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Ce travail de these s’inscrit dans le cadre du développement de nanoparticules magnétiques
hybrides pour des applications en nanomédecine. Un des enjeux de la nanomédecine est de pouvoir
proposer des solutions innovantes dans le diagnostic et/ou le traitement de certaines pathologies qui
sont des défis sociétaux comme le cancer, les maladies neurodégénératives et les maladies
cardiovasculaires. L'idée de coupler les propriétés des nanoparticules magnétiques et celles des
polymeéres a empreintes de protéines est de pouvoir proposer un nouveau systéme extrémement
pertinent pour aller cibler, détecter et pourquoi pas traiter in vitro puis in vivo des cellules d’intérét.

Les nanoparticules magnétiques présentent des propriétés particulierement intéressantes pour ce
domaine d’application. En effet, elles possédent des propriétés de relaxation qui en font de trés bons
agents de contraste en IRM, leur superparamagnétisme intrinséque peut étre mis a profit pour
vectoriser des systéemes magnétiques du type liposomes, et enfin elles chauffent lorsqu’elles sont
soumises a un champ magnétique alternatif (hyperthermie magnétique). La fonctionnalisation de
surface des nanoparticules magnétiques est souvent délicate car il faut a la fois les rendre furtives en
les couplant a un polymére de type poly-éthylene-glycol ou dextran, et les fonctionnaliser par des
molécules de ciblage (sucre, peptide, anticorps...). Les polyméres a empreintes moléculaires
présentent une alternative trés intéressante dans la mesure ou il est a priori possible d'imprimer
n‘importe quelle molécule. Cependant, il nous est apparu pertinent de relever le défi de I'impression
de protéines. Les protéines sont de grosses molécules fragiles. Ainsi, le greffage de polymere a
empreintes de protéines a une particule magnétique tout en conservant la stabilité colloidale et sans
provoquer de dénaturation reste un défi. Le développement d’un systéme magnétique hybride
permettant de cibler une protéine présente un attrait pour la manipulation de protéines d’intérét dans
la cellule (magnétogénétique) mais aussi pour le ciblage de cellules tumorales surexprimant une
protéine a leur surface. La richesse des protéines exprimées par les cellules sur leur membrane
plasmique externe est synonyme de nombreux systémes d’intérét en termes de ciblage, mais
également de nombreux défis lors de la synthese des polyméres a empreintes de protéines.

Notre objectif pour ce doctorat était donc de développer de nouveaux systémes hybrides
nanoparticules magnétiques - Polymeres a Empreintes de Protéines (PEP) afin d’effectuer du ciblage
cellulaire et de la dénaturation de protéines sous champ magnétique alternatif, tout en envisageant le
devenir in vivo de ces objets, en termes de toxicité et de dégradation. Aprés avoir optimisé les
différents protocoles de synthese a I'aide de I'aloumine de sérum bovin ou de la protéine fluorescente
verte, nous avons effectué des premiers tests de ciblage cellulaire et de dénaturation de protéines
sous champ magnétique alternatif, et nous nous sommes proposés d’étudier le devenir des nano-
objets hybrides aprés internalisation cellulaire. Enfin, des particules a empreintes de CD44, une
glycoprotéine transmembranaire régulatrice de la croissance tissulaire, ont été synthétisées et
employées avec succes pour détecter certaines cellules cibles.

Ce manuscrit est composé de cing chapitres distincts.

Le premier chapitre présente le contexte général de I'étude. Il présente les nanoparticules de
maghémite y-Fe,03, et les polyméres a empreintes de protéines, en se focalisant principalement sur
leurs applications possibles en nanomédecine. Il se propose également d’expliciter pourquoi les nano-
objets hybrides couplant nanoparticules d’oxyde de fer magnétique et polymére a empreintes de
protéines suscitent un fort intérét dans le développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.

Le deuxieme chapitre de cette these est consacré a la synthése des objets hybrides, de I'obtention
des nanoparticules de maghémite y-Fe,0s a la synthése du polymeére a emprientes de protéines. Les



différents objets sont également caractérisés de facon approfondie par différentes méthodes
d’analyses.

Le troisieme chapitre porte sur I'étude des performances des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP en
termes de ciblage cellulaire et de dénaturation de protéines. Nous nous intéressons a la capacité de
ces hybrides a adsorber des protéines cibles in vitro puis lorsque celles-ci sont surexprimées sur une
membrane extracellulaire, et nous cherchons a mieux caractériser et comprendre cette adsorption,
notamment en termes de cinétique, de résilience et de sélectivité. Nous avons également employé les
propriétés d’hyperthermie magnétique des nano-objets hybrides afin de dénaturer les protéines
adsorbées par ceux-ci.

Le quatrieme chapitre est consacré a I'’étude de la dégradation des objets y-Fe,O3;@PEP. Des études
ont été menées in vitro puis en amas cellulaire, afin de déterminer si les nano-objets hybrides
pouvaient étre dégradés, a quelle vitesse, et si les résultats préliminaires obtenus dans un tampon
lysosomal sont cohérents avec ceux obtenus pour la dégradation d’objets internalisés par des cellules.

Enfin, le cinquieme chapitre porte sur I'étude des performances d’objets hybrides ayant imprimé
une protéine d’intérét en nanomédecine, le complexe de différenciation 44 (CD44). Aprés avoir
optimisé le protocole de synthese, la cytotoxicité de ces objets, ainsi que leur capacité a cibler une
lignée cellulaire sur-exprimant ce complexe ont été déterminées.

La conclusion générale rappelle les principaux résultats de ce travail, ainsi que les principales pistes
envisagées pour le développement de nouveaux objets hybrides, aussi bien au niveau de la synthese
gue des applications envisagées, ou encore I'étude de leur dégradation et leur toxicité.

Cette thése s’est déroulée au sein du laboratoire PHENIX, Physico-chimie des Electrolytes et
Nanosystémes Interfaciaux, dans I’équipe Colloides Inorganiques. J’ai pu bénéficier du savoir-faire de
I’équipe dans la synthése et I'étude des propriétés magnétiques des nanoparticules de maghémite,
mais aussi des connaissances en polymeres a empreintes moléculaires, sujet développé dans I'équipe
par Nébéwia Griffete. Ce travail s’est également appuyé sur |'axe relaxométrie, axe transversal du
laboratoire PHENIX avec I'aide d’Anne-Laure Rollet.

Ces études a l'interface entre la chimie et la nanomédecine ont été rendues possibles grace a des
collaborations. Les premiers essais de ciblage in vitro ont été réalisés en partenariat avec Cornelia
Monzel, Elie Balloul et Maxime Dahan de I’équipe Physico-Chimie Curie (Institut Curie). Les études de
dégradation ont été menées en collaboration avec Claire Wilhelm du laboratoire Matiére et Systemes
Complexes (Université Paris Diderot). L'enthousiasme d’Elias Fatal et Hervé Hillaireau de I'Institut
Galien (Université Paris-Sud) a rendu possible les premiers essais de ciblage in vitro de cellules d’intérét
en nanomédecine.
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Ce chapitre a pour objectif de présenter en détails les différentes composantes du systeme hybride
avec lequel nous travaillerons par la suite, a savoir les nanoparticules d’oxyde de fer magnétique ainsi
que les polyméres a empreintes de protéines. Il se propose également de présenter pourquoi le
développement de tels systemes suscite un fort intérét en nanomédecine, notamment dans le
développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.

1. Thérapies anti-cancéreuses
1.1. Les cellules cancéreuses

Les cellules tumorales possedent des propriétés particuliéres, par rapport aux cellules saines, a
I'origine de leur malignitél. En effet, elles sont capables de produire elles-mémes les facteurs de
croissance nécessaires a leur division, et sur-expriment les récepteurs a ces signaux, ce qui induit leur
prolifération rapide (Figure 1). Ce phénomeéne est renforcé par leur insensibilité aux signaux inhibiteurs
de croissance. Pour supporter cette prolifération, les cellules cancéreuses vont également favoriser la
production de vaisseaux sanguins par angiogenése.

Normal Cell Division Cancer Cell Division

, J: lxﬁ 9
- &9 . Jg(“i‘f‘".i
59 Bl S

nm"ﬁj el P .
v, N

Uncontrolled
celludar grawth

Figure 1 : Division cellulaire, pour des cellules saines ou cancéreuses?.

Lorsque ces cellules tumorales restent confinées, ne diffusant pas vers des tissus ou organes voisins,
on parle d’une tumeur bégnine, potentiellement présente dans tous les tissus. Dans certains cas, ces
cellules vont dégénérer. Elles vont proliférer de plus en plus vite, et devenir agressives. On parle alors
de tumeur maligne, a I'origine d’un cancer.

1.2. Détection et ciblage de cellules cancéreuses

Lorsqu’un diagnostic médical doit étre établi, notamment lorsque I'on suspecte un cancer, il est
important de pouvoir détecter de fagon rapide et précise les cellules cancéreuses. Cette détection se
fait de maniere générale par ciblage de marqueurs spécifiques exprimés a leur surface.

Alshaer et al. ont par exemple fonctionnalisé des liposomes a I'aide d’un aptameére anti-CD44 afin
de reconnaitre des cellules présentant cette glycoprotéine a leur surface®. Ce systéme a été employé
avec succeés afin de cibler deux lignées cellulaires distinctes, A549 (cancer du poumon) et MDA-MB 231
(cancer du sein), exprimant CD44.
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Une autre maniére de détecter des cellules cancéreuses emploie des anticorps spécifiques de
certains marqueurs cellulaires*™®. Lv et al.” ont décoré des microbilles magnétiques commerciales avec
des anticorps anti-EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) par le biais d’'une synthese multi-étapes
(Figure 2).
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Figure 2 : Fonctionnalisation multi-étapes de nanobilles magnétiques (MBs) a I'aide d'anticorps anti-EpCAM’.
BPM : molécule photosensible couplée a la biotine, IgG : immuno-globuline G, SA : streptavidine.

Ces microbilles fonctionnalisées par les anticorps anti-EpCAM ont ensuite été appliquées a la
capture de cellules tumorales circulantes d’un patient souffrant d’'un cancer des poumons
métastatique. Pour ce faire, ils ont incubé leurs particules dans un échantillon sanguin avant d’observer
la nature des cellules capturées par celles-ci (Figure 3). Afin de mieux observer les cellules capturées,
ils ont choisi trois marqueurs de coloration. L’ADN était coloré en bleu afin de savoir si les cellules
immobilisées étaient des globules rouges (absence de noyau) ou non. Les cyto-kératines étaient
colorées en vert. Ces polymeres de kératine étant des marqueurs de cellules épithéliales, ils sont
présents a la surface des cellules tumorales circulantes (issus de tissus épithéliaux cancéreux)®° mais
absents des globules blancs. Enfin, le complexe de différenciation 45, ou CD45, était coloré en rouge.
Ce complexe étant exprimé par les globules blancs mais pas par les cellules tumorales circulantes, cela
permettait de confirmer la nature des cellules capturées.

Figure 3 : Capture de cellules tumorales circulantes dans un échantillon sanguin’. (a) : cellules tumorales circulantes, (b) et
(c) : amas de cellules tumorales circulantes. Bleu : coloration de ADN (noyau), vert : coloration des cyto-kératines
(caractéristiques des tissus épithéliaux), rouge : coloration de CD45. Barre d’échelle : 10 pm.

La Figure 3 montre que les cellules capturées par les nano-objets développés par Lv et al. présentent
a la fois des colorations bleues et vertes. Il s’agit donc bien de cellules tumorales circulantes. Une seule
cellule compétitrice, un globule blanc (présentant une coloration rouge) a été capturée. Ce systeme
est efficace, spécifique et sélectif, et donc adapté a la détection et a la capture de cellules tumorales
circulantes.

Les méthodes actuelles de détection de cellules cancéreuses employant des anticorps ou des
aptameres sont certes trés efficaces, mais également coliteuses en temps et en moyens financiers lors
de leur synthese, et possédent une durée de vie limitée. Il est donc nécessaire de développer de
nouveaux systémes de reconnaissance cellulaire.
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1.3. Différentes thérapies et leurs limitations

Afin de traiter un cancer, de nombreux traitements peuvent étre mis en ceuvre. Il est possible
d’utiliser des radiothérapies pour détruire des cellules cancéreuses, plus sensibles aux rayonnements
que les cellules saines, ou encore la chirurgie pour retirer les tumeurs. Ces techniques, dites physiques,
ont une action locale et peuvent étre combinées, entre elles ou avec d’autres thérapies faisant
intervenir par exemple la chimiothérapie.

La chimiothérapie se caractérise par la délivrance systémique de principes actifs, afin de diminuer
la taille des tumeurs, ou d’empécher la prolifération de métastases et d’une rechute cancéreuse. Bien
que trés répandu, le traitement par chimiothérapie présente quelques inconvénients, notamment
dans les deux cas de figure présentés ci-dessous.

1.3.1.Délivrance de drogues

Les chimiothérapies classiques font appel a une administration systémique du principe actif. Celui-
ci va donc se répartir au sein de I'organisme dans son ensemble, pouvant perturber le fonctionnement
de tissus sains et entrainant I'apparition d’effets secondaires, et la dose réellement présente au sein
de la tumeur sera bien inférieure a la dose initialement administrée. Il est ainsi nécessaire de
développer de nouveaux vecteurs pour administrer ces principes actifs. Ceux-ci peuvent induire :

e Une délivrance ciblée de la drogue, par exemple en I'encapsulant au sein de micelles
polymériques fonctionnalisées par de I'acide folique. Une fois adsorbé sur les cellules ciblées,
les micelles seront internalisées, et le principe actif sera relargué par changement de pH de
I’environnement!!.

e Une délivrance contrélée du principe actif. Celui-ci reste encapsulé, par exemple au sein d’un
polymére, ou accroché a la surface de nanoparticules magnétiques, méme apres internalisation
par les cellules. Sa libération est conditionnée par I'application d’un facteur externe, tel que
I’application d’'un champ magnétique'>* (Figure 4).

model tumor
‘/f ‘_/ EMF
implant o, . = = \_,// ./-:7
edge Lﬂfi_g S‘!{f:ziif 'f\('f.j S%\"Sif
> Tan i‘,’{( SCeSip g

" surrounding fascia

B Implant edge Implantedge - wm |D

Figure 4 : Libération in vivo d'un principe actif modeéle (fluorescéine) initialement couplé a des nanoparticules
magnétiques, par application d'un champ magnétique (EMF)4. (A) : Schéma de principe de I'expérience ; (B):
diffusion de la fluorescéine depuis I'implant vers les profondeurs du tissu sous action du champ magnétique
alternatif ; (C) : absence de diffusion de la fluorescéine en absence d’EMF ; (D) : IRM présentant la localisation des
nanoparticules magnétiques (fleche).
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1.3.2.Inhibition de la communication des récepteurs membranaires

La prolifération des cellules est dépendante d’'un certain nombre de signaux extracellulaires, les
facteurs de croissance, qui sont captés par des récepteurs membranaires. La mauvaise régulation de
ces signaux entraine une prolifération anormalement rapide, comme c’est le cas au niveau des
tumeurs.

Récemment, le développement de nouvelles méthodes thérapeutiques porte plus sur I'inhibition de
la communication entre les récepteurs membranaires et les facteurs de croissance, que sur le
développement de nouveaux traitements anticancéreux par chimiothérapie. L'inhibition de Ia
communication entre facteurs de croissance et récepteurs membranaires va diminuer la stimulation
de la croissance cellulaire et donc ralentir le développement des tumeurs. Les récepteurs du facteur
de croissance de I'épithélium (EGFR) sont particulierement ciblés®®.

1.4. Nécessité de nouveaux objets thérapeutiques

Les anticorps sont tres fortement employés lorsque I’on cherche a cibler ou inhiber de nombreuses
protéines. Bien que fortement sélectifs, ceux-ci sont chers et longs a produire. Ces dernieres années
ont vu le développement d’alternatives aux anticorps, telles que les aptameéres, mais ces molécules
restent également couteuses. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles méthodes afin de
cibler spécifiguement certaines cellules ou protéines. Les polymeres a empreintes de protéines se
prétent particulierement bien a cet objectif, comme nous le verrons par la suite.

De plus, les systemes actuels de délivrance de principes actifs aux tumeurs permettent soit un
relargage actif mais non ciblé, soit un relargage ciblé mais passif. Afin de réduire les doses nécessaires
de principes actifs et donc diminuer les effets secondaires, il semble tres intéressant de développer de
nouveaux systémes capables d’effectuer a la fois un relargage ciblé et contrélé. Pour ce faire, il est
possible d’employer de nouveaux systémes de ciblage, tels que les polyméres a empreintes
moléculaires, et de controler le relargage grace aux propriétés d’hyperthermie magnétique de

nanoparticules d’oxyde de fer.

Par ailleurs, le développement de nanosystemes permettant la manipulation de protéines a I’échelle
de la cellule et a I'aide d’'un champ magnétique est particulierement intéressante dans le cadre de la
magnéto-génétique.

2. Les oxydes de fer magnétiques

2.1. Magnétite et maghémite

Le terme oxyde de fer ne désigne pas un solide en particulier mais plusieurs oxydes différents. Ces
oxydes peuvent différer aussi bien dans leur nature par le biais du degré d’oxydation du fer, que dans
leur forme cristalline. Lorsque I'on s’intéresse uniquement a I'état d’oxydation du fer, les oxydes
peuvent étre classés en trois catégories : les oxydes ferreux de formule brute FeO, les sesquioxydes de
fer FesO4 également nommeés magnétites, et enfin les oxydes ferriques Fe;0s.
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Le sesquioxyde de fer, de formule Fes04, est un oxyde contenant a la fois des ions ferreux Fe?* et
des ions ferriques Fe3*. On peut également écrire sa formule brute de la maniére suivante FeO.Fe,03
et sa forme naturelle est la magnétite, un oxyde noir cristallisé®®. Au laboratoire il se présente sous
forme de poudre noire, bien souvent également nommée magnétite par abus de langage.

La magnétite posséde une structure spinelle. Les cations Fe* occupent la moitié des sites
octaédriques. Les cations Fe3* occupent I'autre moitié de ces sites et les sites tétraédriques. Ces deux
types de cations sont organisés suivant le méme réseau cubique faces centrées formé par les anions
d’oxygéne, ils peuvent donc facilement passer d’un site a 'autre?®. Ainsi, la structure générale ne sera
pas modifiée par un changement d’état d’oxydation d’un cation, ce qui explique la grande sensibilité
de la magnétite a I'oxydation, et le passage facile de la magnétite a la maghémite de formule y-
Fe 0%, qui posséde également une structure spinelle. Par ailleurs, la magnétite posséde un moment
magnétique permanent, d( aux ions Fe?', les spins des cations ferriques Fe3* s’annulant. Ce
magnétisme lui donne son nom?’,

Dans la suite de ce manuscrit, et sauf mention contraire, le terme oxyde de fer employé sans
précision supplémentaire désignera par abus de langage la maghémite.

2.2. Synthese de la maghémite

De nombreuses voies de synthése existent pour I'obtention de nanoparticules de maghémite, telles
que la décomposition thermique d’un précurseur, bien souvent un complexe de fer'?, les synthéses de
type « polyol » & partir de sels dans un poly-alcool®, la co-précipitation de précurseurs alcalins en
micelles inverses qui agissent comme micro-récteurs?®23 ou encore la co-précipitation directe de sels
en milieu aqueux pour donner de la magnétite qui sera ensuite oxydée en maghémite?2?425,

Nous pouvons alors regrouper les caractéristiques principales des différentes voies de synthése
évoquées ci-dessus pour les nanoparticules d’oxyde de fer dans le Tableau 1.

; Taille moyenne| _. . L. Inconvénients
Méthode 4 Dispersité Avantages principaux L.
(nm) principaux
Décomposition . . . - Précurseurs colteux
P 5-10 Faible Faible dispersité

d’un précurseur'® Haute température

Simple a mettre en ceuvre Dispersité élevée

Synthése polyol® 10 - 100 Elevée
y POl Production de grandes quantités| Haute température

Co-précipitation
de sels en micelle 2-35 Faible Faible dispersité
inverse?!

Production difficile de
grandes quantités

Simple a mettre en ceuvre,
rapide et peu colteuse
Production de grandes quantités
Basse température

Co-précipitation

directe de sels?? 2-12 Elevee

Dispersité élevée

Tableau 1 : Différentes voies de synthése possibles pour I'obtention des oxydes de fer.

La synthése de maghémite par co-précipitation directe de sels en milieu aqueux puis oxydation
présente de nombreux avantages : elle est simple a mettre en ceuvre, les précurseurs nécessaires sont
peu colteux, il n’est pas nécessaire de chauffer le milieu réactionnel a haute température, et elle
permet la production de grandes quantités de nanoparticules. De plus, le laboratoire PHENIX possede
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une grande expertise dans la synthése de nanoparticules de maghémite par cette voie. C’est pourquoi
celle-ci a été employée pour obtenir les particules magnétiques discutées dans ce manuscrit.

2.3. Leurs propriétés magnétiques
2.3.1.Superparamagnétisme

La maghémite est un oxyde ferrimagnétique, c’est-a-dire qu’au sein d’'un domaine cristallin, les
moments magnétiques atomiques vont s’aligner de fagon antiparalléle suivant une direction cristalline
spécifique, que I'on appelle axe de facile aimantation.

Lorsque les nanoparticules synthétisées sont suffisamment petites, généralement de taille
inférieure 330 nm?%, elles sont monocristallines. Chaque particule est constituée d’un seul
monodomaine ferrimagnétique. Les nanoparticules de maghémite sont alors superparamagnétiques,
et on peut associer a chacune d’entre elle un moment magnétique (fleches blanches sur la Figure 5).
Celui-ci résulte des moments magnétiques atomiques (fleches rouges sur la Figure 5) et peut étre
représenté par un dipOle orienté suivant I'axe de facile aimantation de la particule. Le moment
magnétique de chaque particule peut alors s’écrire i = msV, avec V le volume de la particule et ms
|"aimantation volumique a saturation du matériau.

e >
B=0 B

0 %0 009
o0 % o g Oo°
°0®¢ 0, °
Individual particle No magnetic field Magnetic field

Figure 5 : Représentation schématique des moments magnétiques atomiques (fleches rouges) et du moment magnétique

résultant des particules (fleches blanches)?’.

A température ambiante et en 'absence de champ magnétique, les moments de différentes
particules de maghémite sont orientés aléatoirement les uns par rapport aux autres. En effet, I'énergie
des interactions dipolaires magnétiques est petite devant I'agitation thermique. Une suspension
aqueuse de nanoparticules de maghémite a donc une aimantation nulle. Maintenant, si I'on place ces
nanoparticules dans un champ magnétique, les moments magnétiques des différentes particules vont
s’aligner en suivant la direction du champ appliqué. Il en découle une aimantation de la suspension,
supérieure a celle qu’aurait un matériau paramagnétique, d’ou le terme de superparamagnétisme. Un
tel effet peut également étre observé en abaissant fortement la température de I'échantillon jusqu’a
passer sous une température dite de blocage.

