de surface lisse de surface tres

ST TR et non tourmentée et

ANRREERENREN tourmentée : présentant une
L EEHEEE A EAR Qs = Qv porosité
A ouverte:
EERNNEE s << Qv

Couche adsorbée sur deux grains de diametre mopew @res identique

Les résultats obtenus par les techniques de difirac DRX et MET sont
complémentaires aux précédents. De nouvelles reosiont a clarifier.

Grain polycristallin :

Du point de vue de la diffraction, un te
grain diffracte comme plusieurs petits cristatl
plus ou moins désorientés les uns par rapport
autres.

Un grain polycristallin est un grain dan
lequel il n'y a pas continuité du réseau cristallin

Grain monocristallin :

Un grain monocristallin est un grain qui donne liché de diffraction de monocristal.

Toutefois, il existe encore une subdivision possibin grain monocristallin peut étre
constitué de plusieurs cristalltes ou d’'un seuan® ce dernier cas on parle alors de
monocristal.

N\

AN
|
NN EEEE

"”i,_\ (prx AN HHAH-

T T

Un grain monocristallin constitué de plusieurs ~ Un grain monocristallin constitué d’un seul
cristallites cristallites

I
|
Lt .

Cristallite :
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C’est le domaine de matériau dans lequel il y ainaité parfaite du réseau cristallin.
Les dimensions des cristallites sont accessiblesapalyse des profils des raies de
diffraction et par MET en champ sombre ou HauteoRé®n.

Pour résumer :

|Particu|e elémentaire] Agrégat 00 Agglomérat [0 Particule ou Grain

/

Monocristallin Polycristallin

/\

1 cristallite Plusieurs cristallites
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A.4. Analyses XPS des nanoparticules

La spectroscopie de photon-€électrons X a permaod@er une estimation des espéces
présentes en surface dans les cas des nanopartiooldifiées par de l'acide citrique, du
DMSA, mPEG-Si et du mPEG-Si + DMSA en les compaganter de surface de la magnétite
(fer 2p).

Les trois composeés utilisés pour modifier la swefate la magnétite possedent
majoritairement des carbones et des oxygenes dsrgpectres vont donner des énergies de
liaisons différentes suivant I'environnement élenique qui les entoure. Il faut noter que
dans un grand nombre de spectres obtenus en XRfic wworrespondant a du carbone de
pollution (C-C) est observ&on énergie de liaison est fixée a 284,5 &V permet de fixer
tous les autres pics d’'un spectre et de pouvoicdesparer.

Pour désommer les pics en différentes contributitess largeurs a mi-hauteur sont
fixées a 2 eV maximum. Dans le cas du carbone,foisele carbone de pollution fixé a
284,5 eV les positions des pics sont fixées avec un @aniviron 1,5 eV par liaison oxygéene
sur le carbone. Ainsi un carbone C-O doit se sinees 286 eV, un carbone O-C-O ou C=0
vers 287,5 eV et un carbone O-C=0 vers 289 eV.

Le logiciel CasaXPS en version 2.2 a été utilisérpes désommations des pics.

A.4.1.La magnétite

Le fer, 'oxygene, I'azote et le carbone de potuatde la magnétite ont été analysés par XPS.

107 1%

55 | 40
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5 = e | 88%
o g 12% / ’
s E 2 | /
2 g 20 [ !
b £ \
40 e
] = 15] \\
(= [
35 10] ﬂv!‘jl ¥ \
Y \N
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Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Spectres XPS du carbone de pollution et de I'oxggknla magnétite et désommation du pic de
I'oxygeéne en deux contributions avec leurs propowdirelatives.

Il N’y a pas de pic d0 a I'énergie de liaison dazbte. En revanche, le fer peut se
diviser en 2 pics, le fer 2p qui est considéré cendm fer de « surface » et le fer 3p qui est du
fer global sur la cristallite.
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Spectres XPS du fer 2p et du fer 3p de la magnétite

Toutes les études ont consisté a quantifier lamesades molécules en surface. lls ont
donc été comparés aux atomes de fer en surfacke $eit2p.

Les répartitions en pourcentage des trois élénamrab/sés pour la magnétite nue sont
les suivantes :

Proportion Fe 2p  Proportion O*

Svnthése Proportion OH  Proportion C
d (%0) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4

Proportions, obtenues par XPS, du fer et de I'orggét du carbone de pollution de la structure
spinelle

A.

analyses XPS donnent une bonne idée de la propat@bomes de I'acide citrique.

4.2.L’acide citrique

A.4.2.1.Les caractéristiques XPS de l'acide citrique

L’acide citrigue posséde 6 atomes de carbone tiries d’'oxygéne.
COOH

HOOC - CH, - C— CH, — COOH

OH

Formule semi-développée de I'acide citrique

En XPS, le rapport des aires du pic de I'énergiéiaieon de I'oxygéne et de celui du
carbone est de 1,28 quand en réalité il est de. BaX incertitudes de mesures pres, les
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Spectres XPS du carbone et de I'oxygéne d’acideguit et désommation du pic du carbone en trois
contributions avec leurs proportions relatives.

Le pic de vibration du carbone peut se décompasé&oes contributions :

1) Une contribution a 284,5 eV correspondant au carhkam pollution et aux carbones
des liaisons CH (2/6 des carbones)

2) Une contribution a 286 eV correspondant au carbdinee liaison C-O (1/6 des
carbones). Il est communément admis que les oxggéediaisons font se décaler le
pic de carbone d'environ 1,5 eV par liaison avemxygéne. Dans ce cas, cette
hypothése est vérifiee (284,5 +1,5 = 286 eV)

3) Une contribution a 288,5 eV correspondant aux aabales liaisons O-C=0 (3/6 des
carbones). Dans ce cas, cette liaison est considgsdéme une triple oxygéne et

devrait se décaler de 4,5 eV et son déplacemedel@rest proche de celui théorique
(4 eV)

B e e | v T v
296 294 280 278 340 538

Au niveau des aires relatives de ces trois cortidhs du carbone, les valeurs sont
relativement identiques a celles théoriques :

Rapport des aires CH C-O O-C=0
Théorique 33,3% 16,7 % 50 %
Réelle 34 % 19 % 47 %

Aires théoriques des 3 types de carbone de |'agitigue et aire relative des aires des pics des
énergies de liaisons des 3 carbones de I'acidéqciér mesurées en XPS

Le fait que les aires théoriques et relatives alenpar XPS soient relativement
proches nous a fait penser que I'analyse du pia tlaison O-C=0 (288,5 eV) seraitpriori
un bon indicateur sur la présence ou non de citiate des nanoparticules citratées car ce pic
est tres intense (50% de la vibration du carbohel@s a cette liaison). En effet, le pic de la
liaison C-O (286 eV) pourrait étre trop faible e des liaisons CH était confondu avec
celui du carbone de pollution (284,5 eV).