Le superparamagnétisme des suspensions aqueuses de nanoparticules de maghémite est
caractérisé notamment par I'enregistrement de courbes d’aimantation a I'aide d’'un magnétometre a
échantillon vibrant (ou VSM pour Vibrating Sample Magnetometer). A haut champ magnétique, la
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courbe d’aimantation obtenue tend vers une asymptote et peut parfois atteindre un palier (Figure 6).

Les moments magnétiques de toutes les particules sont alors paralléles et alignés dans la direction du

champ magnétique appliqué. L'aimantation de I’échantillon correspond alors a ce qu’on appelle
aimantation a saturation, Ms.
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Figure 6: Courbe d’aimantation obtenue a I'aide d’'un magnétomeétre a échantillons vibrants, modélisée par une équation
de Langevin.

Les courbes d’aimantation de suspensions de nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques

monodisperses peuvent étre modélisées a I'aide d’une équation de Langevin :
1
M(H) = mg¢p(coth §(H) 100

Avec &(H) = pomsVH/KT le paramétre de Langevin, Wo la perméabilité magnétique du vide (4m.107
kg.m. A2.s72), m, I"aimantation volumique du matériau a saturation, k la constante de Boltzmann
(1,38.102 m2.kg.s2.K?), T la température, V le volume d’une particule magnétique et ¢ la fraction
volumique en particules dans la suspension. £ compare I'énergie d’un dipéle magnétique mV soumis
a un champ H a 'énergie thermique kT.

Dans le cas d’une suspension de particules polydisperses, I’équation de Langevin précédente peut
étre pondérée en considérant une distribution log-normal pour le diameétre des particules telle que :

In? (2
dmag )
202

P(d) = ——exp(—

Avec dmsg le diametre magnétique apparent et o I'indice de polydispersité. Modéliser une courbe
d’aimantation en combinant ces deux équations permet alors de déterminer dmag €t 0, parametres qui
nous intéresserons particulierement par la suite.

2.3.2.Hyperthermie magnétique

2.3.2.1. Principe

L’hyperthermie magnétique est la transformation d’une énergie électromagnétique en énergie
thermique par des nanoparticules magnétiques soumises a un champ magnétique alternatif, oscillant
a haute fréquence.

Comme nous l'avons vu précédemment, en présence d’'un champ magnétique, les moments
magnétiques des différentes particules vont s’aligner en suivant la direction du champ appliqué. Soit
T la période d’excitation (période d’oscillation du champ magnétique) et t le temps de réorientation
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du moment magnétique. Pour un champ magnétique continu, ou oscillant a basse fréquence, T est
grand devant 1. Les moments magnétiques ont le temps de suivre les changements de direction du
champ et on peut alors observer une courbe d’aimantation sans hystérese (Figure 7a).

(a} ‘M (b) M . Saturation

L Magnetization, M,

—

TY
[
™~

Figure 7 : Courbes d'aimantation obtenues avec un champ magnétique statique (a) ou alternatif a haute fréquence (b)%.
Ms : aimantation a saturation.

Quand le champ oscille a trés haute fréquence, T et T deviennent du méme ordre de grandeur, voire
T devient petit devant t. Les moments magnétiques ne peuvent pas changer instantanément de
direction. Leur mouvement est soumis a des forces de friction, qui sont dissipatives et a I'origine de la
conversion de I'énergie électromagnétique en chaleur. Un cycle d’hystérésis apparait alors sur les
courbes d’aimantation (Figure 7b), et I'aire de ce cycle correspond a I'énergie volumique dissipée sous
forme de chaleur par les nanoparticules en un temps T.

La grandeur qu’il est important pour nous de calculer ici est la puissance dissipée par I'échantillon
sous forme de chaleur. Afin de pouvoir comparer différents échantillons, cette puissance sera
normalisée par la masse de nanoparticules de maghémite présentes dans le milieu. On parlera alors
de vitesse spécifique d’adsorption, ou SAR (Specific Adsorption Rate) ou encore pouvoir chauffant.

2.3.2.2. Mesure du pouvoir chauffant

La mesure du pouvoir chauffant des nanoparticules de maghémite se déroule ainsi. Une suspension
de nanoparticules est introduite dans un calorimetre, lui-méme situé dans une bobine magnétique
dans un thermostat mais en absence de champ. Une fois I’échantillon stabilisé a la température du
thermostat, on applique un champ magnétique alternatif et on mesure en continu la température de
la suspension. On obtient alors une courbe AT (°C) = f(durée), telle que représentée sur la Figure 8.
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Figure 8 : Variation de température en fonction du temps pour une suspension colloidale de nanoparticules de maghémite
placée 5 min dans un champ magnétique créé par un courant de 3,4 A et une tension de 14 V a 335,3 kHz. Noir : données
expérimentales et rouge : modélisation.

La courbe d’évolution de la température au cours du temps est alors modélisée a I'aide d’une
équation de Box-Lucas® car cette méthode offre un bon compromis entre fiabilité de la valeur obtenue
et difficulté de mise en ceuvre®® :

AT = A(1 — eMt=to))

Avec AT la variation de température mesurée, t le temps et to 'instant de début d’application du
champ magnétique. La capacité calorifique C, de la solution est calculée de la maniéere suivante, avec
wt la fraction massique en %, afin de prendre en considération les contributions de I'eau et de la
maghémite :

Cp

Une fois les parameétres A et A de la modélisation de Box-Lucas déterminés, la SAR (en W/gmaghémite)
des nanoparticules est calculée comme suit :

= wreauceau 4 thaghemitecmaghemite
- 14 14

SAR = A. 1 Cp
-_ . -Cm

La SAR de nanoparticules magnétiques dépend de la fréquence et de l'intensité du champ
magnétique appliqué, ainsi que de la taille des nanoparticules. Plus ces trois parametres seront élevés
et plus la SAR des matériaux sera importante.

2.3.2.3. Applications

La premiere application des nanoparticules magnétiques en nanomédecine fut pour détruire des
tumeurs cancéreuses par hyperthermie3%3®? (Figure 9). Une thérapie faisant appel a ces particules a
obtenu une certification européenne afin d’étre appliquée en routine a des patients atteints d’un
glioblastome3*34, En fonction de la température localement atteinte, le mode de traitement n’est pas
le méme. L’hyperthermie désigne uniquement des températures comprises entre 41°C et 44°C, et ce
afin de ne pas endommager les tissus sains a proximité3>. Cette élévation de température permet une
fragilisation des cellules ciblées, ce qui a I'avantage de les rendre également plus sensibles a d’autres
types de traitements plus classiques, tels que la radiothérapie®® ou la chimiothérapie® . Une élévation
de température au-dela de 45°C entrainera une destruction des cellules, par carbonisation ou
nécrose. On parle alors de thermoablation.
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Figure 9 : Effet du dextran (b), de nanoparticules de ferrite recouvertes de dextran (c), et de ces mémes particules avec en
plus application d'un champ magnétique alternatif (d) sur le volume d'une tumeur cancéreuse comparé au témoin (a)32.

Il est possible dans certains cas de n’avoir aucun échauffement macroscopique du milieu, par
exemple en jouant sur la concentration en nanoparticules ou la fréquence du champ magnétique, tout
en conservant une dissipation locale de chaleur autour des nanoparticules (quelques nanometres) en
présence d’un champ radiofréquence. On parlera alors d’échauffement local ou de « hot spot »8, Une
telle approche présente de nombreux avantages, le premier étant que cet effet local ne sera pas
impacté par I'agrégation des nanoparticules de maghémite, comme c’est le cas lors d’un chauffage
macroscopique®, De plus, le profil de température & proximité des nanoparticules peut induire un
relargage de drogue!?*? (Figure 10) ou activer des canaux ioniques cellulaires transmembranaires sans

endommager les organites présents au sein des cellules®.
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Figure 10 : Relargage de MTX (méthotrexate) encapsulé au sein d’'un polymére imprimé thermosensible (MIP) contenant
des nanoparticules magnétiques (MTS) sous action d'un champ magnétique alternatif42.
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L’échauffement local des nanoparticules d’oxyde de fer est cependant compliqué a mettre en
évidence. Bien qu’il ait été exploré de maniére indirecte par I'observation de phénomeénes
macroscopiques découlant de ces échauffements locaux a I’échelle nanoscopique®*, son évaluation
directe n’est que trés peu étudiée. La méthode la plus répandue pour ce faire est I'emploi de brins
d’ADN comme thermomeétres locaux. En effet, Gareau et al.* ont démontré que des brins d’ADN bon
marché couplés a des fluorophores pouvaient étre utilisés avec une bonne sensibilité (0,05°C) sur une
large gamme de température (30°C & 85°C). De facon similaire, Dias et al.*® ont tiré profit de
I’hybridation de brins d’ADN pour mesurer de maniére extrémement précise la température a la
surface de nanoparticules d’oxyde de fer (Figure 11).

-y 430 °G

+8.3:2C +7.8-°C-+6.1-°C

50 53 56 nm

Figure 11 : Gradient de température déterminé au sein d’un brin d’ADN en fonction de sa distance a la surface d’'une
nanoparticule magnétique d’oxyde de fer?. 30°C : température macroscopique de la suspension.

3. Les polymeres imprimés
3.1. Les polymeéres a empreintes moléculaires

La dénomination polymére a empreintes de molécules désigne un polymeére réticulé possédant des
sites de reconnaissance extrémement spécifiques d’'une molécule particuliere*’*8, Les monomeéres,
appelés monomeres fonctionnels, interagissent avec la molécule cible, ou gabarit, par le biais de
liaisons covalentes ou non. La structure ainsi formée est appelée complexe de pré-polymérisation.
La polymérisation est mise en ceuvre dans le milieu réactionnel en présence de ce complexe, formant
ainsi un réseau polymérique réticulé contenant la molécule gabarit. Une fois celle-ci extraite de la
matrice polymére, des empreintes sont obtenues® (Figure 12). Il s’agit des sites de reconnaissance
spécifique vis-a-vis de la molécule cible. Ces empreintes sont parfaitement complémentaires du
gabarit, tant d’'un point de vue physique que chimique. Le polymére a empreintes moléculaires est
ainsi capable de reconnaitre et adsorber de maniéere spécifique et sélective la molécule désirée, et ce
méme en présence d’'un mélange de molécules analogues.
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Figure 12 : Schématisation d'une empreinte moléculaire.

La technique de I'impression moléculaire n’est pas récente, puisque les premiéres mentions d’un tel
phénoméne de reconnaissance spécifique se retrouvent dans les travaux de Polyakov®! datant du
début des années 1930. En effet, il a montré que des gels de silice préparés dans des solvants non purs,
contenant donc de petites molécules, présentaient par la suite une préférence pour ceux-ci face aux
solvants purs. Cependant, ces travaux et ceux de Dickey®? menés a la fin des années 1940, portant sur
la synthese de gels de silice en présence de colorants, ne furent que tres peu repris par I'ensemble de
la communauté scientifique.

Il a fallu attendre 1972 et la premiere grande innovation dans le domaine des polymeéres a
empreintes moléculaires, lorsque Wulff et al.*”> parviennent a synthétiser les premiers polyméres
organiques imprimés, pour que ce domaine gagne en reconnaissance. Wulff et al. ont mis en ceuvre
ce qui sera plus tard appelée I'approche covalente (Figure 13b) : les monomeres se lient de fagon
covalente a la molécule a imprimer, formant ce que I'on peut qualifier de super-monomere possédant
plusieurs groupements polymérisables par la suite. La seconde grande innovation du domaine est
I’apparition d’une approche dite non-covalente (Figure 13a), développée par Mosbach et al.>** au
début des années 1980 : les monomeéres fonctionnels forment un complexe auto-assemblé avec la
molécule gabarit. Cette nouvelle approche de synthese est a I'origine de I'essor des polymeéres a
empreintes moléculaires. Enfin, il faut noter qu’en 1995, Whitcombe et al.>® ont mis au point une
troisieme approche de synthése, intermédiaire aux deux précédentes car I'interaction est covalente
durant la polymérisation, et non-covalente lors des étapes suivantes d’adsorption spécifique.

(a) Noncovalent imprinting

(b) Covalent imprinting
Extraction
by chemical Analyto
cleavage binding
a4~

Figure 13: Elaboration de polyméres a empreintes moléculaires?, par interactions covalentes (b) ou non-covalentes (a)
entre la molécule a imprimer et les monomeéres fonctionnels.

L'approche covalente a pour intérét majeur I'obtention de taux d’'impression bien supérieurs a ceux
des polymeéres a empreintes moléculaires obtenus par d’autres approches. Le terme taux d’impression
désigne le nombre de sites de reconnaissance, ou empreintes, formés par particule de polymere, ou
par masse de polymere.
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Cependant, le choix du monomere et du gabarit est limité, ceux-ci devant étre susceptibles de se
coupler facilement, et les liaisons formées doivent en plus étre susceptibles de se cliver dans des
conditions n’impactant pas la matrice polymeére. L’approche non-covalente offrant une plus grande
liberté dans le choix du monomere fonctionnel, ou de la molécule a imprimer, est actuellement la plus
employée. C'est d’ailleurs celle-ci que nous avons mis en ceuvre au cours de cette these.

Les propriétés d’association — dissociation entre le polymere imprimé et le gabarit sont trés proches
des interactions entre bio macromolécules naturelles. C'est pourquoi les polymeres a empreintes
moléculaires sont fréquemment comparés a des anticorps synthétiques. Du fait de leur capacité de
reconnaissance spécifique, les polyméres a empreintes moléculaires trouvent leurs applications
principales en tant qu’enzymes artificielles, par exemple pour obtenir préférentiellement un
énantiomére plutdt que I'autre lors d’une synthése®’° ou en tant qu’agent de dépollution, pour
adsorber des colorants, tels que le méthyle orange®*®° ou encore afin de mieux comprendre I'action

de neurotransmetteurs, comme la morphine, en mimant leurs interaction avec leur récepteur®®®,

3.2. Les polymeéres a empreintes de protéines

3.2.1.Les défis inhérents aux protéines lors de leur impression...

La synthese de polyméres a empreintes de protéines reste encore aujourd’hui un domaine de
recherche difficile mais stimulant®.

Lorsque I'on parle des défis apparaissant lors de I'impression de protéines, on fait principalement
référence au fait que la synthése de polyméres a empreintes moléculaires a traditionnellement lieu
dans un solvant organique®%, avec un amorgage de polymérisation se faisant par chauffage®=’. Or
les protéines sont des molécules biologiques, présentant une structure tertiaire particuliere, tres
sensible aux différentes conditions expérimentales. Il est donc nécessaire d’adapter les conditions de
synthése afin de pouvoir travailler a des températures proches de I'ambiante dans des solvants
aqueux®®9,

Les défis liés & I'impression des protéines sont également inhérents a leur taille’®. En effet, les
protéines sont de grosses molécules, en tout cas comparées a ce qui était imprimé auparavant>>>7:0,
En raison de cette taille, le transfert de masse des protéines au sein du polymere est tres lent, et ce
lors de leur adsorption ou extraction. Différentes stratégies de synthese sont apparues afin de pallier
ce probleme, telles qu’un meilleur contréle des polymérisations, I'impression non pas de protéines
entiéres mais de parties de celles-ci nommées épitopes’*’? (Figure 14), ainsi qu’une immobilisation
des protéines sur une surface®® 7’073, Cette deuxiéme stratégie est présentée plus en détails dans la
partie suivante.
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Figure 14 : Formation d’un polymeére imprimé pour reconnaitre une protéine a partir de I'impression d’un épitope?2.

Enfin, le grand nombre de sites fonctionnels présents a la surface des protéines pouvant interagir
avec les monomeéres est paradoxalement problématique a leur impression. En effet, la différence de
nature entre tous ces sites va mener a I'obtention d’une grande hétérogénéité dans la nature des
liaisons formées et donc des sites de reconnaissance, et augmenter les possibilités d’adsorption non
spécifiques de protéines compétitrices’. Le risque d’adsorption non-spécifique augmentant avec
I'emploi de monomeéres chargés et la formation d’interactions électrostatiques’’*, le choix des
monomeéres fonctionnels se trouve réduit aux seuls monomeéres neutres et hydrosolubles®.

3.2.2.0nt mené a I'apparition de voies de syntheses innovantes

Afin de synthétiser des nanoparticules de polymere a empreintes de protéine possédant une bonne
spécificité vis-a-vis de la protéine cible (i.e. une faible adsorption non-spécifique d’autres protéines),
il est envisageable de réduire la taille des objets au strict minimum pour qu’ils possedent une
empreinte. Pour ce faire, le groupe de K. Haupt notamment immobilise les protéines a imprimer sur
des billes de verre’>’®, Lorsque le polymére est sensible aux variations de températures (par exemple
lorsqu’il contient du N-isopropylacrylamide), I’extraction de la protéine se fait par simple changement
de température du milieu (Figure 15).
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Figure 15 : Synthése de polyméres a empreintes de protéine (ici appelés MIP-NPs) lorsque celle-ci est immobilisée sur une
bille de verre (GBs) et extraction par variation de température?s.
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Afin d’améliorer les performances des polymeéres imprimés, et notamment leur sélectivité vis-a-vis
de la protéine cible, il est également possible de travailler avec des monomeéres non commerciaux.
Certains auteurs produisent eux-mémes leurs monomeéres’” (réf revue). Par exemple, Koide et al. en
201778 ont effectué un important travail d’optimisation a la fois sur :

e sur la nature des monomeres a employer. Les monomeres de la colonne a sur la Figure 16 sont
toujours employés, afin d’assurer les interactions de type hydrophobe, et la réticulation du
polymére. L'optimisation s’est faite sur le choix du monomére anionique sulfate (Figure 16b). Le
choix final s’est porté sur le monomeére tri-sulfate présenté en rouge.
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Figure 16 : Choix des monomeres fonctionnels (a, b) pour obtenir un copolymére a bloc (c) et microscopie des particules
obtenues (d : barre d'échelle 1 um, e : barre d'échelle 100 nm)72.

e sur 'arrangement spatial des monomeéres au sein du polymére imprimé (Figure 17), afin de
maximiser a la fois les interactions électrostatiques et de type hydrophobe. La solution retenue
est celle présentée Figure 17d.
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Figure 17 : Principales interactions entre la protéine a reconnaitre et le polymére imprimé (NP)78. Les monomeéres et
abréviations auxquels il est fait référence sont ceux de la figure précédente.

3.3. Applications en santé des polymeres a empreintes de protéines

3.3.1.Détection et diagnostic

Les polymeéres a empreintes de protéines trouvent leurs applications principales en séparation ou
en diagnostic’. En effet, il est trés intéressant d’avoir des systémes capables d’isoler et d’identifier
certaines protéines d’un milieu complexe, telles que les lipoprotéines de haute densité dont la
concentration dans le sang peut étre un marqueur de maladies cardio-vasculaires®.

Les polymeéres a empreintes de protéines peuvent étre employés en tant que bio récepteurs dans
un capteurt®®, qu’il soit électrochimique®®, fluorescent®®> ou électro-chimiluminescent®®. IlIs
présentent en effet toutes les caractéristiques pour ce faire, a savoir la possibilité de cibler
spécifiguement un analyte avec une forte constante d’affinité, ainsi qu’une grande stabilité thermique
et chimique permettant leur régénération et leur utilisation lors de nombreux tests. La méthode de
détection couplée a I'emploi de polymeres a empreintes de protéines la plus employée est la
fluorescence (Figure 18), du fait de la rapidité de la réponse et de sa facilité d’usage, bien que d’autres
méthodes possedent des limites de détection, et surtout de quantification, plus basses. En effet, les
capteurs fluorescents ne peuvent en général quantifier des concentrations inférieures a 10 mol/L ¥,
bien que cette limite ait été fortement abaissée par Piloto et al.28 en 2018, tandis que certains capteurs
éléctro-chimiluminescents possédent une limite de quantification de 'ordre de 102 mol/L 8.
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Figure 18 : Schéma de principe d'un capteur fluorescent dont le systeme de reconnaissance de I'analyte (template) est
constitué d'un polymére a empreintes moléculaires (MIPs)34.

En 2015, Tang et al.®® ont par exemple développé un systtme permettant la détection
d’interleukine-8, une cytokine produite principalement par les cellules épithéliales dans la salive, une
fois que celles-ci ont détecté la présence d’agents pathogénes. Des nanoparticules de magnétite,
recouvertes d’oxyde de graphéne puis de polymeére imprimé, ont été déposées sur un film d’or afin de
créer une électrode de travail, et donc un capteur électrochimique (Figure 19a a c). L’interleukine-8
est détectée par une modification du courant mesuré : plus la concentration en protéine est élevée et
plus le courant diminue. Ce systéme peut quantitativement détecter des quantités d’interleukine-8
variant entre 0 et 10 pM (Figure 19d) et a été employé avec succes afin de mesurer la quantité de
protéine présente dans des échantillons salivaires de 12 personnes.
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Figure 19 : Capteur électrochimique pour la détection d'interleukine-83°, Représentation schématique de I’électrode de
travail (a), avec un grossissement de sa surface (b), et des nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de graphéne (GO) et
de polymére a empreintes de protéines (MIP) (c). (d) : courbe de calibration permettant de déterminer la concentration
en interleukine-8 a partir du courant mesuré par I'électrode de travail.

Un autre capteur électrochimique a été produit par Lee et al. en 2017*° en déposant un film
polymere imprimé susceptible de reconnaitre la protéine REG1B (regenerating protein 1B), un
biomarqueur des cancers du pancréas, sur une électrode de travail. Le polymere a été obtenu en
imprimant non pas la protéine a reconnaftre mais trois courtes séquences peptidiques, suffisamment
caractéristiques de celle-ci pour entrainer son adsorption sélective (Figure 20). Différents échantillons
biologiques ont été analysés grace a ce capteur et ont permis d’identifier les patients atteints d’un
cancer du pancréas des patients sains, les résultats étant en accord parfaits avec ceux obtenus a |'aide
d’un test de diagnostic classique.
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Figure 20 : Reconnaissance de la protéine REG1B dans I'urine a I'aide d'un capteur électrochimique® composé d'une couche
d'or recouverte d'un polymere a empreintes moléculaires (MIPs) obtenus par impression d'épitopes (Peptide).

En 2018, c’est un capteur fluorescent pour la détection de myoglobine qui a été développé par Piloto
et al.®8 en synthétisant un polymére imprimé autour de nanoparticules de tellure de cadmium. Une
attention toute particuliére a été portée sur I'optimisation du protocole de synthéese du polymeére, afin
d’améliorer le signal de fluorescence des nanoparticules. Cette optimisation a permis un abaissement
de la limite de détection & 7,6.10™*®> mol/L et surtout un abaissement de la limite de quantification a
50,6.10"" mol/L, ce qui est, a notre connaissance, la meilleure performance obtenue a I’heure actuelle
par un capteur fluorescent.

Les polymeres a empreintes de protéines peuvent également étre employés lors de dosages
immuno-sérologiques, et notamment dans des tests ELISA (Enzyme-Linked Immunodeficient Sorbent
Assay). Les tests ELISA existent sous trois principaux formats. Le premier est une détection directe : un
anticorps, dit primaire, va se lier a I'analyte. L'anticorps est bien souvent couplé a une enzyme, a
I’origine de la production du signal détectable. Le deuxieme est une détection indirecte : le signal est
produit par un anticorps secondaire qui va reconnaitre un anticorps primaire, lui-méme en interaction
avec l'analyte. Enfin, le troisieme format de test ELISA est dit sandwich, car I'analyte se lie en méme
temps a deux anticorps distincts.

Lors de ces tests ELISA, les anticorps peuvent étre remplacés par des polyméres a empreintes de
I’analyte & détecter. Ceux-ci furent notamment employés avec succés par Bi et Liu en 2014 afin de
quantifier I'alpha foeto-protéine d’un milieu complexe par un test ELISA dit sandwich (Figure 21). Pour
ce faire, un polymere a empreintes de la protéine d’intérét a été synthétisé au fond des puits de
détection du test ELISA. Aprés incubation d’une solution de protéines, des anticorps anti-alpha foeto-
protéine sont ajoutés et peuvent se lier spécifiquement a cette protéine. Ces anticorps produisent
ensuite un signal détectable afin de quantifier la présence de I'alpha foeto-protéine. La BSA (albumine
sérique bovine) est présente afin d’empécher une adsorption non-spécifique de I'anticorps.
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mr\f\r\
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.AFP A BSA * HRP-labeled anti-AFP

Figure 21 : Test ELISA dit sandwich pour la détection de I'alpha foeto-protéine (AFP)%L. IgG : immunoglobuline G et TMB :
3,3,5',5'-tetramethylbenzidine dihydrochloride.

Readout

28



3.3.2.Délivrance ciblée de principe actif in vitro

Les polyméres a empreintes de protéines peuvent également servir en tant qu’agent de ciblage
lorsque I'on cherche a effectuer une délivrance ciblée de principe actif, par exemple dans le cas d’'une
thérapie anti-cancéreuse. Canfarotta et al. ont démontré en 2018 qu'’il était possible de délivrer
sélectivement, de maniére passive, de la doxorubicine a des cellules MDA-MB 468°2, Ces cellules sont
caractéristiques d’un cancer du sein et présentent a leur surface la protéine EGFR (récepteur du facteur
de croissance de I'épiderme) qui a été imprimée. C'est I'impression de cette protéine qui assure le
ciblage.

Quelques mois plus tard, ce sont des cellules sénescentes qui ont été ciblées. Ekpenyong-Akiba,
Canfarotta et al.® ont pour ce faire employé des polyméres a empreintes de protéines (MIPs sur la
Figure 22) caractéristiques de micro-globuline B, (marqueur de la sénescence cellulaire®, Figure 22a)
afin d’y améliorer la délivrance d’un principe actif, le Dasatinib (voir Figure 22b).
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Figure 22 : Ciblage de cellules sénescentes a I’aide de polyméres a empreintes de protéines (MIPs), vérifié par cytométrie
en flux (a) afin d'améliorer la délivrance du Dasatinib et induire une mort cellulaire (b), adapté de réf%3.

3.3.3.Ciblage in vivo

Les applications des polymeéres a empreintes de protéines ne sont pas uniquement in vitro comme
discuté précédemment. Ceux-ci ont également été utilisés pour des applications in vivo.

Lorsque des nanoparticules sont injectées in vivo, des biomolécules et principalement des apo-
lipoprotéines et des immunoglobulines vont s’adsorber a leur surface en formant une « corona » ou
couronne protéique. Celle-ci est a I'origine de la reconnaissance par le systeme immunitaire des
nanoparticules comme corps étranger et de leur élimination. Afin de moduler cette réponse
immunitaire, il est possible de jouer sur la nature de la surface des nanoparticules. Takeuchi et al.*
ont démontré en 2017 que des nanoparticules a empreintes d’albumine sérique sont capables de se
recouvrir d’une couche d’albumine aprés injection in vivo. La présence de l'albumine réduit
I'adsorption d’autres protéines et donc la formation de la corona. Le temps de résidence dans le
systeme sanguin des nanoparticules de polymere imprimé est plus important que celui de particules
de polymére non imprimé (PNI, ici NIP : non-imprinted polymer). En effet, le temps de résidence des
polyméres imprimés est de presque 7h contre seulement 3h pour les polyméres non-imprimés (Figure
23).
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Figure 23 : Rétention (a) et temps de demi-résidence (b) de nanoparticules de polyméres imprimés (MIP-NGs) et non
imprimés (NIP-NGs) dans le systéme sanguin de souris®®.

La présence de polymére a empreintes de protéines autour de nanoparticules en IRM peut donc
étre un moyen d’augmenter la furtivité, en empéchant la formation de la corona.

Des polyméres a reconnaissance spécifique du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF, vascular endothelial growth factor) ont été synthétisés simultanément et avec succés en 2017
par deux groupes de recherche distincts’®°¢. Grace a leurs polyméres a empreintes, ces deux groupes
ont obtenu un ciblage cellulaire spécifique et efficace in vivo, parvenant par la-méme a ralentir la
vascularisation de nouveaux tissus’®. Les deux systémes présentés ici présentent la particularité de ne
pas utiliser la protéine compléte en tant que gabarit, mais uniquement une petite partie de celle-ci,
nommeée épitope, peut-étre a cause du colt trop élevé lié a I'obtention de la protéine, ou encore au
fait que la protéine ciblée étant transmembranaire, seule la partie externe est intéressante pour
effectuer du ciblage et il n’y avait donc pas de réel besoin de cibler la protéine entiere.

En 2017, afin de démontrer le ciblage effectif ayant lieu grace a ces objets imprimés, Koide et al. ont
implanté des matrices de membranes basales, riches en protéines de matrice extracellulaire, et
commercialisées sous le nom de matrigels, chez des souris saines puis ont suivi la vascularisation de
ces matrices au cours du temps pour différentes combinaisons de conditions expérimentales’®

Control (-) G ‘
Control (+ '

Figure 24 : Tumeurs retirées apres 10 jours d'implantation, avec différentes combinaisons de paramétres expérimentaux,
et photographiées sous différents angles. Control (-) : tumeur seule, Control (+) : tumeur et protéine VEGF, NP11 : tumeur,
protéine VEGF et polymére a empreintes de protéines’s.

Sur la Figure 24, les matrices identifiées comme «Control (-)» concernent des matrices implantées
seules au sein des souris tandis que les matrices «Control (+)» concernent des matrices implantées en
présence de VEGF. Enfin, NP11 identifie les matrices ayant été injectées en présence de VEGF et de
polymére a empreintes de VEGF. On peut alors voir qu’en I'absence de VEGF, il n'y a pas de
vascularisation (matrices «Control (-)»), tandis qu’il y a développement d’un circuit sanguin pour les
matrices présentant cette protéine (matrices «Control (+)»). La protéine VEGF est donc bien
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responsable de la vascularisation d’amas cellulaires. En présence du polymeére (matrices « NP11 »), la
vascularisation est trés fortement ralentie, proche de ce que I'on obtient pour les matrices «Control (-
)», et ce malgré la présence de la protéine VEGF. Le ciblage de la protéine VEGF par un PEP permet
donc I'inhibition de la communication et la vascularisation du milieu.

En 2018, Koide et al. ont cette fois inoculé des cellules cancéreuses du colon (Colon26 NL-17
carcinoma cells) chez des souris avant de mener le méme type d’expérience avec leur polymére a
empreintes de VEGFY. Le contrdle était effectué a 'aide de souris n’ayant pas subi d’injection de
nanoparticules de polyméres a empreintes de VEGF. Les résultats obtenus sont tout aussi probants
gue ceux présentés Figure 24. En effet, les nanoparticules de polymere a empreintes de VEGF (ici
nommeées NP1) permettent de ralentir la croissance de la tumeur (Figure 25b) en réduisant la quantité
de vaisseaux sanguins (Figure 25d). Ainsi, le ciblage in vivo de la protéine d’intérét est efficace, et
entraine son inhibition.
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Figure 25 : Ralentissement de la croissance tumorale (b) par inhibition de I'angiogenése (d) in vivo%?, aprés injection de
polymeéres a empreintes de protéines (NP1) a différentes concentrations dans un tampon PBS.

3.4. Les polymeres a empreintes de virus, bactéries ou cellules

Les succes obtenus lors de la synthése de polyméres a empreintes de protéines indiquent que les
problémes inhérents a la taille des gabarits d’impression ne sont pas insurmontables. En effet, des
systemes encore plus volumineux et sensibles aux conditions expérimentales ont été imprimés avec
succes dans des matrices polymeres.

En effet, dés 2002, Dickert et al.*® ont réussi a synthétiser des polyméres a empreintes de levures,
avant de poursuivre leurs travaux avec I'impression de virus®. Ces travaux, pionniers sur I'impression
de cellules entiéres, ont ouvert la voie a 'impression de nombreux autres virus, tels que ceux de Cumbo
et al. en 2013 (Figure 26). Un peu plus tard, ce sont les polyméres a empreintes de bactéries, telles
qu’Escherichia coli qui ont vu le jour®102,

Figure 26 : Particules de polymére a empreintes de virus, avant (e) et apreés (g) extractioni%, Barre d'échelle : 100 nm.
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Enfin, des polymeres a empreintes de cellules de mammiféres ont été synthétisés avec succes au
cours des dernieres années. Bonakdar et al. ont réussi a moduler la différenciation de cellules souches
en les faisant se développer sur un substrat a empreintes de chondrocytes'®. Tandis que Eersels et
al.l® et Liu et al.l® ont préféré employer leurs polyméres imprimés pour identifier des cellules
cancéreuses (Figure 27).
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Figure 27 : Reconnaissance spécifique de cellules MCF7 vis-a-vis de cellules Jurkat et PBMC par un polymére a empreintes
de cellules MCF71%4, L’adsorption des cellules ayant servi de gabarits entraine une plus forte élévation de la résistance
thermique (Rth) que les cellules compétitrices. Les lavages au PBS ne permettent pas de décoller les cellules MCF-7 alors
qu’ils peuvent éliminer les cellules compétitrices.

4. Les systéemes hybrides oxyde de fer — polymére a empreintes de protéines (PEP)

4.1. Les objets hybrides

Comme nous venons de le voir, les polymeres a empreintes peuvent agir en tant que récepteurs
pour la reconnaissance d’'une molécule ou protéine spécifique. Du fait de leurs avantages certains en
termes de facilité d’usage, sélectivité, et stabilité, ils sont fortement employés en tant qu’extracteurs
solides ou capteurs!® (Figure 28). Cependant, ils possédent également quelques inconvénients,
comme une récupération peu aisée. Afin d’élargir le champ des applications possibles, et faciliter les
étapes de synthése et récupération des objets, des polyméres a empreintes moléculaires
multifonctionnels se présentant sous forme d’une structure cceur-coquille ont été développés. Ceux-
ci se classent généralement en deux catégories, suivant que le polymére a empreintes constitue le

cceur ou la coquille??’.

32



Modification

Supuigy
—
<
Sunny

Legend Polymerization
e Template
B Functional monomer 3
b Cross-linker
¢ Solvent _ o
© - _ %
o1 3

»

| Electrochemical sensors I

Figure 28 : Objets hybrides cceur-coquille possédant un polymére a empreintes de protéines (MIP) : nature du coeur,
principe de la synthése et applications principales%. SPE : extraction solide (solid-phase extraction), SERS : spectroscopie

Raman (surface-enhanced Raman scattering).

Nous allons par la suite nous intéresser uniquement aux objets pour lesquels la partie inorganique
est de I'oxyde de fer magnétique, magnétite ou maghémite, et dans lesquels le polymére a empreintes
de protéines constitue la partie extérieure des nanosystémes hybrides finaux.

Ces nanosystémes hybrides peuvent étre synthétisés sous différentes formes. En effet, trois
morphologies différentes sont a distinguer. D’une part, on peut synthétiser des particules cceur-
coquille dans lesquelles le cceur est constitué d’une unique nanoparticule d’oxyde de fer et la coquille
est formée a l'aide du polymere a empreintes de protéines (Figure 29a). D’autre part, on peut
synthétiser des particules coeur-coquille au sein desquelles le coeur est constitué de plusieurs
nanoparticules d’oxyde de fer, agrégées (Figure 29b) ou bien dispersées au sein du polymeére (Figure
29c).

Quand les protéines sont immobilisées a la surface des nanoparticules, et avec un bon contréle de
I'épaisseur de la couche de polymére synthétiséel®® 1 |es empreintes obtenues sont plutét
bidimensionnelles, et non pas tridimensionnelles. L'idée d’empreintes bidimensionnelles fait
référence a des cavités présentes a la surface du polymere : seulement une partie de la protéine est
imprimée, et elle n’a pas besoin par la suite de diffuser au sein du polymere pour atteindre les sites de
reconnaissance (Figure 29d). Au contraire, des empreintes tridimensionnelles sont totalement
intégrées au sein du polymere et la structure compléte de la protéine est imprimée (Figure 29e).
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Chapitre 1 : Les systemes hybrides oxyde de fer — polymére a empreintes (macro)moléculaires et leur
intérét en nanomédecine

Figure 29 : Les trois principales morphologies d'objets hybrides : mono-coeur (a) ou multi-coeurs agrégés (b) ou dispersés
(c) ; et les deux types d’empreintes : de surface (d) ou en volume (e). Bleu : PEP, noir : oxyde de fer magnétique, protéine
modele : BSA.

Les principaux intéréts a coupler des nanoparticules magnétiques et des polymeres a empreintes de
protéines pour des applications en santé sont développés un peu plus loin.

4.2. Une synthese déja bien référencée dans la littérature

La synthese de polymeéres a empreintes de protéines couplés a des nanoparticules magnétiques est
un domaine de recherches encore tres récent et actuellement en plein essor. Les premieres études a
ce sujet ont été menées en 2006 par Lu et al.'*! mais il faudra attendre 2010 pour véritablement voir
apparaitre un engouement pour le sujet, notamment avec les travaux de Kan et al.}'? La Figure 30
représente le dynamisme de ce domaine de recherche au cours des derniéres années.
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Figure 30 : Nombre de publications portant sur des systéemes hybrides nanoparticule d'oxyde de fer magnétique -
polymére a empreintes de protéines, par année. (Données en avril 2019 compilées a partir de Google Scholar, Web of
science, Scopus)

Un état de I'art de ce domaine a été réalisé en 2013 par Lv et al.'*® mais les nanoparticules d’oxyde
de fer étaient présentées comme un support possible parmi d’autres a la synthése de polymeres a
empreintes de bio-macromolécules. De plus, le choix de différents parameétres de synthése tels que la
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nature du monomere ou la méthode d’extraction a employer n’était pas abordé. Nous nous sommes
alors proposées de réaliser un état de I'art plus complet des systémes hybrides constitués de
nanoparticules d’oxyde de fer magnétique et de polymére a empreintes de protéines!*. Celui-ci a fait
I'objet d’'une revue publiée en 2018 chez J. Mater. Chem. B (copyright RSC). La revue compléte est
présentée en annexe 4 a partir de la page 225. Le lecteur est invité a s’y référer pour obtenir de plus
amples informations sur la synthése des polymeéres imprimés ainsi que sur la détermination de leurs
performances in vitro. Les principales idées a retenir sont cependant résumées ci-dessous :

e Les oxydes de fer employés doivent étre fonctionnalisés avant la synthese du polymére a
empreintes de protéines (Figure 31). Plusieurs fonctionnalisations de surface sont possibles,
avec pour objectif de faciliter I'intégration des oxydes de fer au sein de la matrice polymeére ou

alors de fixer la protéine a imprimer a proximité de la surface des particules.
Silice = Pas de silice

Initiateur Groupement  Autres Dérivés Dérivés
I polymérisable /\ aminés  carbonylés

Favoriser 'interaction Favoriser I'interaction

oxyde de fer - polymére oxyde de fer - protéine

Figure 31 : Principales voies de fonctionnalisation de la surface des nanoparticules d'oxyde de fer.

e Différents monomeres peuvent étre employés pour former le polymere a empreintes de
protéines. De maniére générale, ceux-ci sont choisis suivant deux critéres. D’une part, pour leur
capacité a engager des liaisons hydrogenes avec les acides aminés et donc leur forte affinité
avec les protéines. D’autre part, pour leur possibilité d’interaction avec la surface des
nanoparticules. lls peuvent étre optimisés pour réduire I'adsorption non-spécifique d’autres
protéines a la surface du polymére.

e Apres synthese, les protéines ayant servi de gabarit doivent étre retirées du polymeére. Les
méthodes d’extraction des protéines sont variées et peuvent influencer les performances des
objets hybrides synthétisés, notamment en modifiant la structure du polymere.

e La synthese des PEP a lieu en milieu aqueux a basse température afin de respecter la nature
fragile des protéines.

e L'optimisation des protocoles se fait dans le but d’obtenir des systémes présentant une
adsorption spécifique, sélective, et rapide.

4.3. Applications des objets hybrides

A I'heure actuelle, I'ajout du magnétisme aux polymeéres a empreintes de protéines n’a pas induit
de révolution dans leurs applications. Les propriétés magnétiques des oxydes de fer sont largement
sous-utilisées, servant principalement a faciliter leur manipulation et a réduire le temps nécessaire aux
étapes de lavage. Les protéines imprimées étant encore aujourd’hui majoritairement la BSA (albumine
sérique bovine), I'hémoglobine bovine et le lysozyme, I'application principale des objets hybrides se
trouve sous forme d’extracteurs solides (Figure 32). lls sont employés afin d’analyser des milieux
biologiques tels que le blanc d’ceuf!’>%¢ ou le sang'”*!8, ou pour les purifier’”11°,
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Figure 32 : Analyse SDS-PAGE de blanc d’ceuf120, Ligne 1 : Marqueur de poids moléculaires de différentes protéines (14,4
kDa : lysozyme). Ligne 2 : Blanc d’ceuf dilué 20 fois avant traitement. Ligne 3 : Blanc d’ceuf dilué 20 fois apres traitement
par le PEP. Ligne 4 : Blanc d’ceuf dilué 20 fois aprés traitement par le PNI. Ligne 5 : Eluat obtenu aprés extraction des PEP.
SDS-PAGE : électrophorése sur gel de polyacrylamide contenant du sodium dodécyle sulfate.

Ces systeémes présentent tres peu d’applications en termes de récupération de protéines dans les
cellules (une seule publication & notre connaissance!?) et encore aucune en termes de ciblage
cellulaire. Pour autant que I'on sache, les propriétés d’hyperthermie magnétique n‘ont jamais été
utilisées pour produire une élévation locale de température au sein des polymeres et ainsi dénaturer
les protéines adsorbées, ou encore pour effectuer un relargage contrélé de principe actif apres ciblage
de la zone a traiter.

De nouvelles applications de ces systémes hybrides sont donc envisageables, afin de tirer parti a la
fois de la reconnaissance spécifique induite par le PEP, et des propriétés magnétiques des
nanoparticules d’oxyde de fer.

4.4. Vers de nouvelles thérapies ciblées

Au début de ce chapitre, nous avons abordé trois types de traitement pouvant étre mis en ceuvre
lors d’une thérapie anti-cancéreuse, ainsi que leurs limitations principales. Les polyméres a empreintes
de protéines, couplés a des nanoparticules magnétiques, peuvent permettre de les surmonter :

e Concernant la délivrance de drogues, les systemes actuels permettent soit un relargage contrélé
grace aux propriétés d’hyperthermie magnétique des nanoparticules d’oxyde de fer!?13, soit un
relargage ciblé a proximité des cellules cancéreuses grace a un ciblage de celles-ci par un PEP*?,
Il est donc envisageable de créer de nouvelles plateformes pour effecteur une délivrance a la
fois ciblée et contrdlée de ces principes actifs.

e Concernant l'inhibition de la communication entre récepteurs membranaires, Koide et al. ont
montré qu’il était possible d’employer des polyméres imprimés pour ce faire’®% (voir page 29).
Cela constitue une alternative intéressante a I’emploi d’anticorps, car moins couteuse, en temps
de synthese comme en moyens financiers, une fois le protocole d’obtention optimisé. Nous
pouvons envisager d’aller encore plus loin, en combinant ces polyméres avec des particules
magnétiques afin de pouvoir les accumuler directement a proximité de la tumeur a traiter par
application d’'un champ magnétique externe, et ainsi réduire les risques pour les tissus sains.

e Une inhibition pouvant également étre la conséquence d’une dénaturation de protéine, nous
pouvons aussi envisager d’employer les propriétés d’hyperthermie magnétique des oxydes de
fer pour dénaturer les protéines adsorbées au sein d’un PEP.
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De nombreuses portes s’ouvrent alors quant a l'utilisation des objets hybrides particules
magnétiques — polymére a empreintes de protéines en nanomédecine. Au cours de ce travail de
doctorat, nous nous sommes concentrées sur le ciblage et la dénaturation par hyperthermie
magnétique des protéines ciblées.
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Chapitre 1 : Les systemes hybrides oxyde de fer — polymere a empreintes (macro)moléculaires et leur
intérét en nanomédecine
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Chapitre 2 : Synthese des nano-objets hybrides y-Fe,Os;@PEP

Chapitre 2 :

Synthese des nano-objets hybrides
V-FEzOg@ PEP
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Chapitre 2 : Synthése des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP
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Ce chapitre s’intéresse a la synthese des systémes hybrides composés de nanoparticules d’oxyde de
fer magnétique et de polymeére a empreintes de protéines, qui seront ensuite nommés y-Fe,O3;@PEP.
Cette synthese s’effectue en trois étapes. Dans un premier temps, les nanoparticules d’oxyde de fer
sont synthétisées, puis leur surface est fonctionnalisée avec un agent qui permet d’amorcer la
polymérisation depuis leur surface, et enfin le polymére est synthétisé, en présence des protéines
servant de gabarit. Une derniére étape consiste alors a extraire les protéines du PEP magnétique pour
obtenir les empreintes. Les produits obtenus aprés chaque étape de synthese sont caractérisés avec
attention.

1. Synthese et caractérisations des nanoparticules de maghémite y-Fe;0s

L'intérét de travailler avec des nanoparticules de maghémite a été discuté dans le chapitre
précédent. Celles que nous souhaitons employer par la suite devront posséder un pouvoir chauffant
conséquent pour des applications en nanomédecine. Des études antérieures menées au laboratoire
ont montré que la taille optimale des nanoparticules était d’environ 11 nm?*2? pour avoir un pouvoir
chauffant intéressant a une fréquence de 335 kHz, soit une fréquence qui ne détruit pas les tissus sains
in vivo . Cette taille de particules est obtenue par co-précipitation suivie d’un tri en taille.

1.1. Synthese des particules

La synthese des nanoparticules de maghémite s’est faite en deux étapes suivant un protocole
optimisé par R. Massart?®, & partir des travaux de J. LeFort portant sur la synthése de la magnétite?*,
tel que schématisé sur la Figure 33.

2FeCl, 6H,0 + FeCl,4H,0

v

Floculat anionique de
Fe,O,

nanoparticules de magnétite

HNO,
Fe(NO,);

Floculat cationique de

Fell[Fells;,0,,]0, = v-Fe,0, nanoparticules de maghemite

Figure 33 : Schéma de synthése des nanoparticules de maghémite et dispersion stable en phase aqueuse.