Le pic de vibration de l'oxygéne, quant a lui, esie gaussienne et il est délicat de le
désommer en oxygeéne de liaison C=0 (3/7 des oxgyarteen oxygene de C-OH (4/7 des

oxygenes) et il est donc considéré comme un umpguaux alentours de 531,9 eV.
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A.4.2.2.Quantification par XPS de l'acide citrique sur desanoparticules
citratées

Dans les parties 2 et 3, des nanoparticules ontétdifiees par de I'acide citrique.
Pour savoir si cette molécule est présente a lacude la magnétite, des analyses XPS ont
éte réalisées.

Nous avions tout d’abord pensé voir une difféerematee 'oxygéne des citrates et les
oxygeénes de la magnétite (OH- od)OCependant, le pic des hydroxyles dedzesortant
vers 531,7 eV et celui des citrates vers 531,9ike¥ été difficile d’'impliquer cette énergie
dans la recherche de citrates a la surface.

En revanche, I'énergie de liaison de O-C=0 estatérastique du carbone des citrates
et peut étre différenciée du carbone de pollutién. effet, en mesurant l'aire de ce pic
seulement (situé vers 288,5 eV) et en la multiplgar 2 (la moitié des carbones du citrate ont
une énergie de liaison a ce pic), on peut trouaéelde tous les carbones provenant de cette
molécule. Ensuite, en multipliant par 7/6, on ptotver l'aire théorique de I'énergie de
liaison de I'oxygene des citrates (7 oxygenes @ocarbones) située vers 531,9 eV et plus ou
moins confondue avec les hydroxyles de la magn@iecette maniere, il suffit de soustraire
a ce pic d’énergie de liaison de I'oxygene, la dbation des citrates pour trouver s'il existe
toujours des hydroxyles libres. Le pic du carbon€8b eV (liaison C-O) est aussi
caractéristique du citrate mais est plus diffickem désommable que celui de la liaison
O-C=0 et n'a donc pas été retenu pour nos explmitst

Prenons un exemple pour illustrer ces propos atedes nanoparticules mélangées a
un ratio molaire de 100% de citrates dans la soude.
Les spectres XPS du carbone et de I'oxygéene ssruigants :
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontéatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec de 'acide citrique dans unaaholaire de 100%.

Les répartitions en pourcentage des trois élénardly/sés pour les nanoparticules citratées a

100% sont les suivantes :

Rapport des aires

C

O Fe2p

Mesurée en XPS

10,5 %

54,5 %

35 %

Rapport des aires des pics des énergies de liais@ssirées en XPS du carbone, de I'oxygéne et du
fer sur des nanoparticules citratées a 5%.

La part du carbone due a la liaison O-C=0 représé@t5% et donc environ 81% de
l'aire du carbone mesurée et due aux citrates (&98@onc du carbone de pollution). Des
10,5% due au carbone, 8,5% (10,5*81%) sont don@dxgitrates.
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La part de I'oxygéne correspondant aux hydroxyleaux citrates est de 23% soit

12,5% au total (54,5*23%).

Sachant que 6 carbones représentent 7 oxygengsitld’'oxygénes due au citrate est
d’environ 10 %. Il ne reste donc que 2,5% des asoamalysés qui sont des hydroxyles de

surface.
. . 2- . .
Synthese Proportion Fe 2p  Proportion O Proportion OH Propqrtlon C
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
100% citrates 35 42 2,5 2

Proportion C

Proportion O

Synthese citrates (%) citrates (%)
Référence 0 0
100% citrates 8,5 10%

Proportions, obtenues par XPS, du fer et de I'orggge la structure spinelle, du carbone et de
I'oxygene des citrates et du carbone de pollutionia synthése de référence et les magnétites
citratées a 100% a pH = 12.

A.4.2.3.Les spectres XPS des autres nanoparticules citratée
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec de I'acide citrique dans unaaholaire de 5%.
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec de 'acide citrique dans unicgaholaire de 20%.
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A.4.3.Le DMSA

A.4.3.1.Les caractéristiques XPS du DMSA

Le DMSA est une molécule plus facile a observeKB® que I'acide citrique car elle
posséde en plus de 4 carbones et 4 oxygénes, resouf

HOOC— CH - CH — COOH -
! |

SH SH

Formule semi-développée du DMSA

La présence de ces atomes de soufre permet deimmnclant a la présence ou non de

DMSA.
De plus, les spectres XPS sont aisément dissosidbleeux de la magnétite.
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Spectres XPS du carbone et de 'oxygéne du DM8A&seimmation du pic du carbone en trois
contributions avec leurs proportions relatives ¢lantribution a 284,5 eV est du carbone de pollytion

Les liaisons des carbones du DMSA ont deux énerdesliaisons totalement
dissociées de celle du carbone de pollution :

1) Une contribution & 286 eV correspondant au carbdoee liaison C-S (2/4 des
carbones).

2) Une contribution a 289,5 eV correspondant aux cagbales liaisons O-C=0 (2/4 des
carbones).

Au niveau des aires relatives de ces deux conioibsitdu carbone, les valeurs sont
relativement identiques a celles théoriques.

Rapport des aires C-S 0-C=0
Théorique 50 % 50 %
Réelle 56 % 44 %

Aires théoriques des 3 carbones de I'acide citriguiaires relatives des pics des énergies de l&so
des 3 carbones de l'acide citrique mesurées en XPS

Les 2 contributions des carbones du DMSA sont appési équivalentes (56% pour C-
S et 44% pour O-C=0) comme dans la molécule.