La co-précipitation aqueuse des sels métalliques FeCl; (chlorure ferreux) et FeCls (chlorure ferrique)
en milieu basique conduit a I'obtention de nanoparticules de magnétite Fes04. La co-précipitation
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ayant lieu en présence de soude dans notre cas, le floculat de nanoparticules de magnétite est
anionique (Figure 33). Celles-ci sont dispersées dans de l'acide nitrigue HNO; puis oxydée en
maghémite y-Fe;05; par ajout d’une solution de nitrate ferrique Fe(NOs)s. Le floculat obtenu de
nanoparticules de maghémite est alors cationique. Aprés lavages, les nanoparticules obtenues sont
dispersées dans I'eau.

Les nanoparticules de maghémite synthétisées sont ensuite triées en fonction de leur taille, afin de
ne conserver que les plus grandes d’entre elles. En effet, ces derniéeres présentent une plus grande
surface fonctionnalisable, ainsi qu’une capacité d’échauffement par hyperthermie magnétique plus
importante (partie 2.3.2 page 17). Elles présentent donc un plus grand intérét pour les applications
envisagées de couplage a un polymeére imprimé et de dénaturation de protéines par hyperthermie
magnétique. Apres tri en taille, les nanoparticules de maghémite sont de nouveau dispersées dans
I'eau.

Pour obtenir une dispersion stable, il est nécessaire de compenser les interactions attractives de
Van der Waals de type dipble-dipole entre particules ainsi que les interactions magnétiques, positives
en moyenne. Pour ce faire, il faut introduire des interactions répulsives entre nanoparticules. Cette
répulsion peut étre stérique ou électrostatique. Comme nous chercherons par la suite a fonctionnaliser
la surface des nanoparticules afin d’assurer leur couplage avec le polymére imprimé, nous avons
préféré les répulsions électrostatiques pour assurer la dispersion des nanoparticules de maghémite et
avons donc travaillé a pH proche de 2.

A pH acide (inférieur a 4), les particules sont chargées positivement par protonation des
groupements OH a leur surface (voir Figure 34). A pH basique (supérieur a 10), les particules sont
chargées négativement par déprotonation de ces mémes groupements OH. Pour des pH plus proches
de la neutralité, les nanoparticules sont neutres et vont alors floculer (formation d’agrégats et
déstabilisation de la suspension), leur point de charge nulle se situant a pH = 7,4.

R

& S

pH

Stable ! Flocule Stable

&

Figure 34 : Stabilité des nanoparticules de maghémite dans I'eau en fonction du pH.

1.2. Caractérisations des nanoparticules synthétisées
1.2.1.Structure et morphologie

Afin de savoir si les particules obtenues correspondent bien a de la maghémite, nous avons
enregistré un diffractogramme sur poudre d’un échantillon de celles-ci (Figure 35). Ce diffractogramme
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présente des raies relativement larges, ce qui laisse supposer la faible taille des cristallites synthétisées.
Les pics de diffraction peuvent correspondre a ceux de la structure cubique de y-Fe;Os; de groupe
d’espace P4,32 (fiche JCPDS 39-1346) ou a ceux de Fes04 (fiche JCPDS 79-0417). Le parametre de maille
a obtenu suite a I'affinement des raies est de 8,354 A, ce qui est plus proche de ce que I'on peut trouver
dans la littérature pour la maghémite (a = 8,346 A) que pour la magnétite (a = 8,396 A). Il semblerait
donc que nous ayons obtenu de la maghémite, mais on ne peut pas exclure la présence de magnétite.

Ce résultat, courant pour ce type de synthése, laisse supposer que I'oxydation de Fe3O4 n’est pas
compléte. Initiée a la surface des particules, I'oxydation conduit a la formation d’'une couche de
maghémite autour d’un coeur de magnétite'?>'?*, Par simplicité, dans la suite de ce document, il sera
fait référence a I'oxyde de fer comme a de la maghémite, mais il ne faut pas oublier la présence de la
phase secondaire et donc de fer au degré d’oxydation +llI.
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Figure 35 : Diagramme de diffraction de la poudre de y-Fe;0s. Le diagramme expérimental est en bleu, et I'identification
de la phase a I'aide d’un fichier JCPDS est en noir (fiche JCPDS 39-1346).

De plus, les clichés obtenus en microscopie électronique en transmission (MET) présentent des
particules sphériques de diametre moyen 10,5 nm (Figure 36). Nous pouvons alors employer les
méthodes de Williamson-Hall*?> et Scherrer!?® pour analyser plus précisément le diffractogramme de
la Figure 35 afin d’obtenir la taille moyenne des cristallites. Nous trouvons alors 8,58 nm par la

méthode Williamson-Hall et 8,16 nm par la méthode de Scherrer. Il semblerait donc que les particules
obtenues soient monocristallines.

Figure 36 : Clichés MET des nanoparticules de maghémite (fraction contenant les plus grosses particules aprés tri en taille).

Les clichés MET présentent des nanoparticules plutot agrégées. Cette agrégation pouvant avoir lieu
lors du séchage de la grille d’observation, il est nécessaire d’effectuer une mesure du diamétre
hydrodynamique des objets par diffusion dynamique de la lumiere (DLS) afin d’avoir une idée de leur
état d’agrégation en solution. La modélisation des distributions de tailles obtenues en intensité, en
nombre et en volume par une loi log-normale permet de déterminer la taille des particules et I'écart
type de la distribution (voir Figure 37).
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Figure 37 : Analyse DLS d’une suspension de nanoparticules de y-Fe,0s. Graphe : courbe en intensité (bleu) et modélisation
par une loi log-normale (vert). Tableau : Diamétre hydrodynamique et écart type suivant les différents profils d’analyse.

La valeur de taille moyenne en nombre des nanoparticules de maghémite obtenue par cette
méthode est en accord avec les observations effectuées en MET de la suspension de nanoparticules. Il
n’y a pas d’agrégation des particules en solution. La suspension est stable.

1.2.2.Propriétés magnétiques

La courbe d’aimantation d’une suspension de nanoparticules de maghémite est présentée Figure
38a, et nous pouvons y voir que I'aimantation a saturation Ms est de 58 emu/gmateriau. Une modélisation
de cette courbe expérimentale avec une équation de Langevin (chapitre 1 partie 2.3.1) nous permet
d’estimer que les nanoparticules ont un diameétre magnétique de 8,78 nm et un indice de
polydispersité de 0,27. Ce qui est cohérent avec les valeurs obtenues par MET et DLS.
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Figure 38 : Caractérisations magnétiques des nanoparticules. a: évolution de I'aimantation d’une suspension de
nanoparticules de maghémite en fonction du champ magnétique appliqué. b : augmentation de température d’'une
dispersion de maghémite sous application d’'un champ magnétique alternatif (335,3 kHz, 1,5 A).

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'’échauffement possible d’une dispersion de maghémite
sous champ magnétique alternatif (Figure 38b). Une analyse de la courbe d’échauffement indique que
les nanoparticules de maghémite possédent un pouvoir chauffant de 10,46 W/gmaghémite. Cela
correspond a I'ordre de grandeur attendu pour des particules de cette taille soumise a un champ
magnétique alternatif de fréquence proche de 335 kHz'?’,
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1.2.3.Nature de la surface

Les nanoparticules de maghémite présentent un potentiel Zeta positif de 51,3 + 0,8 mV en solution
a pH = 2. Ainsi, leur surface est chargée positivement. Aucun stabilisant organique ayant été ajouté
lors de la synthéese des nanoparticules, la stabilisation a lieu par interactions électrostatiques répulsives
entre les particules chargées.

Nous avons par la suite tenté de caractériser un peu mieux la nature de la surface de ces particules.
La transformée de Fourier du spectre infrarouge (FTIR) des nanoparticules de maghémite présente
deux bandes caractéristiques de la vibration des liaisons Fe-O a 628 cm™ et 580 cm™ (voir Figure 39a).
La large bande présente autour de 3300 cm™ correspond a I’élongation de liaisons O-H de groupements
de surface perturbés par la présence d’interactions hydrogenes, et donc d’eau a proximité, tandis que
la bande autour de 1630 cm™ est caractéristique de molécules d’eau chimisorbées a la surface.

(a)

. —

Vibration O-H
(eau de surface)

Transmittance (u.a)

Vibrations Fe-O
structure spinelle
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Figure 39 : Analyse de la surface des nanoparticules de maghémite. a : spectre FTIR et b : thermogramme.

La présence de I'eau chimisorbée a la surface est soutenue par les résultats obtenus lorsque I'on
réalise une analyse thermogravimétrique (ATG) des nanoparticules de maghémite synthétisées.
Comme nous le montre la Figure 39b, une premiere perte de masse de 4,5% a lieu avant 150°C,
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correspondant a de I'eau physisorbée a la surface des nanoparticules. Une seconde perte de masse de
3,5 % a ensuite lieu, pour des températures comprises entre 200°C et 300°C, caractéristique de I'eau
chimisorbée.

Ainsi, les nanoparticules présentent des atomes de fer a leur surface, engagés par interactions
faibles de type liaison hydrogene avec des molécules d’eau. On a alors une surface qui ressemble a Fe-
OH;* (Figure 40), ce qui assure la stabilité de la suspension colloidale (voir Figure 34).

&

0H2+

0,5:1’

Figure 40 : Schématisation de la surface des nanoparticules de maghémite ici caractérisées.

2. Fonctionnalisation de |a surface des nanoparticules d’oxyde de fer y-Fe;03

Les nanoparticules d’oxyde de fer ont été synthétisées et dispersées dans de I'’eau distillée a pH = 2.
Comme elles constitueront par la suite le coeur des systémes hybrides que nous souhaitons
synthétiser, il est nécessaire de pouvoir polymériser des monomeres a leur surface. La stratégie choisie
pour ce faire est de les fonctionnaliser par un agent de controle de polymérisation de type agent de
transfert en polymérisation RAFT (Reversible Addition-Fragmentation chain Transfert). Les chaines
polymeéres vont alors croitre entre les deux extrémités de cet agent, en assurant ainsi le couplage entre
les particules magnétiques et le polymére imprimé.

2.1. 'agent de fonctionnalisation

L'agent de fonctionnalisation ici utilisé est un agent Iniferter. Les Iniferter sont des composés
employés lors des polymérisations radicalaires controlées, qui agissent a la fois en tant qu’initiateur,
agent de transfert et agent de terminaison!?®. Ces agents Iniferter induisent une polymérisation
radicalaire comprenant les étapes d’initiation, propagation, terminaison par couplage radicalaire et
transfert a l'initiateur. Les polymérisations ont lieu par insertion de monomeres dans la fonction
Iniferter, de fagon similaire aux processus mis en ceuvre lors d’'une polymérisation par la méthode
RAFT. Les polyméres obtenus possedent une sous-partie de I'agent Iniferter initial a chacune de leurs
extrémités.

Les trois grandes familles d’agents Iniferter sont les thiocarbonylthios pour lesquels I'initiation sera
photo ou thermo-induite, les azophényles avec une initiation thermo-induite et les
tétraphényléthanes, pour lesquels I'initiation se fera par une réaction d’oxydo-réduction?,

Les agents Iniferter les plus efficaces sont les thiocarbonylthios, et c’est pourquoi I’agent employé
au cours de nos synthéses entre dans cette catégorie. Il s’agit de Il'‘acide 2-
dodecylthiocarbonothioylthio-2-méthylpropanoique (Figure 41), que I'on nommera par la suite
uniquement Iniferter. La fonction acide carboxylique de celui-ci permet d’assurer sa complexation a la
surface des nanoparticules de maghémite, et donc leur fonctionnalisation.
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Figure 41 : Agent Iniferter employé lors de la synthése de PEP, l'acide 2-dodecylthiocarbonothioylthio-2-
méthylpropanoique.

Notons ici que nous ne chercherons pas a employer I'agent Iniferter comme amorceur de
polymérisation, mais uniquement en tant qu’agent de transfert afin d’assurer la croissance du
polymeére entre ses deux extrémités et donc le couplage des nanoparticules d’oxyde de fer magnétique
au polymere.

2.2. Une fonctionnalisation effective

Comme nous venons de le voir, les nanoparticules de maghémite synthétisées possedent a leur
surface des groupements —OH,* résiduels a pH inférieur a 3, et présentent des atomes de fer possédant
des lacunes électroniques. Ceux-ci peuvent alors étre complexés par des ligands, possédant
notamment des fonctions acides carboxyliques. L'agent Iniferter choisi possédant cette fonction, il
peut alors complexer les atomes de fer de surface.

Le protocole expérimental mis en ceuvre lors de la fonctionnalisation de la surface se compose de
deux étapes successives : agitation durant 12h d’une dispersion de nanoparticules et d’agent Iniferter
dans I’éthanol, I'agent étant insoluble en phase aqueuse, puis lavage des particules fonctionnalisées
et re-dispersion dans I'eau distillé par dialyse, tel que schématisé sur la Figure 42. Les particules
obtenues ont été caractérisées afin de mettre en évidence la fonctionnalisation.
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Figure 42 : Principe de la fonctionnalisation de surface des nanoparticules de maghémite. RCOOH désigne I'agent Iniferter.

2.2.1.Modification de I’état de surface des particules

L'analyse du spectre FTIR des nanoparticules aprés fonctionnalisation met en évidence de nouvelles
bandes & 2900 cm™ correspondant a I’élongation des liaisons C-H, ainsi qu’autour de 1670 cm™
correspondant aux vibrations de la liaison C=0 de la fonction acide carboxylique de I'agent Iniferter
(Figure 43a). Cette derniere bande est en réalité constituée de deux bandes proches I'une de I'autre
ce qui permet la détermination du type de complexe formé entre la surface des nanoparticules de
maghémite et I'agent Iniferter (voir agrandissement Figure 43b).
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Figure 43 : Spectres FTIR des nanoparticules de maghémite nues et fonctionnalisées par 'agent Iniferter (a), avec un
agrandissement de la zone correspondant aux vibrations de liaisons C=0 de I'agent Iniferter a la surface des nanoparticules
de maghémite (b).

2.2.2.Modification de la charge apparente des particules

Une suspension aqueuse de nanoparticules fonctionnalisées par I'agent Iniferter présente un
potentiel Zeta proche de 0 mV. Comme nous I'avons vu précédemment, 'agent Iniferter peut interagir
avec la surface des nanoparticules. Elle qui exprimait auparavant uniquement des groupements —OH,"
présente maintenant une couche organique ayant pour conséquence une diminution de la charge
apparente des nanoparticules et donc une variation du potentiel Zeta. La forte diminution de celui-ci
induit des probleémes de stabilité des nanoparticules : une dispersion aqueuse de nanoparticules y-
Fe,Os@Iniferter décante trés rapidement (en moins de cing minutes), et il y a agrégation des
particules.

L'agrégation des particules peut également étre reliée a la non-solubilité de I’'agent Iniferter en
phase aqueuse. Lors de la re-dispersion dans |’eau, les chaines Iniferter vont se replier sur elles-mémes,
réduisant d’autant les interactions de répulsion stériques permettant la bonne dispersion des
nanoparticules.

Par la suite, notamment lors de la synthese du polymére imprimé, nous travaillerons donc
probablement plus a partir d’agrégats de nanoparticules y-Fe,Os@Iniferter que de nanoparticules
isolées.
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3. Obtention de polymeres a empreintes de protéines (PEP)

L'étape suivante consiste a synthétiser le polymere, a empreintes de protéines ou non imprimé en
fonction de I’hybride désiré. Le protocole expérimental a été optimisé et la faisabilité des polymeéres a
empreintes de protéines a été démontrée en employant la BSA (albumine de sérum bovin) comme
gabarit, car il est possible de se procurer cette protéine en grande quantité a faible co(t. Elle est
d’ailleurs largement employée dans la littérature pour celal'®12?,

Les caractérisations des principaux objets hybrides présentés dans cette partie sont résumées dans
le tableau en annexe 1 page 213.

3.1. La BSA employée comme gabarit de synthese

L’albumine sérique bovine, ou BSA (Bovine Serum Albumin) est, comme son nom l'indique, une
protéine extraite du sérum bovin. Elle est composée de 582 acides aminés*® et a un poids moléculaire
d’environ 66,5 kDa'®.. Elle est constituée de trois domaines équivalents (I, Il et lll), chacun formé de
deux sous-parties (A et B)!32 comme schématisé sur la Figure 44. Ces sous-parties sont déterminées
par la présence de ponts disulfures. En effet, ceux-ci n’ont lieu qu’entre acides aminés d’un méme
sous-domaine (A ou B). Les domaines A et B sont liés entre eux par interactions hydrophobes et des
chaines peptidiques trés flexibles en comparaison du reste de la structure. Les domaines |, Il et lll
respectivement sont reliés entre eux pardes structures hélicoidales déformées. La structure
tridimensionnelle de la protéine est proche d’une ellipsoide de dimensions 14x4x4 nm?3,

Figure 44 : Structure tridimensionnelle de la BSA!34,

Le point isoélectrique de la BSA dans I'eau a 25°C est de 4,93, Et elle présente un coefficient
d’extinction molaire a 279 nm relativement important'*®, de 44.600 M~cm™. Ce qui signifie que la BSA
présente une bande d’absorption de la lumiéere a cette longueur d’onde. Les solutions contenant cette
protéine peuvent donc étre analysées par spectrométrie d’absorbance UV-Visible afin de déterminer
la concentration en protéine.

3.2. La mise en ceuvre d’une polymérisation contrdélée de type RAFT

3.2.1.Pourquoi une polymérisation controlée

Deux grands mécanismes de polymérisation sont possibles, la polymérisation par étape (par
addition ou condensation) ou la polymérisation en chaine (polymérisation radicalaire par exemple).
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Dans ce dernier cas, les réactions ont lieu suite a la formation de centres actifs radicalaires et se font
majoritairement par réactions d’addition. Il n’y a pas d’élimination de petites molécules.

Les polymérisations radicalaires comportent trois grandes étapes : I'amorcage, afin de créer les
centres actifs (radicaux), la propagation qui permet I'addition de nouveaux monomeres sur la chaine
en croissance par le biais du centre actif, et la terminaison qui détruit le centre actif et arréte la
croissance de la chaine. Des réactions de transfert peuvent également avoir lieu : le centre actif est
transféré de la chaine en croissance a une autre molécule, arrétant la croissance du polymeére. Les
polymérisations radicalaires présentent de nombreux avantages, tels qu’une trés grande versatilité
des monomeres polymérisables, une large gamme de solvants et de températures utilisables, et une
industrialisation facile des processus. Elles présentent néanmoins également des inconvénients, tels
gu’une absence de contréle sur la taille ou la morphologie des chaines obtenues, et des indices de
polymolécularité élevés. Afin de conserver les avantages d’une polymérisation radicalaire en évitant
ses inconvénients, des méthodes de polymérisation radicalaire contrélée ont été développées, visant
a diminuer le nombre de réactions de terminaison ou de transfert en contrélant le nombre de radicaux
présents dans le milieu. Une fraction des radicaux est protégée sous forme inerte, et un équilibre
d’activation-désactivation s’établit entre les chaines actives en croissance et les chaines dormantes.
Dans l'idéal, les chaines macromoléculaires sont toutes créées rapidement en début de polymérisation
et croissent simultanément suivant ces cycles d’activation-désactivation.

Le plus souvent, les polyméres a empreintes de protéines sont synthétisés a l'aide d’une
polymérisation radicalaire libre, du fait de la large gamme de monomeéres envisageables. Il est
cependant difficile de contrdler la croissance des chaines, et de s’assurer une épaisseur homogene du
polymére. L’homogénéité des PEP étant nécessaire a I'obtention de performances reproductibles, des
méthodes de polymérisation radicalaires contrélées ont été développées’3®, entre autres par notre
équipe au sein du laboratoire PHENIX*.

Aprés un rappel du principe de polymérisation radicalaire controlée par la méthode RAFT, nous
présenterons les protocoles expérimentaux mis en ceuvre pour synthétiser des polymeres a
empreintes d’albumine sérique bovine (BSA) puis de protéine fluorescente verte (GFP).

3.2.2.Principe de la polymérisation RAFT

Mise au point a la fin des années 1990 par I'équipe du professeur E. Rizzardo*3%, une polymérisation

radicalaire contrélée par la méthode RAFT (Reversible Addition-Fragmentation chain Transfert) est
constituée d’une succession de réactions d’addition-fragmentation réversibles de chaines polyméres
en croissance sur un agent de contrdle (Figure 45).

S

J R

z S

Figure 45 : Agent RAFT en représentation simplifiée, avec Z et R deux groupements organiques.

Le mécanisme de la polymérisation RAFT comporte cing étapes, comme présenté sur la Figure 46 :
les trois étapes de la polymérisation radicalaire conventionnelle (amorgage, propagation, terminaison)
et deux équilibres d’addition-fragmentation réversibles.

Aprés amorgage d’un monomere M par I'amorceur |, il peut y avoir addition de cet oligomére sur
I’agent de transfert thiocarbonylthio (Figure 45). Cette addition se fait sur la double liaison C=S de
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I'agent de transfert, en générant une espéce radicalaire dont I’évolution dépend des substituants R et
Z. Dans le cas idéal, cette espece donne lieu a une réaction de fragmentation en formant un oligomere
dithiocarboné et un nouveau radical (R*) capable de réamorcer la polymérisation en agissant a nouveau
avec une espece monomere ce qui génere un nouveau radical en croissance (Py). Un équilibre
d’addition-fragmentation rapide entre les espéces radicalaires en croissance et les espéces
thiocarbonylthio permet a toutes les chaines de croitre a la méme vitesse.
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ki

r+M — 3

ii Initial equilibrium

Sa_ S S_._S S S
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S i o 8 5 B
Pn * Y \Pm = Pn/ \r \Pm — |:,n/ Y + Pr;v
Z kg z Ky z
4
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k‘c Pn+m
P, + Py
km PHH " sz

Figure 46 : Mécanisme de polymérisation RAFT, avec I° un amorceur radicalaire, M un monomere, k les constantes
cinétiques des différentes réactions, et P,, une chaine polymére de taille n139,

L'agent Iniferter ici employé présente de plus I'avantage d’étre complexé a la surface des
nanoparticules de maghémite, assurant ainsi leur présence au sein du polymere a empreintes de
protéines.

3.3. Synthése des nano-objets hybrides

3.3.1. Principe générale de la synthese

La synthése du polymére a empreintes de protéines autour des nanoparticules de maghémite se fait
en 4 étapes, telles que schématisées sur la Figure 47.
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Figure 47 : Schéma de synthése du polymeére imprimé autour des nanoparticules de maghémite.

Dans un premier temps, les molécules de monomeére fonctionnel sont mises en présence des
protéines servant de gabarit, afin de former les complexes de pré-polymérisation. Puis on ajoute au
milieu un agent réticulant, éventuellement un co-monomeére fluorescent, les nanoparticules
fonctionnalisées et un amorceur de polymérisation. Une fois la polymérisation finie, les particules
obtenues sont lavées avec soin pour éliminer tout monomere résiduel. Enfin, les protéines ayant servi
de gabarit sont extraites.