L’énergie de liaison de I'oxygene sort, quant &,ellers 533 eV et n'est donc pas
confondue avec les hydroxyles de la magnétite 8ts7 eV).
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A.4.3.2.Quantification par XPS du DMSA sur des nanopartices

De la méme maniere qu’avec l'acide citrique, il gs$sible de quantifier la proportion
d’hydroxyles libres a la surface de la magnétitdeetaux de DMSA en étudiant les pics
caractéristiques du carbone et de I'oxygene de ocatiécule.
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontasatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du DMSA a 8% en proportion mass

Dans le cas du couplage du DMSA avec la magnétitgic du carbone de la liaison
0O-C=0 a été déplacé, il en a été probablement aeenti2l pic de I'oxygene dont une partie
des oxygenes du DMSA ont pu se confondre avecclags hydroxyles, sans doute lors du
couplage du DMSA avec la surface de la magnétite.

Les 2 contributions du carbone sont cependantm@portionnelles et c’est a partir de
leurs proportions relatives que la quantité de DME#&té estimée.

En premier lieu, la proportion des atomes de calzoété comparée a la proportion du
soufre trouvée. Le ratio C/S devait étre aux alaistole 2 d’apres la formule du DMSA. Avec
la proportion de carbone, il suffit ensuite deregtia méme proportion aux pics de I'oxygéne
a 531,1 eV aprés avoir retiré l'intégralité du picc32,5 eV du exclusivement au DMSA.
L’oxygéne de structure On’est impliqué que dans le cas de la magnétile eernier pic
vers 535 eV a été négligé.

Les répartitions en pourcentage des quatre élénagatysés pour les nanoparticules
avec du DMSA a 8% massique sont les suivantes :

Rapport des aires C O Fe2p S

Mesurée en XPS 30 % 48.5 % 14 % 7 %

Aires des pics des énergies de liaisons mesurég¥P8rdu carbone, de I'oxygene, du fer et du soufre
sur des nanopatrticules avec du DMSA a 8% massique.

La part des carbones due au DMSA représente 53Paide du carbone mesurée (47% est
donc du carbone de pollution). Des 30% dus au cab®6% (30*53%) sont donc dus au
DMSA. Ces 16% sont a peu pres le double du soufnevé (7%) comme attendu par la
formule de cette molécule.

La part de I'oxygéne correspondant a la structpieetle est de 39% soit 19% au total
(48,5*39%).

12,5% des oxygenes proviennent forcément du DMS3®686 du total. Sachant que
4 carbones représentent 4 oxygenes, la part d’meydae au DMSA doit étre d’environ 16%.
I manque donc 10% d’oxygéne probablement dans émenpic que les hydroxyles de
surface (531,1 eV). La proportion d’atomes dangiceest de 20,5%. Il reste donc 10,5%
d’hydroxyles libres soit une grande quantité. L&6 d'oxygene restant ont été imputés au
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DMSA. La désommation du pic ne permettant tout d&me pas un calcul parfaitement
stcechiométrique.

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH  Proportion C

(%) (%) (%) pollution (%)
Reéférence 40 49 7 2
NP-DMSA 14 19.5 105 14
Synthese Proportion C Proportion O Proportion S

DMSA(%) DMSA (%) DMSA (%)

Référence 0 0 0
NP-DMSA 16 19 Z

Proportions, obtenues par XPS, du fer et de I'orggée la structure spinelle, du carbone, de
I'oxygéne et du soufre du DMSA et du carbone deiah sur la synthése de référence et sur de la
magnétite modifiée par du DMSA a 8% massique

A.4.4.Le mPEG-SI

A.4.4.1.Les caractéristiques XPS du mPEG-Si

Le mPEG-Si est également une molécule facileméi@rdnciable en XPS notamment
grace a la présence d’'azote et de silicium.

o
H |

- O\(\/\Om\/OTN\/\/T‘*O_\

o

S

Formule semi-développée du mP&sSi

Au niveau des pics d’énergie du carbone on peuvéo:

1) Une contribution a 284,5 eV correspondant au carhkam pollution et aux carbones
des liaisons CH.

2) Une contribution a 286 eV correspondant au carlabmee liaison C-O. C’est ce pic
caractéristique qui est observeé lors du greffageE@ sur la magnétite.

3) Une contribution a 286,8 eV qui est difficilementtriauable et est slrement
confondue avec la contribution précéedente.

4) Une contribution a 288,7 eV correspondant peut&teeliaison C=0.

Le pic de I'énergie de vibration de I'oxygéene sawix alentours de 532 eV et pourra
eventuellement étre confondu avec les hydroxylesudace de la magnétite.
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Spectres XPS du carbone et de I'oxygéne du miES

Au niveau des aires relatives des contributionsgiegre éléments du mPEG-SI, les
valeurs sont relativement identiques a celles tgées.

Rapport des aires C O N Si
Théorique 65,5 % 33% 0,75 % 0,75 %
Réelle 66 % 32 % 1% 1%

Aires théoriques et relatives aux pics d’énergidiagison en XPS du carbone, de I'oxygéne, du
silicium et de I'azote du mPEG-Si

A.4.4.2.Quantification par XPS du mPEG2000-Si sur des naraopcules

De la méme maniére qu’avec I'acide citrique, il@ss$sible de quantifier la proportion
d’hydroxyles libres a la surface de la magnétiteedbux de mPEG-Si en regardant les pics
caractéristiques du carbone et de I'oxygéne de eatlécule. L’exemple suivant est décrit

pour le cas de nanoparticules avec du mB&&i mais le raisonnement est le méme quelle
que soit la longueur du polymére.
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Spectres XPS et désommation avec leurs propont&aves du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du mPEfgrSi

En premier lieu, le carbone posséde le méme pyaél celui du mPEG2000-Si seul,
laissant supposer que seul le carbone de ce padyewdr détecté, ce qui est relativement
logique au vu du nombre de ces atomes sur lesehdin PEG.

Au niveau de I'oxygéne, la contribution & 529,3 @ due aux © de la magnétite et
le pic 2 532,5 eV a, en premier lieu, été considéréme exclusivement di au polymere.
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Les répartitions en pourcentage des cing élémemadyses pour les nanoparticles
pegylées sont les suivantes :

Rapport des aires C O Fe2p N S
Mesurée en XPS 60,5 % 34 % 2% 0,5 % 3%

Aires des pics des énergies de liaisons mesurég®8rdu carbone, de I'oxygéne, du fer, de I'azbte e
du silicium sur des nanoparticules avec du mBJs£Si.

La part des carbones due au mB&E&ESi représente 100% de I'aire du carbone
mesurée (le carbone de pollution est négligé damsas) donc 60,5% du total.

La part de I'oxygene correspondant a la structpineie est de 16% soit 4,5% au
total (34*16%). Le reste pourrait étre di a l'oxgygedu MPEGosSi soit 29,5% et
eventuellement des hydroxyles de surface. Cependantu de la faible proportion de fer 2p
(2%), la contribution de ces groupements a étéigégyl De plus le rapport C/O dans le
MPEGoooSi et de I'ordre de 2 comme nos résultats (60,8% et 29,5% d’O soit un ratio de
2,05).

Synthése Proportion Fe 2p  Proportion O  Proportion OH  Proportion C
(%) (%) (%) pollution (%)

Référence 40 49 7 4
MPEGooc-Si 2 4,5 0

Synthése Proportion C Proportion O Proportion Si  Proportion N

PEG (%) PEG (%) PEG (%) PEG (%)

Référence 0 0 0 0

MPEGooc-Si 60,5 29,5 3 0,5

Proportions, obtenues par XPS, du fer et de I'orggée la structure spinelle ; du carbone, de
I'oxygéne, du silicium et de I'azote du mPEG si&nét du carbone de pollution sur la synthése de
référence et la magnétite pegylée par mpRkg£Di

Dans le cas du greffage de PEG sur les nanopasiclibxyde de fer, il faut noter que
vu les longues masses moléculaires de mPEG-Ssé4il{800, 2250 et 5250 g.niplet la
faible profondeur d’analyse en XPS (de I'ordre e 13m), les mesures effectuées risquent de
faire seulement apparaitre les carbones et lestmegyde ces polyméres au détriment de ceux
de pollution ou provenant du réseau de la magné&deailleurs, le signal du fer risque aussi
d’étre masqué et ce d’autant plus que le PEG éiiigsa long.

Dans le cas d’'oxydes de fer greffés par du mPEQaSipntribution de I'énergie de
liaison des hydroxyles a été négligée de méme egjledu carbone de pollution.
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A.4.4.3.Les spectres XPS des autres nanoparticules pegylées
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontgaves du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du mPE4Si.
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du mPEfg-Si.

A.4.5.Le cas des nanoparticules pegylées + DMSA
A.4.5.1.Exemple des nanoparticules + mPEG2000-Si + DMSA alé#ées en

solution acide

L’analyse XPS a été plus délicate dans le cas dmeparticules pegylées + DMSA
notamment dans le cas des lavages par décantafibh @cide (NBqgd. Dans le cas des
lavages par dialyse, le fort taux de mPEG-Si nou$aif procéder comme lors des
nanoparticules seulement pegylées (sauf dans lducas’EGsgSi).
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du mPEfgrSi + DMSA lavées par décantation acide (pH = 3-4)

En premier lieu, le carbone possede un profil fidatiére entre le mPE£goSi et le
DMSA. En effet, la proportion du carbone de liaisomO (288,2 eV) est plus importante que
celle du polymére seul. Le pic a 286,2 eV ne pauricdplus étre attribué au mPEG-Si
seulement.

Au niveau des oxygenes, le pic des hydroxyles @3)Ldoit étre considéré comme
appartenant également au DMSA. De méme, pour Ieiatepic (532,8 eV) les oxygenes
appartiennent au DMSA et au mPEG-Si.

Les répartitions en pourcentage des six élémerdtysd#s pour les nanoparticules
pegylées + DMSA sont les suivantes :

Rapport des aires C O Fe2p N Si S
Mesurée en XPS 255%51,5% 19% 0% 25% 1,5%

Aires des pics des énergies de liaisons mesuré¥®8rdu carbone, de I'oxygene, du fer, de I'azote,
du silicium et du soufre sur des nanoparticulescaie MPEGyorSi et du DMSA lavées par
décantation a pH acide (pH = 3-4).

Pour quantifier tous ces atomes, nous pouvonsmagsale maniére staechiométrique.

Commencons par le cas de I'oxygéne. Le pic a 589,@st caractéristique de$ @t
donc représente 56,5% de I'ensemble des oxygenesrésedonc 31% (56,5%*51,5). Le
reste est a départager entre les hydroxyles, le AkiSle MPEG-Si. Le DMSA étant une
petite molécule, il est plus facile de considéeedétection comme stocechiométrique. Ainsi, Si
1,5% des atomes sont des soufres, alors 3% degsfomviennent des oxygenes sans doute
répartis en 1,5% sur le pic des OH (531 eV) et 1sb¥%d’autre pic a 288,2 eV. Ainsi, sur les
17% des oxygenes du premier pic (soit environ 9%alemes totaux), 1,5% proviennent du
DMSA et donc 7,5% proviennent des hydroxyles. Sutdrnier pic, le reste des oxygenes est
de 11,5% (51,5% -31% “G1,5%DMSA-7,5% OH) avec 1,5% pour le DMSA et do@&4l
provenant du mPEG-Si.

Le cas du carbone est plus simple une fois leséngg répartis suivant les molécules.
Ainsi, si nous avons 3% d’oxygénes dus au DMSA snavons également 3% de carbones.
Pour le mPEG-SI, quelle que soit sa longueur dénehda proportion C/O est toujours
d’environ 2 ([CH-CH,-0O]). Ainsi si 10% des atomes sont dus a I'oxygénenPEG-Si alors
20% sont des carbones. La totalité des carboneke e, 5% des atomes totaux. On peut donc
trouver le carbone de pollution par soustractigh,5- 20% PEG- 3% DMSA = 2,5%.
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Avec ces calculs, il a été possible de quantifeeiptoportion de chaque atome du
DMSA, du mPEG-Si et de la magnétite en considétaatrapports stcechiométriques.