Les polyméres non-imprimés (PNI) sont obtenus a I'aide d’un protocole de syntheése tres similaire,
la seule différence étant I'absence de protéines gabarits.

L'efficacité de I'impression de la BSA, et donc la détermination des parameétres expérimentaux
optimaux, se fait par la réalisation d’isothermes d’adsorption. Les autres performances en adsorption,
telles que la cinétique de celle-ci, sont discutés plus en détails dans I'article!®” publié en 2017 chez
Chem. Comm. (Copyright RSC).

3.3.2.La composition du milieu réactionnel

Les structures du monomere, de I'agent réticulant, et de différents amorceurs possibles sont
représentées sur la Figure 48.

@ f (b) % i
\)KNH, \)KNH/\NH)K/

Acrylamide N,N-methyléne-bis-acrylamide

Persulfate d’ammonium

(d) (e)
] N N
VAN N J \/\<

Aso-bis-iso-butyronitrile N,N,N’,N’-tetraméthyl-éthylene-diamine
Figure 48 : Structure chimique du (a) monomeére fonctionnel, 'acrylamide, (b) de I’agent réticulant, le N,N-méthyléne-bis-
acrylamide, (c, e) amorceurs rédox, (d) amorceur thermique. Persulfate d’ammonium : APS, Azo-bis-iso-butyronitrile :
AIBN, N,N,N’,N’-tetraméthyl-éthyléne-diamine : TEMED.

Les rapports molaires entre protéine, monomeére fonctionnel, agent réticulant et amorceurs ont été
déterminés suite a une étude bibliographique. Aucun travail d’optimisation n’a porté sur cette partie
du protocole de synthese, par manque de temps et afin de pouvoir mener I'étude jusqu’aux tests
cellulaires. Nous avons cependant cherché a optimiser deux parametres de synthése : la méthode
d’amorcage de polymérisation, et sa durée. En effet, deux choix sont possibles quant au type
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d’amorgage de polymérisation employé : soit la formation de radicaux se fait par réaction d’oxydo-
réduction entre un amorceur et un catalyseur d’'amorcage, on parlera d’'un amorgage rédox ; soit la
formation de radicaux se fait par décomposition thermique d’un amorceur, on parlera d’'un amorgage
thermique.

3.3.3.Syntheése d’un polymeére fluorescent

A terme, les nano-objets hybrides y-Fe,;O3;@PEP seront employés afin d’effectuer du ciblage
cellulaire. Celui-ci pourra étre mis en évidence par microscopie optique de fluorescence, ou par
cytométrie en flux. Afin de détecter les objets hybrides, il est apparu nécessaire que ceux-ci soient
fluorescents.

Le co-monomere fluorescent employé est I'acryloxyethylthiocarbamoyl-Rhodamine B (Figure 49),
ultérieurement appelé simplement Rhodamine. La longueur d’onde d’excitation maximale de ce
monomere est de Amaxex = 548 nm et d’émission de Amaxex = 570 nm.

Figure 49 : Structure de I'acryloxyethylthiocarbamoyl-Rhodamine B

La présence de la double liaison C=C permet une copolymérisation de ce monomére avec
I'acrylamide et le méthylene-bis-acrylamide lors de la réaction de polymérisation. Le protocole est le
méme que celui mis en ceuvre pour la synthese de PEP magnétiques non fluorescents, a la différence
prés que I'on remplace une partie du monomere acrylamide par de la Rhodamine.

L'incorporation effective du fluorophore a été vérifiée par mesure de la fluorescence émise par les
polymeéres correspondant au pic d’émission principal de la Rhodamine. La Figure 50 regroupe les
intensités des principaux pics de fluorescence observés pour différents polymeres magnétiques
imprimés fluorescents, ainsi que le diametre hydrodynamique de ceux-ci.
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Figure 50 : Evolution du diamétre hydrodynamique et I'intensité de fluorescence de nano-objets y-Fe,03;@PEP synthétisés
avec la quantité initiale de monomeére fluorescent Rhodamine. Tableau : correspondances entre identification de
I’échantillon et quantité initiale de monomere fluorescent employée lors de la synthése.

Le diameétre des nano-objets obtenus ne varie pas de maniere significative en fonction de la quantité
initiale de monomeres fluorescents présents dans le milieu réactionnel et intégrés dans le polymére.
Comme on peut également le voir sur la Figure 50, augmenter la quantité de monomere fluorescent
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dans le milieu réactionnel permet d’augmenter la quantité de fluorophore incorporé, et donc la
fluorescence des objets. Cependant cette augmentation n’est pas linéaire, elle évolue plutot par palier.
Les échantillons Rho-3 et Rho-4 seront employés majoritairement par la suite, lors des tests
d’adsorption de GFP cellulaire, avec une préférence pour I'échantillon Rho-3, moins coliteux en
monomere fluorescent.

3.3.4.Un amorcage thermique ou rédox ?

Un des principaux parametres expérimentaux a optimiser est la méthode d’amorcage, afin d’étre
certain d’'imprimer la protéine dans sa configuration native. Des hybrides y-Fe,O3;@PEP et y-Fe,O;@PNI
ont été synthétisés avec un amorgage thermique d’une part et avec un amorcage rédox d’autre part.
Et ce avec la méme durée de polymérisation. Des isothermes d’adsorption ont été réalisées pour ces
quatre hybrides afin de déterminer la meilleure méthode d’amorgage.

® PEP rédox
140 A )
® PNIrédox
120 1  PEP thermique
100 J © PNIthermique %

80 4

Q(mg/g)

60 o

40 A

20 +

0 0.2 0,4 0,6 0,8 1
G (mg/mL)

Figure 51 : Isothermes d'adsorption de la BSA sur des hybrides y-Fe,0; obtenus avec différents amorgage.

Le PEP magnétique synthétisé par amorcage thermique présente une adsorption semblable a celle
obtenue pour les PNI tandis que le PEP magnétique synthétisé par amorgage rédox posséde une
capacité d’adsorption tres élevée envers la BSA (Figure 51). Ces résultats indiquent qu’un amorgage
rédox est plus efficace pour obtenir un polymere imprimé. Les études ultérieures se feront donc sur
des PEP obtenus a I'aide d’'un amorgage rédox.

3.3.5.Quelle durée de polymérisation ?

Une fois la méthode d’amorcage choisie, nous avons déterminé la durée optimale de la
polymérisation afin d’obtenir une couche polymeére suffisamment épaisse pour avoir des empreintes,
en un temps le plus court possible.

Plus la durée de polymérisation est élevée et meilleure est la capacité d’adsorption des polymeres
a empreintes de protéines obtenus, d’apres les isothermes d’adsorption présentées Figure 52. Apres
4h de polymérisation, une couche de polymere a bien été formée a la surface des nanoparticules de
maghémite. Cependant, les capacités d’adsorption obtenues sont tres similaires a celles du polymeére
non imprimé synthétisé dans les mémes conditions (y-Fe2Os@PNI). On peut donc supposer que la
formation d’un polymere est suffisante pour obtenir une adsorption non-spécifique de la protéine,
sans que cette couche polymere soit suffisamment épaisse pour réellement contenir des empreintes.
Pour cette raison, des temps de polymérisation plus courts n’ont pas été testés.
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Figure 52 : Isothermes d’adsorption de la BSA sur des hybrides y-Fe,03;@PEP-BSA polymérisés durant différents temps,
ainsi que sur un hybride y-Fe,0;@PNI.

Lorsque la durée de polymérisation est de 18h, de trés bonnes capacités d’adsorption sont
obtenues, avec une capacité a saturation proche de 300 mg/g, et un facteur d’impression (IF) de 3,7.
L’analyse du surnageant de synthése indique une polymérisation compléte au bout de 18h de réaction.
Pour cette raison, des durées de polymérisation plus élevées n’ont pas été étudiées. En conclusion,
afin d’obtenir de bonnes capacités d’adsorption pour les polymeres a empreintes de protéines, la
durée de polymérisation retenue pour la suite des études est de 18h, aprés avoir effectué un amorcage
de type rédox.

3.3.6.0ptimisation de la méthode d’extraction

Avant de pouvoir ré-adsorber des protéines, il faut s’assurer que les empreintes ont bien été
libérées. C'est pourquoi nous avons également cherché a optimiser la méthode d’extraction. Une fois
la protéine extraite, le PEP magnétique sera nommé PEP-protéine (par exemple PEP-BSA) pour signifier
gu’il contient des empreintes de cette protéine.

Une base peut étre employée afin de dénaturer la protéine ayant servi de gabarit lors de la synthese
et donc conduire a son extraction (voir la revue présentée en annexe 4 a partir de la page 225). Dans
un premier temps, nous avons donc testé I'emploi de conditions basiques avec une solution de soude
a 0,05 M pour extraire la protéine gabarit du polymere synthétisé.

Absence de champ Présence d’'un champ
magnétique magnétique

Avant extraction,
dans de I'eau

Aprés extraction et
re-dispersion dans de
I'eau
(72h contre I'aimant)

Figure 53 : Suspensions de y-Fe,O;@PEP avant et aprés extraction a I'aide d’une solution basique, en présence ou en
’absence d’un champ magnétique créé a I'aide d’un aimant permanent Néodyme-Fer-Bore.
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Aprés re-dispersion dans de l'eau distillée, on obtient une suspension stable sous champ
magnétique. Aprées I'étape d’extraction et 72h de contact avec un aimant permanent, il n’est pas
possible de récupérer les particules par décantation magnétique, alors qu’il était possible de le faire
avant I'étape d’extraction (Figure 53).

Une explication envisagée est la suivante. L'agent Iniferter, et donc le polymeére, est maintenu a la
surface des nanoparticules de maghémite en complexant celle-ci a I'aide de fonctions acide
carboxylique (Figure 41 page 49). Le passage en milieu basique dans la solution de soude va
transformer ses fonctions acide carboxylique en carboxylate, entrainant un décrochement du
polymeére de la surface des nanoparticules de maghémite. Si le polymeére est suffisamment peu
réticulé, les nanopartiucles peuvent se libérer en passant au travers. Une fois celles-ci en suspension
dans l'eau distillée, on obtient de nouveau une suspension stable de particules magnétiques,
stabilisées non plus par des interactions électrostatiques positives mais négatives. La libération des
nanoparticules de maghémite est mise en évidence par I'absence de polymeére autour de celles-ci, telle
gue mesurée par analyse thermogravimétrique.

Une autre méthode possible pour extraire la protéine est I'emploi de solvants organiques, purs ou
en mélange (annexe 4 a partir de la page 225). Nous avons ainsi testé dans un second temps I'emploi
de conditions organiques faiblement acides, en utilisant une solution de méthanol et d’acide acétique
(9:1 en volume). Les surnageants sont analysés par spectrométrie d’absorbance. Comme on peut le
voir sur la Figure 54, au bout de 4 cycles d’extraction, plus aucune protéine n’est détectée dans le
surnageant. Cette méthode d’extraction est donc efficace. Apres re-dispersion dans I'eau distillée, la
décantation magnétique des particules extraites est rapide et totale. Ainsi, le solvant le plus adapté
pour extraire les protéines présentes est 'emploi d’une solution d’acide acétique dans le méthanol.
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Figure 54 : Spectres d’absorbance des surnageants d’extraction. Bleu, orange, gris puis jaune : extractions 1 a 4
respectivement.

Il est important de noter que la succession de décantations magnétiques peut a terme empécher la
re-dispersion des nano-objets hybrides. En effet, a force de les décanter magnétiquement, une
agrégation irréversible peut avoir lieu. C'est pourquoi aprés avoir optimisé le solvant d’extraction, nous
avons cherché a employer un autre protocole pour mettre le solvant d’extraction en contact avec les
objets hybrides, et séparer les protéines extraites de la matrice polymere. Notre choix s’est porté sur
la dialyse. Bien que plus lente, cette méthode ne provoque pas d’agrégation. Elle sera la méthode
privilégiée par la suite car elle permet I'obtention de suspensions plus stables que la méthode
d’extraction précédente (visuellement : 1 semaine contre 1h). Aprés extraction, les objets hybrides
sont notés y-Fe,Os@PEP-protéine, afin de mettre en évidence la présence d’empreintes de cette
protéine au sein de ceux-ci.
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3.4. Caractérisations des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP

Les caractérisations présentées dans cette partie sont résumées dans le tableau présenté en
annexe 1 page 213.

3.4.1.Morphologie et taille des nano-objets hybrides

Les particules obtenues apres polymérisation de I'acrylamide ont d’abord été analysées par DLS.
Comme l'indice de réfraction et I'adsorption du polymére ne sont pas connus avec précision, il n’est
pas possible d’établir des profils en nombre et en volume pertinents pour les suspensions étudiées.
Seuls les profils obtenus en intensité ont été analysés et comparés. Les nanoparticules hybrides
présentent un diamétre hydrodynamique moyen bien plus important que les nanoparticules nues
(Figure 55). L’augmentation de la taille des objets hybrides avec la durée de réaction indique qu’un
temps de polymérisation plus long permet bien d’augmenter la quantité de polymere formé. La couche
polymére est d’autant plus épaisse que la durée de réaction est élevée et son avancement important.

300  ®y-Fe,O;@PEP
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Figure 55 : Diameétre hydrodynamique des nanoparticules hybrides y-Fe,03;@PEP-BSA et y-Fe;0O;@PNI en fonction de la

durée de polymérisation.

o+

Nous avons ensuite voulu utiliser la MET pour imager ces objets. L'observation de polyméres par
MET est souvent difficile, du fait de la nature des grilles employées (cuivre recouvert de carbone) et
du faible contraste qu’elles offrent avec le polymere. Afin d’améliorer ce contraste, nous avons
optimisé le dépot de I'échantillon sur les grilles, en jouant notamment sur la concentration en
particules et leur coloration a I'aide d’Uranyless (Delta Microscopie) selon les revendications du
fournisseur.

La Figure 56 présente les clichés obtenus pour des objets hybrides y-Fe,O;@PEP-BSA, obtenus apres
18h de polymérisation. On peut voir des particules de polymére (taches grises, fleches blanches), des
nanoparticules de maghémite isolées (points noires, fleches jaunes) ainsi que des objets hybrides
présentant des nanoparticules de maghémite au sein du polymere. A partir des clichés MET, la taille
des objets hybrides est estimée entre 93 nm et 350 nm, ce qui est cohérent avec leur diameétre
hydrodynamique moyen mesuré par diffusion dynamique de la lumiére (Figure 55). Afin de s’assurer
que les taches grises autour des nanoparticules de maghémite sont bien du polymere, les particules
ont été observées en MET haute résolution (Figure 56c). On distingue les plans cristallins des particules
d’oxyde de fer, ainsi qu’une zone amorphe entre et autour des nanoparticules. Il s’agit du polymere,
dont la formation a bien été initiée sur la totalité de la surface des nanoparticules, bien qu’il se soit par
la suite développé dans une direction privilégiée, ne formant pas de couche d’épaisseur homogéene
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Chapitre 2 : Synthese des nano-objets hybrides y-Fe,Os;@PEP

autour des nanoparticules de maghémite. On constate également que les nanoparticules sont
agrégées au sein du polymére.

Figure 56 : Clichés de nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP obtenus par MET ou MET haute résolution. Fleche blanche :
polymeére. Fleche jaune : nanoparticules de maghémite.

Ainsi, les nano-objets hybrides obtenus présentent un diamétre hydrodynamique compris entre 100
et 500 nm, et sont constitués d’'un coeur composé de plusieurs dizaines de nanoparticules de
maghémite agrégées et d’une coquille de polymere a empreintes de protéines, tel que représenté sur
la Figure 57. Ces objets sont stables en suspension pendant minimum 10 jours aprés synthese.

Figure 57 : Morphologie des nano-objets hybrides y-Fe,O; @PEP obtenus.

Nous avons ensuite fait appel a la spectroscopie FTIR et a I’ATG afin d’identifier avec certitude la
couche amorphe visible autour des nanoparticules de maghémite comme étant du polymere. Le
spectre FTIR des nanoparticules recouvertes d’une couche de polymeére présente une nouvelle bande
31521 cm™ correspondant aux vibrations de la liaison C=0 de la fonction amide de I'acrylamide (Figure
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58a), ainsi qu’une bande a 1670 cm™ correspondant aux vibrations de cisaillement des liaisons C-H des
chaines polyméres. Ces deux bandes confirment la formation du polymére.
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Figure 58 : Spectres FTIR (a) et analyse thermogravimétrique (b) des nanoparticules de maghémite nues, fonctionnalisées
par I'agent Iniferter, et recouvertes d’une couche de polymeére.

En ATG (200-600°C), les nanoparticules nues présentent une perte de masse nulle tandis que les
nanoparticules fonctionnalisées par I'agent Iniferter présentent une perte de masse de 17%, deux
valeurs trés inférieures aux pertes de masses obtenues pour les particules recouvertes d’une couche
de polymere, a empreintes de protéines ou non imprimé (Figure 58 tableau). Les nano-objets y-
Fe>O3;@PEP-BSA obtenus apres 18h de polymérisation présentent une perte de masse de 52% (Figure
58b).

Une couche de polyacrylamide est donc bien formée autour d’agrégats de nanoparticules de
maghémite.

3.4.2.Propriétés magnétiques

La courbe d’aimantation des nano-objets hybrides est plus bruitée que celle obtenue
précédemment pour les particules nues (Figure 59). Cela peut étre di a une plus faible stabilité
colloidale des nanoparticules recouvertes de polymeére, sous champ magnétique. En effet, lorsque
celui-ci est trop important, les nano-objets hybrides ont tendance a s’aligner pour former des chaines,
qui vont précipiter au fond du tube d’analyse, et ce malgré I'action du vibreur.
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Figure 59 : Evolution de I’'aimantation des nanoparticules en fonction du champ magnétique, par masse d’objet hybride
(a) ou normalisée par la masse de maghémite (b).

L'aimantation des nanoparticules apparait comme bien plus faible apres synthése du PEP (Figure
59a). En effet, elle est de 44 emu/gmatériau CONtre 58 emu/gmateriau POUr les nanoparticules nues. En effet,
pour une méme masse de nanoparticules nues ou d’objets hybrides, les particules recouvertes de
polymére contiennent une quantité de fer magnétique inférieure aux particules fonctionnalisées, et a
fortiori bien inférieure aux particules nues, et ce lié a la présence d’un revétement organique. Ce qui
entraine une diminution de la valeur de I'aimantation a saturation par gramme de matériau. Si I'on
calcule maintenant cette aimantation par gramme de maghémite, on retrouve la méme valeur
d’aimantation a saturation pour les nanoparticules nues et couplées au polymére a empreintes de
protéines (voir la Figure 59b).

Ainsi, les nanoparticules de maghémite conservent leurs propriétés superparamagnétiques au sein
des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP.

Une autre méthode originale pour caractériser le polymére des nanoparticules magnétiques est de
mesurer le temps de relaxation transversal T, des protons 'H de I'eau par Résonnance Magnétique
Nucléaire (RMN) (voir annexe 2, page 214). Dans la suite de ce travail, dés qu’il sera fait référence a un
temps de relaxation, il s’agira d’'un temps de relaxation en RMN.

La littérature nous indique que le superparamagnétisme des nanoparticules d’oxyde de fer induit
une forte augmentation de la relaxation RMN%242 (diminution des temps de relaxation). Linteraction
dipolaire responsable de la relaxation a une dépendance en 1/r, avec r la distance entre les protons
H et les nanoparticules superparamagnétiques'~1#4, La présence d’une couche de polymére change
la dynamique des nanoparticules et la distance minimale d’approche entre I'eau et les particules. Des
études précédentes concernant I'effet du revétement de nanoparticules montrent que celui-ci a une
forte influence sur la relaxivité!4>14¢,

Nous avons alors mesuré le temps de relaxation transverse pour des nanoparticules nues et des
nanoparticules hybrides, a différentes concentrations en fer. Les nanoparticules hybrides présentent
des temps de relaxation bien plus élevés que les nanoparticules nues (Figure 60). La disparité de
valeurs entre les particules recouvertes de polymeres n’est pas significative, et peut étre due a des
inhomogénéités de champ magnétique ou inhérentes a I’échantillon. Mais les temps de relaxation
étant bien plus élevés pour les particules recouvertes d’'une couche polymére que pour les
nanoparticules nues, nous pouvons en déduire la présence effective d’'une couche organique.
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Figure 60 : Evolution du temps de relaxation transverse T, en fonction de la concentration en fer pour différents hybrides.

3.4.3.Visualisation du couplage entre particules magnétiques et polymere

Certains nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP synthétisés sont fluorescents, afin de pouvoir par la
suite les reconnaitre lors des tests de ciblage. Nous avons alors décidé d’employer la microscopie
optique afin de vérifier que fluorescence et magnétisme sont co-localisés.

Dans un premier temps, nous avons placé une goutte de suspension de nanoparticules y-Fe,0; @PEP
fluorescentes sur une lame de verre sous I'objectif d’'un microscope avec un grossissement de 10. Une
feuille de carton noire est placée sur la partie droite de la zone imagée, c’est-a-dire sur la goutte ou les
particules sont regroupées en début d’expérience. La fluorescence initiale de cette zone saturait le
capteur de la caméra et il a donc été décidé de la masquer. Puis un aimant Néodyme-Fer-Bore a été
placé a proximité de la goutte, a gauche de celle-ci, et des photographies ont été prises afin de suivre
I’évolution de la fluorescence. Comme on peut le voir sur la Figure 61, le front de fluorescence avance
vers l'aimant au cours du temps. Or le polymére en soit n’est pas magnétique, ce sont les
nanoparticules qu’il contient qui le sont, ce qui nous permet d’affirmer que le polymére fluorescent
est bien lié aux particules de maghémite.
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Figure 61 : Clichés de microscopie optique des nano-objets hybrides fluorescents au cours du temps en présence d'un
aimant. Grossissement x10.

Dans un second temps, nous avons réalisé une émulsion de type eau dans huile, la phase aqueuse
comprenant des nano-objets y-Fe,O3;@PEP fluorescents. On peut observer sur la Figure 62 que les
gouttes d’émulsion sont initialement plutot bien dispersées dans le capillaire, éloignées les unes des
autres. Aprés I'approche de I'aimant, de nombreuses gouttes sont attirées par celui-ci, et viennent se
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placer dans la zone observée par le microscope. Les gouttes les plus petites forment une chaine dans
la direction du champ magnétique. L'observation des gouttes, fluorescentes et répondant au champ
magnétique, nous permet donc de co-localiser les nanoparticules de maghémite et le polymere.

Figure 62 : Clichés de microscopie optique des nano-objets hybrides fluorescents présents dans une macro-émulsion, avant
(gauche) ou apres (droite) application d'un champ magnétique.

La microscopie optique nous permet également de confirmer le coulage entre polymeére et
nanoparticules magnétiques.

3.4.4.5électivité du polymere obtenu

Nous cherchons a synthétiser un polymeére capable de reconnaitre la protéine employé en tant que
gabarit, et uniquement celle-ci. Afin de tester la sélectivité des PEP magnétiques synthétisés vis-a-vis
de la BSA, des études d’adsorption ont été menées en employant I’aloumine de sérum humain (HSA)
et I'ovalbumine (OVA) comme protéines compétitrices. Ces protéines étant semblables a la BSA
(voir Tableau 213%133.147-150) " e|les constituent de bons candidats pour déterminer la sélectivité des
objets synthétisés.

Protéine | Nombre d’acides aminés | Masse moléculaire (kDa) | Taille (nm) | Point isoélectrique
BSA 583 66,43 14x4x4 4,9
HSA 585 66,5 8,5 5,85
OVA 385 42,7 7x3,6x3 4,7

Tableau 2 : Principales caractéristiques de la BSA, la HSA et I'OVA.

Les isothermes d’adsorption présentées Figure 63 ont été réalisées en ayant a chaque fois une seule
protéine en solution. Les protéines ayant des masses molaires différentes, il est plus pertinent de
parler de capacité d’adsorption en pmol/g et non plus en mg/g, ainsi que de concentrations initiales
en UM et non plus en mg/mL. Les nanoparticules hybrides présentent une capacité d’adsorption
envers la BSA bien supérieure a celles obtenues envers la HSA ou I'OVA (4,5 umol/g face a 1,6 umol/g
et 1,1 umol/g respectivement, dans les gammes de concentration qui nous intéressent). Les hybrides
y-Fe,03@PEP-BSA sont donc capables de discriminer entre différentes albumines, et sont sélectifs de
la BSA.
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Figure 63: Isotherme d'adsorption de différentes albumines sur les hybrides y-Fe,03;@PEP-BSA.

Ainsi, le protocole de synthése mis en ceuvre ici permet I'obtention de polymeres imprimés
spécifiques et sélectifs de la protéine ayant servi de gabarit.

4. Conclusion sur la synthese et la caractérisation des objets hybrides

Le protocole de synthése mis en ceuvre pour la synthése des nanoparticules de maghémite
consistait en une co-précipitation en milieu basique de chlorures ferriques et ferreux, suivi d’une étape
d’oxydation. Les particules obtenues sont monocristallines et superparamagnétiques. Elles mesurent
environ 10 nm, et présentent un fort pourvoir chauffant (10,46 W/gmaghemite), ainsi qu’une charge de
surface positive permettant I'obtention d’une dispersion stable.

Nous avons par la suite réalisé une fonctionnalisation effective de la surface de ces nanoparticules
de maghémite a I'aide d'un agent Iniferter, l'acide 2-dodecylthiocarbonothioylthio-2-
méthylpropanoique. La mesure par spectroscopie infrarouge réalisée sur I'échantillon atteste de la
présence d’'une composante organique et donc de la fonctionnalisation de la surface de la maghémite.
Elle permet également de déduire que cette fonctionnalisation se fait par formation d’'un complexe
bidentate chélatant entre I'agent Iniferter et les nanoparticules magnétiques. La diminution du
potentiel Zeta mesuré confirme la modification de la surface des nanoparticules, tandis qu’elles
conservent des propriétés superparamagnétiques.

La polymérisation de I'acrylamide autour des nanoparticules de maghémite fonctionnalisées a eu
lieu en présence de protéines gabarits (ici la BSA comme gabarit modéle) pour obtenir des PEP, ou en
I'absence de celles-ci pour obtenir des PNI. Une analyse thermogravimétrique a mis en évidence la
présence d’'une forte composante organique au sein des objets formés. La mesure du rayon
hydrodynamique a montré une augmentation de la taille des particules par rapport a celle des
nanoparticules de maghémite. La microscopie électronique en transmission et la spectroscopie infra-
rouge nous ont permis de montrer que cette augmentation de taille est liée a la présence du polymeére
autour de 'oxyde de fer. Ce résultat est soutenu également par les mesures de pouvoir chauffant,
aimantation a saturation et temps de relaxation effectuées.

Les objets obtenus mesurent entre 90 et 500 nm, et sont constitués d’un coeur composé de plusieurs
dizaines de nanoparticules de maghémite agrégées et d’'une coquille de polymere a empreintes de
protéines, tel que représenté sur la Figure 57.
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Une amélioration de la synthese ici présentée peut étre envisagée. L'agent fonctionnalisant la
surface des nanoparticules est un agent de type Iniferter non soluble dans I'eau. Ainsi, lorsque les
particules fonctionnalisées sont remises en phase aqueuse pour la synthése du PEP, les nanoparticules
de maghémite vont s’agréger, ce qui est a I'origine de la taille importante des objets obtenus. Afin
d’obtenir des objets plus petits, ou une meilleur dispersion des particules d’oxyde de fer, il serait
intéressant d’employer un agent Iniferter hydrosoluble, tel que celui synthétisé par Bonomi et al. en
20161,

Il pourrait également étre intéressant de modéliser de facon plus précise les interactions entre
monomeres et protéines afin de mieux comprendre les interactions non-spécifiques des PEP, afin de
trouver le bon monomeére fonctionnel, ou le bon mélange de monomeéres, dans le but de réduire
I'adsorption non-spécifique et augmenter la sélectivité des nano-objets hybrides.

5. Matériels et méthodes

5.1. Réactifs chimiques

Les réactifs chimiques employés ont été obtenus auprés des fournisseurs suivants :
Acide 2-dodecylthiocarbonothioylthio-2-méthylpropanoique, acrylamide, méthyléne-bis-acrylamide,
HEPES, APS, TEMED, BSA, OVA, HSA , AIBN : Sigma.
Chlorure ferrique, chlorure ferreux, nitrate ferrique, acétone, éther diéthylique, éthanol 96%,
méthanol, acide nitrique 68%, chloroforme : VWR.
Ammoniaque 22,5%, acide acétique : Calo Erba.
Acryloxyethylthiocarbamoyl-Rhodamine B: Polysciences Inc.; L-a-phosphatidylcholine d’ceuf
Avanti ; Acide chlorhydrique 37% : Merck.
Membranes de dialyse de porosité 10kDa et 100kDa : Spectrum Labs.

5.2. Techniques de caractérisations et appareils de mesure

5.2.1.Diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X est la technique de caractérisation majeure permettant I'identification
des phases cristallines synthétisées. Cette technique repose sur le fait que lorsqu’un rayonnement X
arrive avec un angle d’incidence 8 sur une famille de plans cristallins paralléles (hkl) d’un échantillon,
le rayonnement réfléchi par cette famille de plans va sortir de I’échantillon avec le méme angle 6. Ceci
constitue la loi de Bragg : 2dhsin® = nA.

Le diffractogramme enregistré est alors formé de pics correspondant aux réflexions sur les différents
plans (hkl). La position des pics correspond a l'angle 26 de diffraction et I'aire mesurée sous le pic est
proportionnelle a l'intensité | diffractée par la famille de plans correspondants. Par comparaison des
valeurs d’intensité et de positions (I, 20) avec celles d’une base de données (fichiers JCPDS : Joint
Committee on Powder Diffraction Standard), on peut identifier la (ou les) phase cristalline présente.

66



Une partie du ferrofluide synthétisé a été séchée dans une étuve a 70°C durant 24h, puis finement
broyée et placée dans un porte échantillon en alumine. L'enregistrement des diagrammes de
diffraction X s’est fait avec un diffractomeétre a poudre PANALYTICAL X'pert Pro MPD équipé d’un filtre
Nickel et d’une anticathode Cuivre (raie K4 & 1,5418 A). Les enregistrements ont été effectués a
température ambiante entre 10° et 70° en 208 avec un pas de 0,02° et un temps de comptage de 2,4 s
par pas, et ce afin d’obtenir une résolution satisfaisante pour le diagramme.

A partir de I'identification des pics du diffractogramme, il est possible de remonter au parameétre de
maille (mode de réseau cubique) grace a I'équation suivante :

nAvh2 + k2 + 2

2.sinf

a=
L’équation dite de Scherrer permettant de remonter a la taille des cristallites (suivant un plan précis)
est présentée ci-dessous :

= KA
~ Bcos6

Avec d la taille des cristallites en A, A la longueur d’onde de la source du rayonnement X en A, 6 et
B respectivement la position et la largeur a mi-hauteur du pic de diffraction considéré, et K un facteur
de forme. Les nanoparticules considérées étant sphériques, le facteur de forme est pris égal a 0,892,

5.2.2.Diffusion dynamique de la lumiére

La diffusion dynamique de la lumiéere est une technique d’analyse employée pour connaitre le rayon
hydrodynamique de nanoparticules en suspension. Ce rayon tient compte de la couche de solvatation
existant autour des nanoparticules. En général, il est supérieur a la taille réelle des objets analysés.

Afin de ne pas réduire la couche de solvatation autour des nanoparticules, la suspension de
maghémite obtenue a la fin de la synthese est diluée : deux gouttes de la solution de maghémite sont
diluées dans 2 mL d’une solution d’acide nitrique a pH=2. L’acide nitrique est employé comme solvant
de dilution pour que les particules restent dans un milieu de force ionique proche de celui dans lequel
elles étaient suspendues. Une sédimentation des particules due a un changement de force ionique
fausserait la mesure et est donc a éviter.

Les mesures ont été réalisées avec un appareil Malvern Nanosizer, fonctionnant avec un laser
Hélium-Néon a 633 nm, et a un angle fixe de 173° dans une cuve a base carrée. Une fonction
d’autocorrélation permet ensuite de relier I'intensité diffusée par une particule du milieu au coefficient
de diffusion de cette particule. Cela permet ensuite de calculer une taille hydrodynamique des
particules, en formulant I’'hypothése qu’elles sont sphériques.

Une fois les mesures enregistrées, trois types d’analyse sont possibles : en intensité, en volume et
en nombre. Lorsque I'on choisit d’effectuer une analyse en intensité, les plus grosses particules sont
favorisées. En effet, le signal diffusé est plus intense pour ces particules puisqu’il varie comme d* avec
d le diametre des particules. Lorsque I'on effectue une analyse en nombre, ce sont les particules les
plus nombreuses les plus avantagées. Enfin, lorsque I’on choisit d’effectuer une analyse en volume, on
obtient une bonne moyenne des analyses précédentes, car les particules les plus nombreuses sont
souvent les plus petites. Lorsque les trois méthodes d’analyse donnent des résultats proches, les
particules ont une faible distribution en taille (monodispersité).
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5.2.3.Potentiométrie Zeta

La mesure du potentiel Zeta d’une suspension de nanoparticules fourni une information sur leur
charge de surface. Afin d’effectuer la mesure en condition suffisamment diluée pour étre dans la
gamme de I'appareil tout en restant dans les mémes conditions de milieu et de force ionique qu’apres
la synthese pour ne pas perturber les nanoparticules de maghémite, celles-ci ont été dispersées dans
une solution aqueuse d’acide nitrique a pH = 2. La mesure du potentiel Zeta a ensuite été réalisée a
I'aide d’un Zetasizer commercialisé par Malvern, qui fournit directement une valeur en mV.

5.2.4.Analyse thermogravimétrique

Les analyses thermogravimétriques ont été effectuées sur un appareil SDT-Q600, TA Instruments.
Un échantillon préalablement séché a I'’étuve a 70°C durant 1 semaine est ensuite analysé sous
atmosphére inerte (N3), avec une rampe de température de 10°C/min allant jusqu’a 600°C.

5.2.5.Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie FTIR (Fourier-Transform Infra-Red spectroscopy) permet de déterminer la nature
de la surface des nanoparticules. Une partie de la suspension de particules a analyser est placée dans
une étuve a 70°C durant une semaine. La poudre récupérée est finement broyée en présence de KBr
et le tout est pressé sous forme de pastille (application d’une pression équivalente a une masse de 10
tonnes durant 20 secondes). La mesure est faite avec un Tensor 27 commercialisé par Bruker, et
analysé avec le logiciel OPUS.

5.2.6.Relaxométrie

Pour mesurer leur temps de relaxation T, les échantillons sont placés dans un relaxométre Minispec
Bruker, fonctionnant a 25°C et de fréquence de résonnance de 20 MHz. 4 balayages sont effectués par
échantillon, avec un gain de 55 dB et un délai de cyclage de 5 s entre deux mesures, une impulsion a
90° de 9 us et une impulsion a 180° de 16,4 us séparés de 0,04s (voir annexe 2 page 217 pour plus de
détails sur la séquence de mesure).

5.2.7.Mesure de I'aimantation a saturation

Les courbes d’aimantation ont été enregistrées a I'aide d’un magnétometre a échantillons vibrants
développé au laboratoire a partir d’une alimentation commercialisée par Caylar.

Un magnétometre a échantillons vibrants (ou VSM) se présente tel que schématisé sur la Figure 64.
Deux bobines imposent un champ magnétique H uniforme a I'échantillon, généralement compris entre
0 et 5.000 Gauss (10.000 Gauss = 1 T). L’échantillon va alors acquérir une aimantation M, qui va
perturber le flux magnétique traversant les bobines de détection. Celles-ci constituant une boucle
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supraconductrice, ce flux magnétique doit rester constant et quantifié. Un courant électrique est alors
induit dans le systeme afin de compenser la variation de flux magnétique due a I'aimantation de
I’échantillon, et c’est ce courant qui est mesuré. Puis le champ magnétique H imposé varie et une
nouvelle mesure a lieu. Des courbes de calibration permettent ensuite de remonter aux valeurs
d’aimantation M de I’échantillon pour chaque champ magnétique appliqué et de tracer la courbe
d’aimantation de I'échantillon.

1 «— Vibreur (~200 Hz)

/Tige qui porte I" échantillon
e

Bobines qui imposent - . .
le champ H \ % —— Bobines de détection
————————

Figure 64 : Schéma de principe d'un magnétometre a échantillons vibrants.

Les courbes d’aimantation ici présentées ont été obtenues en appliquant un champ magnétique
croissant de 0 G a 4.000 G (ou 10.000 G) puis décroissant de 4.000 G (ou 10.000 G) a 0 G. Le champ
magnétique varie par pas de 25 G et I'échantillon s’équilibre durant 5 s avant la mesure. Ces mesures
permettent aussi de déterminer la taille magnétique des nanoparticules par modélisation de la courbe
d’aimantation obtenue par une équation de Langevin (chapitre 1 page 16).

5.2.8.Hyperthermie magnétique

L’échauffement de suspensions de nanoparticules de maghémite ainsi que leur pouvoir chauffant a
été mesuré a I'aide d’'un MagneTherm, commercialisé par Nanotherics (Royaume-Uni), équipé d’une
fibre optique. L'échantillon est a température ambiante avant application d’un champ magnétique
alternatif (335 kHz ; 0 - 15 mT).

La capacité calorifique de la solution ainsi que le pouvoir chauffant sont calculés suivant les
équations présentées au chapitre 1, page 18.

5.2.9.Microscopie optique

Le microscope employé est un microscope de fluorescence de type Axiovert 200, équipé d’une
lampe a vapeur de mercure et de deux filtres. Le premier a une bande passante d’excitation de 546 +
12 nm, un séparateur de faisceau a 580 nm, et il laisse passer les signaux émis au-dessus de 590 nm. ||
permet de visualiser le signal d( a la Rhodamine. Le second a une bande passante d’excitation de 470
+ 20 nm, un séparateur de faisceau a 510 nm, et une bande passante d’émission de 540 £ 25 nm. |l
permet de visualiser le signal d(i a la GFP. Les observations effectuées au microscope sont collectées
par une caméra Manta, commercialisée par Allied Vision, prenant des clichés a une fréquence de 16
images/seconde. Les paramétres d’acquisition des clichés sont : un temps d’exposition de 60 ms et un
gain de 33.

Les nano-objets hybrides fluorescents imagés sont en suspension dans le I'eau a une concentration
de 6 mg/mL.
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Une émulsion eau dans chloroforme a été réalisée en employant de la L-a-phosphatidylcholine
d’ceuf comme tensioactif. La phase aqueuse est constituée de 250 pL de la suspension précédente,
que I'on ajoute a 742 uL de chloroforme et 8 pL de L-a-phosphatidylcholine d’ceuf (environ 1%
massique de tensio-actif). Un capillaire mesurant 0,1 mm d’épaisseur et 1 mm de largeur a été rempli
de cette émulsion, puis observé en microscopie optique comme I'ont été précédemment les nano-
objets hybrides en suspension. Des clichés sont pris avant et apres l'application d’un champ
magnétique (aimant Néodyme-Fer-Bore).

5.2.10. Spectroscopie UV-Visible

La concentration en protéines en solution a été déterminée par enregistrement de spectres
d’absorption UV-Visible a I'aide d’'un spectrométre UVIKON XL, vendu par SECOMAM. En effet, nombre
de protéines présentent une bande d’absorption dans la gamme spectrale UV-Visible du fait des cycles
aromatiques de certains acides aminés.

Les spectres sont enregistrés pour des solutions présentes dans des cuves en quartz. lls ont été
analysés a I'aide de courbes d’étalonnage réalisées a partir de solutions de protéines de concentration
connues avec précision.

5.2.11. Spectroscopie de fluorescence

L'incorporation effective du fluorophore au sein du polymere a été déterminée par enregistrement
de spectres de fluorescence a I'aide d’un appareil Cary Eclipse commercialisé par Agilent. Nous I'avons
utilisé en mode spectroscopie d’émission, et donc enregistré le spectre de lumiére émis par
fluorescence apres excitation a une longueur d’onde donnée. Cette longueur d’onde a été choisie égale
a 550 nm, car il s’agit de la longueur d’onde avec laquelle les nano-objets considérés seront observés
en milieu biologique (voir Chapitre 3).

5.3. Synthese des nanoparticules de maghémite

e Synthese de la magnétite Fe30,:

Dans un premier temps, 180 g de chlorure ferreux sont dissouts dans un mélange contenant 100 mL
d’une solution d’acide chlorhydrique a 37 %wt et 500 mL d’eau distillée, a température ambiante et
sous agitation magnétique. La solution est transparente et jaune pale. Elle est ensuite placée dans un
bécher de 5 L, toujours sous agitation magnétique a température ambiante, et on lui ajoute 1,59 mol
de chlorure ferrique avant d’ajouter une quantité d’eau distillée suffisante pour obtenir un volume
total de 3L. La solution obtenue prend alors une couleur rougeatre.

Dans un second temps, 1 L d’'ammoniaque a 22,5 %wt est ajouté au milieu, sous forte agitation. Le
milieu réactionnel devient opaque et noir. L’agitation se poursuit durant 30 minutes avant que les
nanoparticules de magnétite obtenues ne soient lavées avec de I'eau distillée.
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e Oxydation en maghémite y-Fe;0s:

La magnétite obtenue précédemment en milieu acide est oxydée en maghémite grace a I'ajout de
nitrate ferrique, suivant la réaction d’oxydo-réduction suivante :

6 Fe30,(5) + 2 N03_(aq) +2 H(th) = 9y—Fey03) + 2 N0y + Hy0

La magnétite obtenue est placée en milieu acide, dans une solution composée de 2L d’eau distillée
et 360 mL d’acide nitrique a 52,5 %wt. Une solution de nitrate ferrique est préparée en dissolvant 323
g de Fe(NOs); dans de I’eau distillée pour obtenir un volume final de 800 mL de solution, puis portée a
ébullition. Cette solution est par la suite ajoutée au précipité puis le milieu réactionnel est chauffé a
100 °C et placé sous agitation magnétique durant 30 minutes. L'oxydation se traduit par un
changement de couleur du milieu, qui passe de noire a rouille.

e Purification :

Une fois la maghémite obtenue, celle-ci est déstabilisée par passage en milieu acide afin de faciliter
par la suite les lavages. Cela se fait de la méme maniére que précédemment, les particules sont placées
dans une solution composée de 2 | d’eau distillée et 360 mL d’acide nitrique a 52,5%, puis elles sont
lavées, avec successivement trois fois 1L d’acétone et deux fois 500 mL de diéthyléther, en agitant 10
minutes sur plaque magnétique avant d’éliminer chacun des solvants.

Les nanoparticules de maghémite obtenues sont alors dispersées dans 1L d’eau distillée. Le
diéthyléther résiduel est éliminé par évaporation en laissant la suspension de maghémite sous
agitation magnétique sous une sorbonne en fonctionnement.

e Trien taille

Les nanoparticules de maghémite obtenues par co-précipitation puis oxydation sont tres
polydisperses. Il est nécessaire d’effectuer un tri en taille sur celles-ci, afin d’'une part de ne
sélectionner que les particules les plus grosses, et d’autre part améliorer la monodispersité de la
suspension de maghémite qui servira pour toutes les synthéeses ultérieures.

Pour ce faire, nous procédons par déstabilisation fractionnée de la suspension stable obtenue
précédemment. 40 mL d’acide nitrique a 68% sont ajoutés a la suspension. Une séparation de phase
apparait, entre une phase dense riche en grosses particules (fond du bécher) et une phase plus diluée
riche en petites particules (surnageant).

Les particules dans le fond du bécher sont récupérées puis lavées avec 400 mL d’acétone avant
d’étre dispersées dans 500 mL d’eau distillée. Une seconde étape de déstabilisation fractionnée a lieu,
en employant cette fois 10 mL d’acide nitrique a 68%. Les particules se trouvant alors au fond du
bécher sont lavées avec successivement trois fois 400 mL d’acétone et deux fois 200 mL de
diéthyléther avant d’étre dispersées dans 250 mL d’eau distillée.

Ce sont ces particules triées qui seront utilisées pour tout le travail de these.
e (Caractérisation de la dispersion de nanoparticules obtenues

Concentration massique en particules de maghémite : 185 g/L
Concentration molaire en fer : 2,32 mol/L
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5.4. Fonctionnalisation par I'agent Iniferter

La premiere étape consiste a préparer une suspension contenant 60 mg d’agent Iniferter pour 150
mg de nanoparticules de maghémite (811 uL de la dispersion caractérisée dans la partie précédente).
Le ratio entre particules et agent Iniferter a été défini a partir d’'une étude bibliographique.

Agent Iniferter et particules de maghémite sont ajoutés a une solution contenant 4 mL d’éthanol et
23 mL d’eau distillée. L'emploi d’éthanol est nécessaire pour assurer la solubilisation de I'agent
Iniferter et la dispersion de nanoparticules de maghémite est encore stable dans ce milieu. Le mélange
réactionnel est placé sous agitation orbitalaire durant 12 heures. Aprés agitation, on peut visuellement
reconnaitre qu’une réaction a eu lieu car les nanoparticules ne sont plus stables en suspension : elles
précipitent des arrét de I’agitation.

La deuxieme étape consiste a dialyser durant 24 heures la suspension obtenue afin d’éliminer I'excés
d’agent Iniferter en solution. Les dialyses ont successivement lieu dans de I’éthanol technique (5
minutes, 10 minutes, 20 minutes et 40 minutes), puis dans un mélange éthanol technique — eau
distillée 50:50 volumique (80 minutes et 3 heures), et enfin dans de I'eau distillée (4 heures puis 14
heures). Le passage éthanol technique vers eau distillée se fait pour éviter un assechement complet
de la membrane de dialyse, ainsi que pour re-disperser les particules obtenues en phase aqueuse.