S . Proportion Fe 2p  Proportion O>  Proportion OH  Proportion C
ynthese 0 0 0 -0
(%) (%) (%) pollution (%)
Référence 40 49 7 4
NPo00acid 19 31 7,5 2,5
Synthése Proportion C Proportion O Proportion S
DMSA (%) DMSA (%) DMSA (%)
Référence 0 0 0
NP2000acid 3 3 15
Synthése Proportion C Proportion O Proportion Si  Proportion N
PEG (%) PEG (%) PEG (%) PEG (%)
Référence 0 0 0 0
NPZOOOacid 20 10 2,5 0

Proportions, obtenues par XPS, du fer et de I'orggée la structure spinelle ; du carbone, de
I'oxygene et du soufre du DMSA ; du carbone, deytygne, du silicium et de I'azote du mPEG
silanisé et du carbone de pollution sur la synthdseéférence et des nanoparticules pegylées avec
des MPEGysSi et du DMSA lavées par décantation acide (pH4).3

A.4.5.2.Les spectres XPS des autres nanoparticules pegytdeMSA

)c102 )(103
C-OPEGet C-SDMSA
286,2eV -
3 46% Jx}} 1
] A g oSO
3 .l C-CouCH = O € -
=] 3 284,5eV @ 27% 52824 ev
2 C=O(PEGetDMSA) [ | 20% pL 9.4
B 288 eV J & OmPEG-Siet DMSA
o 14% { A @ 10 532,8eV |
= "‘a 1 £ 9% \ .. /\"
20] .‘r"u,w ' 7 / \/ 7\
" Ml A\ —~L\ Yy, : AN\
1 B PR e~ SN
i WVW\ Mw’» T
UL L L DL A L PR S 1 I ) L Y TR, I [ 0 PR T (L LS R
206 294 292 290 238 286 284 232 280 278 542 540 538 536 534 532 530 528 526 524
Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules avec du mPE£Si + DMSA lavées par dialyse
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
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A.4.6.Les analyses XPS des syntheses en conditions higdrotales et

continues
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontasatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules synthétisées en conditions hydrotlaées et continues
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules synthétisées avec un ratio molagr®&% de citrates en conditions hydrothermales et
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontéatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules synthétisées avec un ratio molagrd @)% de citrates en conditions hydrothermales
et continues
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Spectres XPS et désommation avec leurs propontaatives du carbone et de I'oxygéne de
nanoparticules synthétisées avec du mgfSi en conditions hydrothermales et continues
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A.5. Estimation du nombre de rhodamine par unité de surdice en
UV-Visible

1) Estimation par mesure directe de la suspensioradeparticules fonctionnalisées par
la rhodamine

Les nanoparticules greffées au mMBR@(NP-mPEGqyyg) présentent la méme perte de
masse en ATG que celles pegylées et fonctionnaliadda rhodamine (NBirc). Ainsi, leurs
absorbances dues a I'oxyde de fer sont les ménmesssiispensions de NR2oooet NR sritc
et NRgrirc de mémes concentrations massiques sont réallsgsabsorbances sont mesurées
sur les NRrirc avec comme cellule de référencepiioos Dans les deux cas, un volume de
100 ou 200 pL est dilué dans 3 mL d’eau (volumal}ot
Pour les quatre mesures, la courbe d’étalonnatieéatiest la premiére réalisée pour les plus
fortes concentrations.

Nous détaillerons le calcul pour 100 pL despR. Dans ce cas, I'absorbance
mesurée est de 0,0731. En utilisant I'équation alecdurbe de tendance de calibration
(R2=0,9999) : Absorbance = 0,0766 * concentrafiogzic.aptesmL™) on trouve comme
concentration dans les trois mL de la cuvette 549g.mL* ce qui donne sur le volume total
de la cuvette :

0,954 pg.m*3 mL = 2,862 ug de RITC-APTES.
En utilisant la masse molaire de la rhodamine-APTHES: 757,5 g.maf) on peut trouver le
nombre de rhodamines présentes dans les 3 mL d’B@gaiation :

286
NRITC_APTES:ﬁ (602107 = 2, 27510

Dans ces 3 mL sont présents également 100 pL dgR 4,40 mg.mL de
nanoparticules avec 58% en masse de mkE6Gi. On a donc 100 pL d'une solution a
1,85 mg.mL* de magnétite nue soit 0,185 mg de magnétite. Sacsuspécifique étant de
110 m2.g,, la surface développée par 3 mL de suspension af®particules est de
2,03.16° nm2.

On peut ainsi trouver le taux de rhodamine par nm?2

Neiro-aptes — (2,275&0156)Rh0d: O’llzd?hog/
Surface,gee  (203C10°)nn? ni

NRITC/nm2 =

2) Estimation par mesures des eaux de lavage de [gerssisn de nanoparticules
fonctionnalisées par la rhodamine

Toutes les synthéses ont été dialysées et chacmlgsati a été analysé par
spectroscopie UV-visible jusqu’a ce que la valeait’dbsorbance soit nulle. En mesurant les
absorbances de chaque dialysat, il a été posséblgodver la masse totale de rhodamine
éliminée et donc de remonter au taux de fonctiosai@bn.

Nous détaillerons le calcul pour Bc. 30 mL des 1,8 L des 4 dialysats ont été passés en
UV-visible pour relever leur absorbance. La premiebsorbance obtenue était assez
importante pour suivre la premiere courbe d’étatmmn:

Absorbance = 0,0766 * concentration &g aptesmL™?) (R2 = 0,999)

Les deux suivantes suivaient la deuxiéme courbaldignage d’équation :
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Absorbance = 0,0693 * concentration gtg.apresmL™) + 0,0019 (R2 = 1)

Les trois dernieres étaient inférieures a 0,003 eint été négligées.

Les calculs de concentrations dans les 30 mL dbsdits gardés pour les trois
premieres dialyses ont donné les des valeurs dqupemmis de retrouver la masse totale de
rhodamine présente dans le réservoir de dialysmutipliant la concentration trouvée en
ng.mL* par les 1800 mL du dialysat.