5.5. Syntheése du PEP et du PNI

e Formation du complexe de pré-polymérisation :

Dans un ballon de 100 mL contenant une olive aimantée, on introduit 24 mL d’eau distillée. On
dissout dans le milieu 6,5 mmol de monomeére acrylamide et 6 umol de protéine. Le milieu est agité
magnétiquement durant 1 heure.

e  Polymérisation :

Par amorcage thermique

Dans le ballon précédent, on ajoute 0,65 mmol d’agent réticulant, le N,N-méthyléne-bis-acrylamide,
et 80 mg de nanoparticules de maghémite fonctionnalisées a leur surface par I’Agent Iniferter puis 60
pmol d’AIBN, I’Azo-bis-Iso-ButyroNitrile et 8 mL d’éthanol technique a 96%. Le ballon est fermé
hermétiquement par un septum, scellé avec du Parafilm. Le milieu est dégazé par bullage d’azote
durant 15 minutes. Le milieu est chauffé a 60°C par un bain-marie. L’albumine de sérum bovin
initialement employée étant stable jusque 63°C, le chauffage n’est pas problématique. Le milieu est
ensuite laissé sous agitation magnétique le temps voulu pour la polymérisation. Enfin, le ballon est
ouvert et 'oxygéne pénétrant arréte la réaction de polymérisation.

Par amorcage rédox

Dans le ballon précédent, on ajoute 0,65 mmol d’agent réticulant, le N,N-méthyléne-bis-acrylamide,
et 80 mg de nanoparticules de maghémite fonctionnalisées a leur surface par I’Agent Iniferter, puis 5
mg d’APS (Ammonium PerSulfate). Le ballon est fermé hermétiquement par un septum, scellé avec du
Parafilm. Le milieu est dégazé par bullage d’azote durant 15 minutes. On introduit ensuite dans le
ballon 2 puL de TEMED (N,N,N’,N’-TEtraMéthyl-EthyléneDiamine)**® & I'aide d’une aiguille plantée au
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travers du septum. Le milieu est ensuite laissé sous agitation magnétique le temps voulu pour la
polymérisation. Enfin, le ballon est ouvert et I'oxygéne pénétrant arréte la réaction de polymérisation.

e Purification :

La suspension obtenue est placée dans un bécher. Le surnageant de synthése est récupéré par
décantation magnétique. Les nanoparticules sont lavées trois fois en appliquant le protocole suivant.
20 mL d’eau distillée sont ajoutés aux particules et la suspension est agitée manuellement durant 3
minutes. Puis les particules sont récupérées par décantation magnétique et le processus est répété.

Absorbance (u.a)

0+
200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Figure 65 : Spectres d’absorbance des surnageants de lavage des hybrides y-Fe,O3;@PEP, dans le cas ou la protéine
employée lors de la synthese est de I'albumine de sérum bovin, réalisés dans des cuves en quartz. Bleu foncé : surnageant
initial ; jaune : lavage 1 ; gris : lavage 2 ; orange : lavage 3 ; vert : lavage 4.

Les surnageants sont analysés par spectrométrie d’absorbance UV-Visible. Ceux-ci peuvent contenir
des protéines non imprimées, ainsi que de I'acrylamide (AM) et du méthyléne-bis-acrylamide (MBAM)
non polymérisés. Les protéines absorbent aux alentours de 280 - 320 nm, du fait de cycles aromatiques
présents sur certains de leurs acides aminés (et peuvent présenter d’autres bandes d’absorbance dues
a des propriétés particulieres, telles que de la fluorescence), de leur conformation tridimensionnelle
et de leur état de dégradation. L'AM et le MBAM quant a eux absorbent aux alentours de 220 nm.
Lorsque les particules sont propres, le surnageant de lavage ne présente plus aucune bande
d’absorption.

e Extraction:

Trois jeux de conditions expérimentales ont été testés pour extraire la protéine apres son
impression dans le polymeére :

Solution basique et décantation magnétique

Une solution d’hydroxyde de sodium (soude) est préparée en dissolvant 500 mg de NaOH dans 250
mL d’eau distillée pour obtenir une concentration de 0,05 mol/L. Les nanoparticules recouvertes du
polymére a empreintes de protéines, apres lavage, sont dispersées dans 10 mL de cette solution.
L'ensemble est placé sous agitation orbitalaire durant 2 heures. Une décantation magnétique permet
de récupérer le surnageant, puis les particules sont placées dans de I'eau distillée.

Solvant organique faiblement acide et décantations magnétiques

D’abord, les particules sont dispersées dans 10mL d’un mélange méthanol et acide acétique
(MeOH:AcOH) 9:1 en volume. La suspension est placée sous agitation orbitalaire durant 1h30. Le
surnageant est récupéré par décantation magnétique. Puis 10mL d’eau distillée sont ajoutés au milieu,
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afin de récupérer les protéines dénaturées par le solvant précédent mais non solubles dans celui-ci. La
suspension est également agitée orbitalairement durant 1h30 avant récupération du surnageant par
décantation magnétique. Les deux étapes sont répétées jusqu’a extraction totale de la protéine.

Solvant organique faiblement acide et dialyse

Les nano-objets hybrides en suspension desquels il faut extraire la protéine gabarit sont placés dans
une membrane de dialyse, elle-méme mise dans un bécher rempli d’'un mélange eau
distillée/méthanol/acide acétique 50:45:5 en volume, sous faible agitation magnétique. Le solvant de
dialyse est changé régulierement jusqu’a ce qu’aucun signal n’y soit détecté par spectroscopie UV-
Visible.

Les polyméres non imprimés sont synthétisés de la méme maniére, la seule différence étant
I'absence de la protéine gabarit et donc de I'étape du complexe de pré-polymérisation. L’acrylamide
est ajouté en méme temps que I'agent réticulant.

5.6. Réalisation d’isothermes d’adsorption

Le protocole expérimental mis en ceuvre pour effectuer les isothermes est le suivant.

Dans des flacons de verre d’une contenance de 4,5 mL on introduit une masse connue avec précision
de nanoparticules hybrides y-Fe,Os@PEP-BSA. Cette masse est proche de 20 mg. On ajoute ensuite 3
mL d’une solution de BSA (ou de HSA ou d’OVA) dans de I'eau distillée a des concentrations variées.
Celles-ci sont comprises entre 0 mg/mL et 4 mg/mL. Les flacons sont placés sur un agitateur orbitalaire
a 480 rpm durant 24h. Puis les flacons sont positionnés sur un aimant afin d’effectuer une décantation
magnétique. Les surnageants sont récupérés et analysés par spectrométrie d’adsorption UV-Visible.
Cela permet de déterminer la quantité de protéine encore présente en solution. Et de |a, déduire la
qguantité de BSA adsorbée a la surface des hybrides y-Fe,0;@PEP-BSA.
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Chapitre 3 : Ciblage de la GFP et sa dénaturation par hyperthermie magnétique

Chapitre 3 :
Ciblage de |a GFP et sa dénaturation par
hyperthermie magnétique
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La synthése des objets hybrides y-Fe,Os@PEP effectuée, nous nous sommes ensuite concentrés sur
I’obtention de nano-objets dont le polymere imprimé est susceptible de cibler une protéine présente
sur une membrane extracellulaire. Nous nous sommes également penchés sur la possible utilisation
de leurs propriétés d’hyperthermie magnétique afin de dénaturer les protéines ciblées aprés leur
adsorption. Notre choix s’est porté sur la synthese de polymeéres a empreintes de GFP, la protéine
fluorescente verte. Cette protéine présente |'avantage de pouvoir étre produite en grandes quantités
a faible co(t. Elle est donc facilement disponible pour effectuer les différents tests in vitro. Cette
protéine est également facilement exprimable par de nombreuses lignées cellulaires. Il est donc
envisageable de I'employer pour étudier les performances en termes de ciblage des nano-objets
hybrides. Enfin, sa dénaturation est trés visuelle car elle entraine une perte de fluorescence, ce qui est
facilement quantifiable.

1. Les objets hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP

1.1. La protéine fluorescente verte (GFP)

La protéine fluorescente verte, ou GFP (Green Fluorescent Protein) est une protéine naturelle
présente dans les méduses Aequorea Victoria (Figure 66)'>*. Un processus de bioluminescence a lieu :
la présence de calcium active une photoprotéine, I'aequorine, qui émet de I'énergie sous forme de
lumiere bleutée. La GFP absorbe cette énergie et la réémet a son tour sous forme de lumiére verte.

Figure 66 : Méduses Aequorea Victorials4.

La GFP est composée de 238 acides aminés®® pour une masse molaire de 27 kDa environ®®. Elle est
trés stable dans des tampons neutres jusqu'a 65°C**” mais également dans une large gamme de pH, de
5,5 a 12 a des températures proches de 25°C. Son point isoélectrique est compris en 4,6 et 5,1%%, Elle
se présente sous forme d’un cylindre de 4,2 nm de hauteur pour 2,4 nm de diameétre®®®.

La protéine est intensément fluorescente, avec un rendement quantique d'environ 80% et un
coefficient d'extinction molaire qui varie entre 9,5. 10° et 14.10° cm™M™ pour le pic d’excitation a
475nm?*’. La fluorescence intrinséque de la protéine est due a la présence d’un chromophore unique,
formé apreés la traduction de celle-ci lors de la cyclisation et I'oxydation des acides aminés 65 a 67, Ser-
Tyr-Gly™® (Figure 67).

centre est le fluorophore lié de fagon covalente a la protéine.
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La GFP naturelle posséde deux pics d’excitation, le plus important a 395 nm et le second a 475 nm
ainsi qu’un pic d'émission a 509 nm. Afin de visualiser la GFP in cellulo, des filtres de microscopie de
fluorescence sont appliqués. Ils ne sont cependant pas suffisamment performants pour permettre une
bonne visualisation de cette GFP. Afin de contourner ce probléme, des protéines ont été créées en
substituant un acide aminé thréonine a la sérine initialement présente en position 65 chez la GFP. Les
nouvelles protéines se nomment E-GFP (enhanced green fluorescent protein) ou protéine fluorescente
verte a fluorescence accrue et possédent une fluorescence augmentée d’un facteur 5. Ce faisant, le
pic principal d’excitation a été déplacé aux alentours de 490 nm. C’est cette protéine qui a été utilisée
au cours de notre étude. Toutefois, par abus de langage et pour des raisons de simplicité, nous
parlerons de GFP et non pas d’E-GFP.

Par la suite, d’autres modifications ont été apportées au géne codant pour la synthése de la GFP, ou
toute autre protéine fluorescente, afin d’obtenir des protéines d’intérét biologique fluorescentes. Cela
permet I'obtention d’une fluorescence in vivo, pouvant facilement étre suivie par microscopie. Une
des applications les plus usitées est la visualisation de compartiments intracellulaires grace au
couplage entre une protéine spécifique de cet organite cellulaire et la GFP. Par exemple, Runions et al.
ont réalisé en 2005 des images du réticulum endoplasmique exprimant une protéine fluorescente
verte, et de I'appareil de Golgi, exprimant une protéine fluorescente rouge, de feuilles de tabac par
microscopie confocale de fluorescence (Figure 68)°1.

Figure 68 : Clichés de microscopie confocale d'une feuille de tabac'6. Vert : réticulum endoplasmique. Rouge : appareil de
Golgi. Barre d'échelle : 20um.

1.2. Caractérisations des objets hybrides

Les nano-objets hybrides y-Fe,O3;@PEP-GFP, possédant une matrice polymere fluorescente
(Rhodamine) ou non, ont été synthétisés en appliquant le protocole optimisé au chapitre précédent.
Une mesure du diamétre hydrodynamique des nano-objets obtenus, ainsi que de leur perte de masse
a 600°C ont mis en évidence la présence du PEP (Tableau 3).

Echantillon Diameétre hydrodynamique (nm) | Perte de masse (200°C - 600°C)
Nanoparticules nues 15,5+ 2 0%
v-Fe,0;@PEP-GFP 415+ 75 23 %
y-Fe,03@PEP-GFP fluorescent 177 £+ 78 18 %
(Rhodamine) 182 + 90 (24h dans DMEM:FBS)
y-Fe,0;@PNI flgorescent 212 + 80 19 %
(Rhodamine)

Tableau 3 : Diamétre hydrodynamique et perte de masse a 600°C de différents nano-objets hybrides y-Fe,0; @PEP-GFP et
y-Fe;03;@PNI. DMEM:FBS : milieu de culture des cellules Hela.

Les nanoparticules hybrides présentent un diamétre hydrodynamique moyen bien plus important
que les nanoparticules nues. Ceci peut étre d'une part lié a I'agrégation des nanoparticules
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fonctionnalisées (cf. clichés de microscopie des objets hybrides Figure 56 page 60), mais également a
la présence du polymere. Celle-ci est validée par la perte de masse d’environ 20 % pour les différents
nano-objets hybrides alors que la perte de masse des nanoparticules nues sur la plage de température
considérée est de 0% (Tableau 3).

Par ailleurs, lors des tests de ciblage cellulaire les nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP
fluorescents sont en solution dans du milieu de culture cellulaire (ici DMEM Dulbecco’s modified
Eagle’s medium suppléé au FBS, sérum feetal de veau) avant d’étre mis au contact des cellules. Aprés
24h a température ambiante au laboratoire, nous avons mesuré le diamétre hydrodynamique des
particules. Le changement de milieu n’induit pas d’agrégation des nano-objets, car le diameétre
hydrodynamique n’évolue pas de maniéere significative (Tableau 3). Les hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP
sont stables au sein du milieu de culture cellulaire.

Une des applications envisagées pour ces nano-objets hybrides étant la dénaturation de protéines
par échauffement local grace a I’hyperthermie magnétique, il était essentiel de s’assurer que les nano-
objets hybrides possédaient également cette propriété, a I'instar des nanoparticules de maghémite
non fonctionnalisées.

L’augmentation de température d’une suspension de nano-objets hybrides y-Fe,0;@PEP-GFP a été
enregistrée lors de I'application d’'un champ magnétique alternatif, ce qui nous a permis de calculer
un pouvoir chauffant de I'ordre de 6,2 W/gmaghémite, contre 10,5 W/gmaghemite pOUr les nanoparticules
nues. La diminution observée pour les particules hybrides par rapport aux nanoparticules d’oxyde de
fer nues put étre attribuée a leur agrégation au sein du polymére®. La mesure d’un pouvoir chauffant
non nul pour les nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP confirme cependant un certain maintien des
propriétés d’hyperthermie magnétique des particules d’oxyde de fer méme au sein du polymeére, et
donc la possible utilisation de celles-ci pour induire une augmentation de température.

2. Adsorption in vitro de la GFP

Nous avons ensuite cherché a caractériser les performances en adsorption des hybrides y-
Fe,0s@PEP-GFP. Pour cela, nous nous sommes intéressés a leur capacité d’adsorption qu’a la
spécificité, la sélectivité et la cinétique de I'adsorption.

2.1. Isothermes d’adsorption

2.1.1.Isothermes d’adsorption de la GFP sur les PEP et PNI

Les isothermes d’adsorption réalisées pour la GFP sur les PEP ou PNI magnétiques synthétisés dans
I’eau sont présentées sur la Figure 69. Les polymeéres a empreintes de GFP adsorbent plus de protéines
que les polyméres non imprimés. En effet, les capacités d’adsorption a saturation varient d’un facteur
2,3 avec Qmaxper = 57,5 mg/g et Qmaxpent = 24,9 mg/g.
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Figure 69 : Isothermes d’adsorption de la GFP a la surface d’hybrides maghémite — polymére a empreintes de GFP ou non
imprimé, ainsi que les modélisations correspondantes par des isothermes de Langmuir.

Classiquement, deux modeéles d’adsorption sont employés afin de modéliser les résultats
expérimentaux : le modéle de Langmuir'®? ou le modéle de Freundlich®® (voir la revue présentée en
annexe 4). Ces deux modeles ont été appliqués aux mesures expérimentales correspondant a
I'adsorption de la GFP sur les polyméres a empreintes de GFP d’une part, et sur les polyméres non
imprimés d’autre part. Les facteurs de corrélation ainsi que les différents paramétres obtenus sont
présentés dans le Tableau 4.

. Qmax,exp 2 Qimax,theo m
Echantillon (ma/e) R (ma/e) K
y-Fe,0s@PEP-GFP, Langmuir 57,5 0,998 57 1,14 uM -
y-Fe,Os@PNI, Langmuir 24,9 0,982 25 0,62 uM -
y-Fe203s@PEP-GFP, Freundlich 57,5 0,990 60 1.10% (mg/g)(mL/mg)°1 0,13
y-Fe20:@PNI, Freundlich 249 |0,239 29 5,28.10' (mg/g)(mL/mg)®® | 0,09

Tableau 4 : Paramétres obtenus lors de la modélisation des isothermes d'adsorption par les équations linéarisées de
Langmuir et Freundlich.

L'adsorption de la GFP peut étre caractérisée a I'aide d’'un modéle de Langmuir, et le protocole de
synthése développé pour I'impression de BSA est robuste car transposable a I'impression de GFP.
L’adsorption est spécifique, due a la présence d’empreintes.

Cependant, le modéle de Langmuir peut apparaitre comme limité lorsque I'on s’intéresse a
I’adsorption de protéines sur des PEP magnétiques. En effet, ce modéle considére un seul type de sites
d’adoption, alors que nous savons qu’il en existe au moins deux : les empreintes (sites d’adsorption
spécifique) et les sites d’adsorption non-spécifique. Afin de mettre en évidence la présence de ces deux
types de sites distincts, les données expérimentales peuvent étre analysées suivant le modeéle de
Scatchard — Rosenthal®®*. La courbe obtenue en appliquant ce modéle est présentée Figure 70.
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Figure 70 : Analyse Scatchard de I'adsorption de la GFP sur les nanohybrides PEP magnétiques.
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Les points expérimentaux obtenus semblent s’aligner suivant deux portions de droites, indiquant la
présence de deux types de sites de reconnaissance protéique distincts au sein de la matrice polymére,
de constantes d’associations intrinséques respectives 3,22 uM* et 0,65 uM™. L’hypothése retenue
pour expliquer les deux valeurs de constantes d’association, et donc d’affinité protéine — polymére,
est la présence de deux types de sites d’interaction différents. D’'une part, les empreintes ayant une
forte affinité pour les protéines ciblées, et d’autre part le polymere en lui-méme, responsable de
I'adsorption non spécifique. Lorsque I'on réalise la méme analyse des données obtenues sur le
polymére non imprimé, on obtient une seule constante d’affinité qui vaut 0,59 uM™ et est donc
comparable au 0,65 uM™* obtenu pour les hybrides PEP magnétiques. L’autre constante déterminée
précédemment pour les nano-objets hybrides y-Fe,0:@PEP-GFP caractérise donc la présence de sites
d’adsorption spécifique, i.e. les empreintes de protéines.

2.1.2.Comparaison avec les isothermes d’adsorption de la BSA

Il est intéressant de comparer les performances en adsorption des polyméres a empreintes de BSA
et ceux a empreintes de GFP. Les protéines n’ayant pas le méme poids moléculaire, il est plus pertinent
d’exprimer les capacités d’adsorption en pumol/g qu’en mg/g. De plus, les conditions expérimentales
étant légerement différentes lors de la réalisation des différentes isothermes, la concentration initiale
en protéines a prendre en compte doit se faire en nmol par mg de particules, et non plus en mg/mL.

On peut voir sur la Figure 71 que les nano-objets y-Fe,Os@PEP-BSA présentent une capacité
d’adsorption bien supérieure a celle des objets y-Fe,0s@PEP-GFP (4,5 umol/g contre 1,7 pmol/g), mais
surtout un facteur d’'impression plus élevé (3,75 contre 2,3), alors que la méme quantité initiale de
protéine (6 umol) était a imprimer.
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Figure 71 : Comparaison des performances obtenues pour les polyméres a empreintes de BSA ou de GFP vis-a-vis de la
protéine utilisée comme gabarit.

Afin de comprendre cette différence, il faut se poser la question de la surface des protéines, c’est-
a-dire la nature des acides aminés accessibles aux monomeres puis au polymere afin d’effectuer une
impression puis une reconnaissance spécifique. Pour ce faire, nous nous sommes aidés de la méthode
d’analyse metapocket développée par Huang en 20095, permettant I'obtention de la séquence des
acides aminés de surface de la GFP et de la BSA. Nous avons ensuite classé ces acides aminés en deux
catégories : polaire et non polaire, afin d’avoir une idée de la polarité relative de leur surface.

Protéine BSA GFP

Nombre d’acides aminés de surface 301 125
% d’acides aminés polaires 55,5% 63,2%
% d’acides aminés non polaires 44,5% 36,8%

Tableau 5 : Composition relative de la surface extérieure de deux protéines, BSA et GFP.
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Le Tableau 5 nous indique que la surface de la BSA est moins polaire que la surface de la GFP. Plus
une surface est polaire, et plus il y a de molécules d’eau en interaction avec celle-ci. Lors de la synthese
du polymere imprimé, les monomeres fonctionnels ont alors plus de difficultés a former des complexes
de pré-polymérisation avec les protéines, du fait de la présence des molécules d’eau, et moins de
protéines sont imprimées. Il y aura donc moins de sites de reconnaissance, conduisant a une capacité
d’adsorption plus faible. Cette hypothese de différence d’interactions monomere - protéine due a la
polarité est soutenue par une adsorption non-spécifique plus faible pour la GFP que pour la BSA : les
monomeres se sont liés dans une moindre mesure, et le polymére fait de méme.

2.2. Visualisation de I'adsorption

D’apres les résultats précédents, les nano-objets hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP sont capables
d’adsorber de la GFP. Nous voulions avoir une preuve visuelle de cette adsorption et pour ce faire
avons décidé d’employer la microscopie optique de fluorescence. Les résultats obtenus sont présentés
sur la Figure 72. Les objets hybrides étant trop petits pour étre imagés directement, nous avons
commencé par déstabiliser une suspension de particules, conduisant a I'agrégation des nano-objets.

Apres adsorption de la protéine par les nano-objets y-Fe,Os@PEP-GFP, aucun lavage des particules
n’a été effectué, et la solution initiale de GFP n’a pas été retirée, ce qui explique une fluorescence de
I’ensemble de la zone imagée, comme nous pouvons le voir sur la Figure 72, milieu. Cependant, les
zones de fluorescence correspondant a la rhodamine (fluorophore couplé au polymere imprimé) se
superposent parfaitement aux zones de forte intensité de fluorescence correspondant a la GFP (Figure
72, droite). Ainsi, les nano-objets hybrides y-Fe,O3;@PEP-GFP sont bien capables d’adsorber la protéine
ciblée.

Amasde particules Zones fortesintensité GFP concentrée dans les
hybrides PEP hybrides PEP

ia J

Figure 72 : Clichés de microscopie optique montrant les nano-objets hybrides et les protéines. (a) : filtre Rhodamine, (b) :
filtre GFP, (c) : superposition. La barre d’échelle est valide pour les trois clichés.