1) Absorbance = 0,098 soit 1,28 pg.thtoit 2303 pg de RITC-APTES

2) Absorbance = 0,0118 soit 0,14 pg.méoit 257 pug de RITC-APTES

3) Absorbance = 0,0051 soit 0,05 pg.ihéoit 83 pg de RITC-APTES

La masse totale de rhodamine perdue est de 264Btpat donné que nous avions
ajouté 3800 ug de RITC-APTES pour la réaction, és$se restante est donc de 1157 pg soit
1,53 pmoles. De la méme maniére, ces 1,53 umol&dTde-APTES se sont donc couplées
au 100 mg d’'oxyde de fer (soit 11 m?).

Ainsi le nombre de RITC-APTES peut se calculeradmaniére suivante :

Neircapres — (L53110° EB’OSZ [10**)Rhod - 0,084d?h09/
Surfacg,gnede @110°)nne nnt

Nere/nm =
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A.6. Calcul de la proportion d’hématite et de magnétitedans un
diffractogramme possédant les deux phases

Lors d’études antérieures au sein de I'équipe MaN@elin 2002), il a été montré
gue la quantification de maghémiteKe,0O3) et d’hématite ¢-Fe0O3) pouvaient se faire
directement par le rapport des intensités relatilesies caractéristiques de ces deux phases.
Les raies de I'hématite (104) d’intensité relati@0 et de la maghémite (220) d’intensité
relative 35 ont été utilisées car ces deux raiesenghevauchent pas et ne sont pas influencées
par les autres raies des diffractogrammes.

Deux courbes d’étalonnages ont été réalisées persdpourcentages massiques
d’hématite pour deux approximations.

50

Smiaghénte

40 —

/1(220)

30—

hématite

20 —

10—

-
il
Gy

0 0.1

intensités relatives I(104)

O T Y L VO
02 03 04 05 06 07 08 09 [
Fraction massique de phase hématite o-Fe,O,

Courbes d’étalonnages des intensités relativesidagrrespondant a la raie (104) de I'hématite par
rapport a la raie (220) de la magnétite en fonctdmla fraction massique d’hématite utilisée d'apre
(Belin 2002).

Pour des fractions massiques d’hématite infériere80%, le ratio—-22 varie

(220)
linéairement avec la fraction massique d’hémasters|’équation suivante :

I
(104 :15,4715(a|pha
(220)
Au-dela d’'une fraction de 30 a 40%, une approxiomatile la méthode sans standard est
choisit :

| X
(109 - 11447 alpha
I (229 1- Xalpha
Cependant, dans notre cas, seule la méthode Bné&aité retenue car jamais la
qguantité d’hématite synthétisée avec la maghénatedépasséee 20%.
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A.7. Mesure de la fonction mitochondriale par le MTT

Ce test permet d’estimer le degré de lésions edlad en déterminant la fonction
mitochondriale des cellules par mesure de la biartoh par les cellules du bromure
3-(4,5-diméthyt2-thiazolyl)-2,5-diphényt2H-tétrazolium (MTT, Sigma) en formazan coloré.
Cette conversion est probablement accomplie pawdainate déshydrogénase produite par les
mitochondries de cellules métaboliquement activ@sniez et al. 1997). Aprés chaque
traitement, les cellules en plaque 24 puits (ouwjya96 puits) sont rincées deux fois
délicatement avec du PBS grkauffé a 37°C. Elles sont ensuite incubées erepoésde
500 pL (100 pL) de MTT & 2 mg.riidans du milieu Puck G+ pendant une heure & 37°C en
normoxie. Le MTT est éliminé et les cellules somakement lysées par ajout de 500 pL
(200 pL) d'isopropanol contenant 0,1 mét.lde HCl pendant une heure & température
ambiante. La quantité de formazan produite estuéegapar mesure de I'absorbance a 570 nm
sur un spectrophotometre (Victor3, Wallac). Le peuatage de cellules métaboliquement
actives est exprimé par rapport a des cellulesoaeditons normales (contrdle), dont la valeur
est considérée comme égale a 100 %.
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A.8. Protocole de préparation d’échantillons pour Microgopie
Electronique en Transmission (Suspensions bactériaas,
levures ou cellulaires)

La fixation du matériel biologique est réalisée durant 30 antempérature ambiante
dans un mélange paraformaldéhyde 4%, glutaraldieéhygPodans du tampon phosphate de
Sorensen (0,1 moll, pH 7,4 final). Aprés fixation, le matériel estvéaplusieurs fois
(minimum cinq fois) par du tampon phosphate de i&®e, comme précédemment. Le
dernier bain de lavage est réalisé durant uneantit°C.

Les cellules sont ensuifmst-fixées60 min, a température ambiante et a I'obscurité
dans une solution & 1 % de Tétroxyde d’Osmium darampon de Sorensen 0,1 mdl.&
pH 7,4.

Un lavage rapide dans du tampon est réalisé pugisétapes de déshydratation,
substitution et imprégnation dans la résine sostika effectuées.

Déshydratation : bains successifs d’alcools de degrés croissantengpérature
ambiante : éthanol 30°, 50°, 70° et 95 (15 min polague bain), puis éthanol Absolu
100 (trois bains de 15 min).

Substitution : deux bains de 30 min dans des volumes égauxésiee : éthanol
absolu, a température ambiante.

Imprégnation : une nuit dans de la résine seule et a tempérambénte.

Remarque : La résine utilisée est de 'EMBH® (résine époxyde) mélange
d’EMBed-812, de DDSA, de NMA et de BDMA.

DDSA : Dodecenyl Succinic Anhydride,

EMBed812 = Epon 812,

NMA : Nadic Methyl Anhydride = Methyb-Norbornene2,3Dicarboxylic Anhydride,

BDMA : Benzyldimethylamine = MNBenzykN,N-Dimethylamine (accélérateur de
polymérisation).

Enfin, des capsules de gélatine sont remplies slagét retournées sur les boites de
culture. La polymérisation est initiée pendant oo a 37°C puis finalisée apres 48 h a 60°C.

Les blocs de résine obtenus sont coupés a I'dide dtracut. Des coupes ultrafines
de l'ordre de 80 a 90 nanometres sont réaliséésicke Id’'un diamant et déposées sur des
grilles métalliques Cuivre/Palladium de 200 Meskhgprées séchage, les grilles sont
contrastéespar des sels de métaux lourds (sels d’uraniuralgtde plomb).

Les étapes du contraste :

- 30 min dans une solutionatétate d’'uranyle a 5 %a I'obscurité et & température
ambiante suivies d’'un ringcage abondant a I'eau zi&ga

- 3 min dans une solution detrate de plomb a I'abri des carbonates de l'air et a
température ambiante suivies d'un rincage abonddi®au dégazée et d’'un séchage a I'air
ambiant.
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A.9. Les mesures magnétiques

Les ferrites de structure spinelle de tailles ieféres & 20 nm posséedent un
comportement superparamagnétique. Cependantef@tature de I'azote liquide (-196°C)
elles sont ferrimagnétiques et présentent un cythystérésis magnétique traduisant
l'irréversibilité des mécanismes d'aimantation cigrésé par :

- un champ coercitif Hc
- une aimantation rémanente Mr et a saturation Ms
- sa carrure Mr/Ms.

A M : aimantation

Ms |- - ___ Courbe de 1ére aimantation

Ms : Aimantation a Saturation
Mr : Aimantation Rémanente

Hc : Champ Coercitif H : excitation magnétique

Cycle d'hystérésis d'un composé ferri ou ferroméguoé.

Pour caractériser les propriétés magnétiques de UBRBIO, les aimantations a
saturation (M) et rémanente (Nlainsi que le champ coercitif ont été mesurées.
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A.10. Valorisations des travaux de thése

A.10.1.Publications avec comité de lecture

Easy Route to Functionalize Iron Oxide Nanoparsial& Long-Term Stable Thiol Groups
L. Maurizi, H. Bisht, F. Bouyer and N. MilloLangmuir 2009, 25 (16), 8857-8859
(doi : 10.1021/1a901602w

A.10.2.Communications orales dans le cadre de congres
Le nom de la personne présentante est souligné.

Synthesis of third generation USPIO for biomedaggplications
L. Maurizi, H. Bisht, M. Ariane, D. Vandroux, P. Walker, J.Rerrier-Cornet, F. Bouyer and
N. Millot, Nanohybrides 06 La Marana (France), Juin 2009.

USPIO for Biomedical applications
L. Maurizi, H. Bisht, M. Ariane, D. Vandroux, P. Walker, J.Rerrier-Cornet, F. Bouyer and
N. Millot, Séminaire invité, Ljubljana (Slovénie), septembre 2009.

Synthesis of new generation iron oxides (USPIO)MR validation in mice
L. Maurizi, P. Walker, H. Bisht, L. Dumont, D. Vandroux, Fower and N. Millot,
Communication invitée groupe Pharmimage Dijon (France), décembre 2009.

New methods to synthesize USPIO as cardiovascatnofpgies contrast agents : in vitro
and in vivo in mice studies

L. Maurizi, D. Vandroux, L. Dumont, P. Walker, Femoisson, F. Bouyer and N. Millot
Nanohybrides 07 Porquerolles (France), mai 2010

New Method of Synthesis of USPIO: In Vitro and imo\Biological Applications as a MRI
Contrast Agent

L. Maurizi, H. Bisht, M. Ariane, D. Vandroux, L. Dumont, P.aWer, F. Demoisson, F.
Bouyer and N. MillotParticles 201Q Orlando (USA), mai 2010.

A.10.3.Communication orale dans le cadre de la formatioadalorale

Développement de SPIO de troisieme génération gpplications biomédicales
L. Maurizi, X*™**journées des écoles Carnot et Louis Pasteudijon, 14-15 mai 2009.

A.10.4.Communications par affiches
Le nom de la personne présentante est souligné.
Elaboration and characterization of functional ngawoticles : application as Magnetic
Resonance Imaging (MRI) contrast agents

L. Maurizi, H. Bisht, D. Vandroux, P. Walker, F. Bouyer andMillot, Nanohybrides 05
Porquerolles (France), juin 2008.
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Elaboration and characterization of functional ngaaticles: application as Magnetic
Resonance Imaging (MRI) contrast agents

L. Maurizi, H. Bisht, D. Vandroux, P. Walker, F. 8ger and N. Millot, Ecole Galerne
Marcoul (France), octobre 2008.

Nanomaterials for diagnosis and gene delivery
H. Bisht L. Maurizi, A. L. Papa, F. Bouyer, D. Vandroux, Walker and N. Millot,
Transalp’Nano 08, Lyon (France), octobre 2008.

New third generation SPIO as apoptosis cells makeMRI
L. Maurizi, H. Bisht, D. Vandroux, P. Walkedgan-Marie Perrier-Corndt, Bouyer and N.
Millot, Hybrid Materials , Tours (France), mars 2009.

Nanomaterials for diagnosis and gene delivery
H. Bisht, L. Maurizi, A. L. Papa, F. Bouyer, D. \Wmoux, P. Walker and N. Millpt
Nanomed 09 Berlin (Allemagne), mars 2009.

Synthesis of Oxide Nano-Particles with an Contisudlydrothermal Production Process
under Sub and Supercritical Conditions

F. Demoisson M. Ariane, L. Maurizi, F. Bouyer, N. Millot and.Bernard,12" EMSF
(European Meetings on Supercritical Fluids) Graz (Autriche), mai 2010.

Titanate nanotubes as new carriers in the field cafdiovascular diseases: synthesis,
functionalization, internalization and toxicity

A-L Papa, L. Dumont, L. MauriziP. Athias, D. Vandroux and N. MilloRarticles 2010Q
Orlando (USA), mai 2010.

New method of synthesis of SPIONSs: in vitro andiwo biological applications as a MRI
contrast agent

L. Maurizi, H. Bisht, M. Ariane, D. Vandroux, L. Baont, P. Walker, F. Demoisson, F. Bouyer and
N. Millot, 8" SCAMC (International Conference on the scientificand clinical applications of
magnetic carriers), Rostock (Allemagne), mai 2010.

Synthesis by a continuous hydrothermal procesdamadionalization of SPIONS. In vitro and in
vivo biological applications

L. Maurizi, J. ParisH. Bisht, D. Vandroux, L. Dumont, P.Walker, F.rbasson, F. Bouyer, N.

Millot, 9" Japan-France Workshop on NanomaterialsToulouse (France), novembre 2010.

Evaluation des activités cytotoxiques et prooxyemntle nanoparticules d'oxydes de fer
fonctionnalisées sur des cultures d'oligodendrecytarins 158N

F. Bouyer L. Maurizi, M. Baarine, N. Millot, J. Bruniaux, Masson, G. Lizardzongrés annuel
de I’Association francaise de cytométrieMarseille (France), octobre 2010.
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Titre : Elaboration de nanoparticules fonctionnelles liappons comme agents de contraste en IRM

Résumé :Les nanoparticules d’oxyde de fer de structuraedf@ ouvrent de nombreuses voies dans le domaine
biomédical. Parmi les applications possibles, leppétés superparamagnétiques des cristallites dlizaine

de nanometres permettent de les utiliser pour dgrdistic médical, notamment en Imagerie par Résenan
Magnétique (IRM).

Ce travail a consisté a élaborer des suspensidldades de nanoparticules de magnétite ou de éraga
(nommées USPIO pour Ultrasmall SuperParamagnetim 1Oxide) compatibles avec les conditions
physiologiques (pH = 7,4 et [NaCl] = 0,15 M).

Par co-précipitation classique, des USPIO, deetai cristallites de 8 nm, de surface spécifiqué demz2.g'

et agrégés en assemblages d’environ 20 nm ontbéé@us. Pour stabiliser ces nano-objets, deux \miegté
explorées. Des agents électrostatiques (acidejuitret DMSA) ont modifié la charge nette de surfdes
oxydes de fer. La stabilisation stérique a égaleraéh explorée par greffage de méthoxy-PEG coupldes
fonctions silanes (MPEG-Si). Par combinaison de GypfzSi et de DMSA, des suspensions stables ont
également été obtenues. De plus, les fonctiondstlaipportées par le DMSA et présentes a la suidase
agrégats se trouvent protégées de leur oxydatitumealie par I'encombrement stérique des chaingmbjenere

(la formation de ponts disulfures est évitée). batgonctionnalisation de ces nanoparticules viafoactions
thiols est alors possible plusieurs semaines dpugssynthése. Ce concept a été validé par poffiageed’un
fluorophore (0,48 RITC/nm?2) pour la détectiorvitro en microscopie a fluorescence.

En parallele de cette étude en « batch », des aatmpes d'oxyde de fer ont été synthétisées attimo a
laide d'un procédé hydrothermal pouvant s'étendredomaine eau supercritique. En voie hydrothermale
classique, des USPIO stabilisés par des ions edtrant été obtenus en continu. Grace aux propriétés
physicochimiques de I'eau supercritique, la co-jpiétion de magnétite a été possible sans I'atii@ de
base.

La cytotoxicité et linternalisation cellulaire dees USPIO ont été évaluées sur trois modeles aiedsl
(macrophages RAW, hépatocytes HepG2 et cardiomgerwt les efficacités comme agents de contraste en
IRM de ces nanoparticles ont été mesurées surtgelrenodéle murin et comparées a un agent deastatr
commercial a base d'oxyde de fer. Les nanohybrtlediés n'ont pas présenté de cytotoxicité et émetbppé

des pouvoirs contrastants comparables a I'agentmeomal. La biodistribution hépatique des nanopakéis
couplées au MPEG-Si a été retardée de plus der8sheuvrant la voie a des détections spécifiques.

Mots clés :Nanohybrides, R©,, USPIO, eau supercritique, MPEG-Si, DMSA, acidedqie, cytotoxicité des
nanoparticules, IRM, relaxivité

Title : Elaboration of functionalized nanopatrticles: apgiions as MRI contrast agent

Abstract : Spinel structured iron oxide nanoparticles openviay of biomedical applications of nanomaterials.
Superparamagnetic properties of ten nanometer @igstallites permit to use them in diagnosis sush a
Magnetic Resonance Imaging (MRI).

The aim of this work was to synthesize colloidasmension of magnetite or maghemite (called USPIO fo
Ultrasmall SuperParamagnetic Iron Oxide) stablghysiological conditions (pH = 7.4 and [NaCl] = B\).

By classical co-precipitation method, UPSIO weretBgsized with a mean crystallite size of 8 nmhvat
specific surface area of 110 m2.gnd an aggregate size of 20 nm. To stabilize thase-objects, two ways
were investigated. Electrostatic agents (like ciicid and DMSA) modified iron oxide surface char8eeric
stabilization was also studied by grafting meth®BS coupled with a silane function (MPEG-Si).and th
combination mMPEG - DMSA also resulted in stablepsusions. Moreover thiols functions coming from
DMSA and present on the surface of the nanopastietere prevented from oxidation thanks to steritgumtion

of polymer chains. Thanks to this method post-fiemetlization of USPIO was possible several weeksraf
synthesis. This concept was validated with the -posfting of a dye (0.48 RITC per nm2) used forvitro
detection in fluorescent microscopy.

Nanoparticles were also synthesized in a continuas with a hydrothermal process which could wadni
soft chemistry to supercritical water. In classibgtirothermal conditions, USPIO stabilized withratiés were
obtained in a continuous way. Thanks to the physlwmical properties of supercritical water, coefitation

of magnetite without base adding was possible.

Cytotoxicity and cellular internalization assays revedone with our USPIO in three cellular models
(macrophages RAW, hepatocytes HePG2 and cardiorntggicyMoreover the efficiency as MRI contrast agent
were measured in gels tubes and on mice modelcampared to an iron oxide commercial product. Late
hepatic biodistribution (more than three hours) wes/en with pegylated nanoparticles, which opémsvray

of specific detections.

Key words : Nanohybrids, F€©,, USPIO ; supercritical water, mPEG-Si, DMSA, @tacid, nanoparticles
cytotoxicity, MRI, relaxivity