2.3. Cinétique d’adsorption

Une cinétique d’adsorption dépend de nombreux facteurs. La probabilité de rencontre entre
polymére et protéine, et donc d’adsorption, sera d’autant plus faible que le volume total de solution
sera élevé et les quantités de protéine et de nano-objets hybrides seront faibles.

Les tests d’adsorption menés in vitro emploient majoritairement 5 mg de particules hybrides dans
3 mL d’une solution de protéine a des concentrations variant entre 0 et 0,75 mg/mL. Les tests de
ciblage cellulaire emploient 60 ug de particules hybrides dans 1 mL de milieu de culture contenant les
cellules exprimant la GFP a leur surface. On est alors dans des conditions beaucoup plus diluées en
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termes de particules hybrides et de protéine. Les temps d’équilibre d’adsorption peuvent alors
fortement varier et il est nécessaire d’effectuer deux études cinétiques. La premiére pour déterminer
le temps d’équilibre nécessaire aux études in vitro. La seconde pour déterminer le temps d’équilibre
nécessaire aux études de ciblage cellulaire.

2.3.1.Temps d’équilibre des études in vitro

L’équilibre d’adsorption de la GFP par les particules hybrides a cette concentration est atteint au
bout de 2h (Figure 73).
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Figure 73 : Cinétique d’adsorption de la GFP a la surface des nanoparticules hybrides y-Fe,O3;@PEP-GFP (5 mg dans 3 mL
de GFP a 0,15 mg/mL). Points : données expérimentales, trait : modélisation.

Afin de mieux comprendre cette cinétique, nous avons cherché sa loi de vitesse. Il nous faut prendre
en compte la présence de deux types de sites d’interaction d’énergie différente : les sites d’adsorption
spécifique, et les sites d’adsorption non spécifique. Au vu de la taille des objets hybrides face a la taille
des protéines (300 nm vs 10 nm environ), ces deux types de sites d’interaction peuvent étre considérés
comme deux ligands distincts, présents simultanément au sein du milieu mais parfaitement
indépendant I'un de I'autre. Il faut juste considérer le fait que pour un site d’adsorption non-spécifique
il y a IF empreintes, IF étant le facteur d’'impression déterminé a |'aide des isothermes d’adsorption, et
calculé suivant I'équation (1) présentée ci-dessous . La cinétique d’adsorption globale peut alors étre
approximée par une somme pondérée des cinétiques des deux ligands telle que présentée en équation

2).

IF — Qmax,PEP ECI (1)
Qmax,PNI
IF 1
Q(t) = m-fspécifique Q) + m-fnon—spécifique(Q(t)) Eq. (2)

Avec Qmaxper €t Qmaxpeni les capacités d’adsorption des objets hybrides magnétiques PEP et PNI
respectivement (en mg/g) et fopecifique €t fron-specifique deux fonctions correspondant a I’adsorption de la
protéine sur les sites de reconnaissance spécifiqgue et non-spécifique respectivement,
traditionnellement décrites par des modéles de type pseudo-1°" ou pseudo-2"? ordre®®1¢’. On suppose
ici que fspscifique €1 Fron-specifique tendent vers la méme valeur a I'équilibre. Plusieurs cas de figures peuvent
alors avoir lieu, en fonction de la nature de fspecifique €t fron-specifique. Elles peuvent correspondre toutes
deux a des lois du méme type, ou de type différent. Les différents modeles ont été appliqués aux
données expérimentales, et les paramétres obtenus sont regroupés dans le Tableau 6.

Au vu des parameétres obtenus lors de la modélisation des courbes, I'adsorption de la GFP sur les
hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP suit un modele de pseudo-second ordre pour les sites d’adsorption
spécifique et de type pseudo-premier ordre pour les sites d’adsorption non-spécifique. L’équilibre est
atteint au bout de deux heures, avec un temps de demi-équilibre de 19 min.
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Modele adsorption|Modele adsorption ) Qeexp | Qe théo
;s _ege s _ege R kspécifique knon-spécifique
spécifique non-spécifique (mg/g) | (mg/g)
Pseudo 1° ordre | Pseudo 1°" ordre | 0,904 44 41,6 2,6.102 min’! 2,8.10 min!
Pseudo 2™ ordre | Pseudo 2¢™ ordre | 0,922 44 45 1,4.10% gmglmin?| 2,1.102% g.mgt.min?
Pseudo 1¢ ordre | Pseudo 2°™ ordre | 0,913 44 41,6 2,6.10% min™ 3,6.102 g.mgl.min?
Pseudo 2°™ ordre | Pseudo 1° ordre | 0,941 44 44,6 |1,4.102g.mgl.min? 4,8.103 min™

Tableau 6 : Paramétres obtenus lors de la modélisation de la cinétique d'adsorption de la GFP sur les PEP magnétiques.

2.3.2.Temps d’équilibre des tests de ciblage cellulaire

Afin de se placer dans des conditions expérimentales proches de celles mises en ceuvre lors des tests
de ciblage cellulaire, nous avons réalisé une seconde étude cinétique en condition bien plus diluée. En
effet, I'’équilibre d’adsorption de la GFP a cette concentration est atteint aprés 40 min (Figure 74). Afin
d’avoir une idée plus précise de la cinétique d’adsorption, les données expérimentales obtenues ont
été modélisées comme précédemment par différentes lois.
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Figure 74 : Cinétique d’adsorption de la GFP sur des nano-objets hybrides y-Fe,0;@PEP-GFP (conditions tres diluées : 50
ug dans 1 mL de GFP a 42 ug/mL).

Modele adsorption|Modéle adsorption ) Qeexp | Qethéo
;s _ege s _ege R kspécifique knon-spécifique
spécifique non-spécifique (mg/g) | (mg/g)
Pseudo 1°F ordre | Pseudo 1¢ ordre | 0,972 | 26,8 28,3 3,6.102 min*! 3,6.102 min™
Pseudo 2¢™ ordre | Pseudo 2™ ordre | 0,948 | 26,8 35,1 |1,5.10° g.mgt.min?| 3,5.10°% g.mglmin?
Pseudo 1¢ ordre | Pseudo 2®™ ordre | 0,956 | 26,8 30,5 3,9.102 min* 2,8.103% g.mgt.min?
Pseudo 2¢™ ordre | Pseudo 1° ordre | 0,959 | 26,8 33 2,2.102 g.mgt.min? 1,4.103 min*

Tableau 7 : Paramétres obtenus lors de la modélisation de la cinétique d'adsorption de la GFP sur les PEP magnétiques en
conditions tres diluées.

L'adsorption de la GFP suit un modele de type pseudo-premier ordre, a la fois pour I'adsorption
spécifique et I'adsorption non-spécifique (Tableau 7). L’équilibre est atteint aprés 40 min, avec un
temps de demi-équilibre de 19 min, comme lors de I'étude cinétique en employant de plus grandes
quantités de particules.

On peut remarquer qu'’ici la cinétique d’adsorption au sein des empreintes obéit a une loi de type
pseudo-premier ordre : I'adsorption est limitée par la probabilité de rencontre entre la GFP et
I’empreinte au sein du polymére. Lorsque le milieu contient beaucoup plus de particules hybrides et
de protéines, la probabilité de rencontre entre les deux augmentera fortement. Ce ne sera donc plus
le facteur limitant I’adsorption, et la cinétique de celle-ci obéira alors a une loi de type pseudo-second
ordre.
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2.4. Résilience de I'adsorption

Comme présenté sur la Figure 75, aucun changement significatif dans la capacité d’adsorption des
hybrides n’est visible apres 8 cycles d’adsorption — désorption. Les empreintes possedent donc une
forte capacité de régénération et les conditions expérimentales employées n’induisent pas de

dégradation de la matrice polymere.
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Figure 75 : Influence du nombre de cycle de régénération des polyméres magnétiques a empreintes de GFP sur leur capacité
a adsorber la protéine cible.

2.5. Sélectivité et compétition lors de I'adsorption

Nous nous sommes ensuite intéressés a la sélectivité des nano-objets hybrides y-Fe,0;@PEP-GFP
synthétisés. Pour ce faire, des études d’adsorption ont été menées en employant du lysozyme (Lyz) et
de I'ovalbumine (OVA). Le choix s’est porté sur ces deux protéines car elles étaient disponibles au
laboratoire, et car le lysozyme étant bien plus petit que la GFP et I'ovalbumine étant bien plus grosse,
nous pouvions voir I'influence de la taille et de la charge des protéines sur I'adsorption non spécifique.
En effet, nous travaillons a pH=8, soit au-dessus du point isoélectrique de la GFP et de 'OVA mais en
dessous de celui du lysozyme. Ce dernier n’a donc pas la méme charge de surface que les autres
protéines étudiées.

Les caractéristiques principales de ces protéines, ayant une influence sur leur adsorption, sont
présentées dans le Tableau 8. Les protéines ayant des masses molaires trés différentes, il devient plus
pertinent de parler de capacités d’adsorption en umol/g ainsi que de concentrations initiales en uM.

Protéine | Nombre d’acides aminés | Masse moléculaire (kDa) | Taille (nm) | Point isoélectrique
GFP 238 27 4,2x2,4 57
Lyz 129 14,3 6x2,4 11,35
OVA 385 42,7 7x3,6x3 4,7

Tableau 8 : Principales caractéristiques de la GFP, le lysozyme et I'ovalbumine?!31,148,150,155,156,158,168-171,

2.5.1.Tests de sélectivité

Dans un premier temps, des tests de sélectivité ont été effectués. Les deux protéines choisies
comme compétitrices étaient alors seules en solution lors de la réalisation des isothermes d’adsorption
sur les nano-objets y-Fe,O3@PEP-GFP.

87



(a) 2 - ® GFP (b)
18 4 ® Ovalbumine
1,4 %{ {
=124 LT =
B2 ¢ g
£ P J— £
Eosd/ et £
S 08 %§§ ..... e
0,2 19 P ¢
0".i.................. & & 9«39\*
0 10 20 30 20 & & & & &
C, (umol/L)

Figure 76 : Sélectivité de I'adsorption sur les hybrides y-Fe,0; @PEP-GFP (a) et comparaison de I’adsorption sur les hybrides
y-Fe,03@PNI (b). Sur la figure b, PEP se réféere a y-Fe,O3;@PEP-GFP et PNI se référe a y-Fe;O;@PNI. Chaque protéine est
seule en solution.

Comme on peut le voir sur la Figure 76a, les objets y-Fe,0s@PEP-GFP adsorbent plus de GFP, la
protéine gabarit, que de lysozyme ou d’ovalbumine, protéines compétitrices, sur la gamme de
concentration étudiée. Le polymeére ici synthétisé est bien sélectif de la GFP. On peut de plus
remarquer que sur la plage de concentration 0-10 umol/L, les PEP magnétiques adsorbent plus d’OVA
gue de Lyz. Il semblerait donc que la taille des protéines ne soit pas le facteur premier influencant
I’'adsorption non spécifique, mais que ce soit plutot leur charge et donc leur point isoélectrique.

La Figure 76b montre de plus une absence de différences significatives dans les capacités
d’adsorption des polyméres magnétiques a empreintes de GFP et non-imprimés pour les deux
protéines compétitrices. Ainsi, 'adsorption de ces protéines est une adsorption non spécifique,
simplement liée a la nature du polymeére et non pas a la présence des empreintes.

2.5.2.Tests de compétitivité

Nous avons d’abord effectué des tests de compétitivité entre le lysozyme et la GFP. Comme on peut
le voir sur la Figure 773, les nano-objets hybrides présentent une bonne sélectivité d’adsorption envers
la GFP. Il faut cependant noter la diminution d’adsorption de la GFP par le PEP magnétique en présence
de lysozyme. Il est intéressant de voir que cette diminution d’adsorption est proche des valeurs
obtenues pour I'adsorption non-spécifique de la GFP (adsorption sur le PNI). Ainsi, une hypotheése
probable est que le lysozyme présent va se lier aux sites d’adsorption non-spécifique du polymeére, et
la GFP ne s’adsorbera que dans les empreintes.
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Figure 77 : Compétitivité de I'adsorption avec (a) le lysozyme et (b) I'ovalbumine sur des objets y-Fe,O;@PEP-GFP.

Nous pouvons observer la méme chose en présence d’ovalbumine (voir Figure 77b). En effet, les
polymeéres a empreintes adsorbent plus de GFP que de la protéine compétitrice, méme si la présence
de celle-ci entraine une diminution de la quantité de GFP adsorbée. Cette diminution est encore une
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fois similaire aux valeurs d’adsorption obtenues sur le PNI, et laisse a penser que |'ovalbumine
s’adsorbe sur les sites de reconnaissance non-spécifique du polymere, laissant uniquement les
empreintes a la GFP pour pouvoir s’adsorber.

2.5.3.Adsorption de GFP apres pré-saturation de surface par de I'ovalbumine

Lors des tests de ciblage cellulaire, les particules sont dispersées dans du milieu de culture. Celui-ci
contient un grand nombre de protéines compétitrices qui vont venir s’adsorber a la surface des objets-
hybrides, ce qui peut bloquer I'accés aux empreintes, empéchant ainsi tout ciblage. Voila pourquoi
nous avons voulu déterminer si la GFP était capable d’accéder aux sites d’adsorption spécifique (i.e.
les empreintes) méme aprés adsorption non-spécifique de protéines compétitrices. Nous avons choisi
de saturer la surface des objets avec de I'OVA avant de réaliser une isotherme d’adsorption de la GFP.

Comme nous pouvons le remarquer sur la Figure 78, la quantité de GFP adsorbée par les hybrides
v-Fe2Os@PEP-GFP aprées saturation de leur surface par 'OVA n’est pas significativement différente de
celle adsorbée lorsque les objets hybrides sont « nus ». La GFP peut donc bien s’adsorber sur le
polymére, et ce au sein des empreintes, méme en présence de protéines compétitrices.
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Figure 78 : Adsorption de GFP sur des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP avant ou apres saturation de leur surface
par une protéine compétitrice, I'ovalbumine.
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3. Devenirin vitro de la GFP adsorbée

Aprés avoir étudié I'adsorption de protéines par les hybrides y-Fe,0;@PEP, notre attention s’est
portée sur le devenir des protéines adsorbées, en termes de désorption et de dénaturation possible,
notamment grace aux propriétés d’hyperthermie magnétique des nanoparticules de maghémite.

3.1. Désorption

Nous venons donc de voir que nous avons synthétisé avec succes des nano-objets hybrides y-
Fe,0s@PEP-GFP, ceux-ci étant capables d’adsorber sélectivement cette protéine cible. Une fois la
protéine adsorbée, nous souhaitons que celle-ci reste piégée le plus longtemps possible au sein du
polymére.
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Il nous faut donc nous intéresser a la désorption des protéines, et ce dans différentes conditions.
Nous avons ainsi étudié la désorption passive de la GFP, et également caractérisé la désorption induite
par chauffage, au bain-marie ou résultant de I'application d’un champ magnétique alternatif. Les
expériences sont menées en duplicata et pour chaque jeu de conditions expérimentales, le résultat
présenté est la moyenne des deux mesures.

3.1.1.Désorption passive

Dans un premier temps, nous nous intéressons a la désorption passive. L'évolution de celle-ci au
cours du temps est présentée sur la Figure 79. Il faut dans un premier temps remarquer que les
résultats sont tres bruités, mais les valeurs des quantités de GFP désorbée au cours du temps par les
polyméres magnétiques a empreintes de GFP et non imprimés ne varient pas de maniére significative,
chaque point étant couvert par la barre d’erreur des autres. Ensuite, la quantité de GFP désorbée par
les hybrides y-Fe,Os@PEP est d’environ 1,4 mg/g (Figure 79). Cette quantité reste bien inférieure a la
guantité maximale désorbable, qui est de 57,5 mg/g car cela représente 2,5% de la quantité maximale.
La faible valeur de la quantité de protéine désorbée laisse a penser que la GFP se libérant de maniéere
passive interagissait avec le polymére uniquement de facon non-spécifique, et ne se trouvait pas au
sein des empreintes. La quantité de GFP désorbée des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PNI au cours du
temps, de I'ordre de 4,6 mg/g soit prés de 20% de la quantité maximale adsorbée (Figure 79) confirme
le fait que des protéines en interaction non-spécifique avec le polymére sont plus susceptibles de se
détacher en I'absence d’un stimulus extérieur, bien qu’une désorption totale n’ait pas lieu.

®y-Fe,0;@PEP
16 1 ey-Fe,0;@PNI
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Figure 79 : Quantité de GFP désorbée au cours du temps. Quantités maximales désorbables : 57,5 mg/g pour ’hybride
magnétique PEP et 24,9 mg/g pour ’hybride magnétique PNI.

En conclusion, I'adsorption de la protéine est irréversible en I’absence de stimuli extérieurs.

3.1.2.Désorption par chauffage au bain-marie

Dans un second temps, nous nous intéressons a la désorption par chauffage employant un bain-
marie. L'évolution de celle-ci en fonction de la température de chauffage est présentée sur la Figure
80.
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Figure 80 : Evolution de la quantité de GFP désorbée par les nano-objets hybrides, 5 min apreés le chauffage. Quantités
maximales désorbables : 57,5 mg/g pour I’hybride magnétique PEP et 24,9 mg/g pour I’hybride magnétique PNI.

La quantité de GFP désorbée a partir des objets y-Fe,0Os@PEP ne varie que trés peu en fonction de
la température appliquée (Figure 80). Elle oscille autour de 1,4 mg/g, bien loin des 57,5 mg/g adsorbés,
mais identique a la valeur obtenue lors de la précédente étude de désorption passive. Ainsi, chauffer
les nano-objets y-Fe,Os@PEP au bain-marie ne semble pas induire de désorption de la protéine
présente dans les empreintes. Comme précédemment, la quantité de protéine désorbée par les PNI
magnétiques est supérieure a celle désorbée par les PEP magnétiques, et fluctue beaucoup plus.

Les échantillons ont ensuite été placés sous agitation orbitalaire durant 2h a température ambiante,
qui est le temps nécessaire a I'établissement d’un équilibre entre le polymére et le milieu environnant.
Puis de nouvelles analyses ont été menées afin de déterminer la nouvelle quantité de protéines
présentes dans le surnageant. Les résultats obtenus ne différant pas de maniére significative de ceux-
ci, nous pouvons bien conclure sur le fait que le chauffage au bain-marie des échantillons ne permet
pas une désorption importante des protéines qu’ils ont au préalable adsorbées.

3.1.3.Désorption sous champ magnétique alternatif

Dans un troisieme temps, nous nous intéressons a la désorption par application d’'un champ
magnétique alternatif. L’évolution de la concentration en GFP en fonction de l'intensité du champ
magnétique alternatif appliqué est présentée sur la Figure 81.

_ #y-Fe,0,@PEP
*y-Fe,0;@PNI

[ary
=

chndesarbee{mgfg]

-l
e
o o

O MW s~ 00 W
L
———
—

0 5 10 15
Champ magnétique (mT)
Figure 81 : Evolution de la quantité de GFP désorbée par les nano-objets hybrides en fonction de I'intensité du champ
magnétique alternatif appliqué (335 kHz, 3 pulses de 5 min séparés par 1 min), 5 min apreés I’arrét de celui-ci. Quantités
maximales désorbables : 57,5 mg/g pour I’hybride PEP magnétique et 24,9 mg/g pour I’hybride PNI magnétique.

Sur la Figure 81, les données expérimentales pour un champ magnétique nul sont celles obtenues
pour la désorption passive (valeurs moyennes). On peut a nouveau voir que si les valeurs des quantités
de protéines désorbées fluctuent beaucoup en fonction de I'intensité du champ magnétique appliqué,
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elles restent trés faibles par rapport aux quantités de protéines adsorbées. Cette méthode de
chauffage n’induit pas non plus de désorption des protéines.

A nouveau, les suspensions ont été placées sous agitation orbitalaire durant deux heures avant
d’effectuer de nouveau les analyses des surnageants. Comme lors du chauffage au bain-marie, les
résultats obtenus ne different pas de maniere significative de ceux présentés ici. Nous pouvons donc
a nouveau conclure que le chauffage des échantillons, cette fois par hyperthermie magnétique, ne
permet pas une désorption importante des protéines qu’ils ont au préalable adsorbées.

Ainsi, I'application d’'un champ magnétique alternatif ne permet pas de déstabiliser suffisamment
les interactions faibles de type hydrogene existant entre la matrice polymére et les protéines
adsorbées au sein des sites de reconnaissance spécifique, contrairement a ce qui peut se faire pour
des molécules plus petites, comme la doxorubicine?. La grande différence de taille entre la GFP et |a
doxorubicine, ainsi que le nombre beaucoup plus important de liaisons hydrogénes formées par cette
premiere peut étre a I'origine de cette différence de comportement. Il est donc nécessaire de passer
par une extraction avec un stimulus chimique tel qu’un solvant comme employé au chapitre 2 pour
libérer les empreintes. Ce résultat est important pour les applications envisagées en nanomédecine :
une fois la protéine ciblée adsorbée au sein d’une empreinte, le nano-objet hybride restera a la surface
de la cellule.

3.2. Dénaturation

Comme nous venons de le voir, les polymeres magnétiques sont capables d’adsorber de la GFP au
sein de leurs empreintes. Celle-ci ne peut se désorber en I'absence de stimulus chimique, comme I'ont
prouvé les études précédentes.

Le chauffage peut cependant induire une dénaturation des protéines adsorbées par rupture de
ponts disulfure, ou de liaisons hydrogenes. Cette dénaturation, partielle ou totale, s’Taccompagne
d’une diminution voire d’une disparition du signal de fluorescence de la GFPY%"174, Ainsi, mesurer
I'intensité du pic principal de fluorescence de la GFP adsorbée par les nano-objets hybrides y-
Fe,Os@PEP avant et aprés chauffage est un bon moyen de suivre cette dénaturation de facon
qualitative.

3.2.1.Chauffage par hyperthermie magnétique

La GFP adsorbée par les nano-objets hybrides est dénaturée de fagon relativement importante au
bout de seulement 15 minutes de chauffage, comme on peut le voir Figure 82a, bien qu’aucune
élévation macroscopique de la température de la solution n’ait été enregistrée. En effet, quelle que
soit I'intensité du champ appliqué, la perte de fluorescence est au minimum de 48%. La GFP seule en
solution est également sensible au champ magnétique appliqué, bien que sa dénaturation soit plus
faible en absence de particules magnétiques. Ainsi, la plus forte perte de fluorescence des protéines
présentes au sein des nano-objets y-Fe,0s@PEP, et donc la dénaturation plus importante, est bien due
a 'augmentation de température induite par hyperthermie magnétique. Nous travaillerons par la suite
avec des champs magnétiques inférieurs a 3,5 mT afin de s’affranchir au maximum de I'effet de celui-
ci sur les protéines, et supposer que la perte de fluorescence obtenue est uniquement due a une
augmentation locale de température induite par I’hyperthermie magnétique de la maghémite.
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Figure 82 : Variations de fluorescence de la GFP induites par des champs magnétiques alternatifs a 335,1 kHz: (a)
d’intensités différentes appliqué durant 15 min ou (b) durant différentes durées (3,35 mT).

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de la durée d’application de I’AMF sur la
dénaturation de la GFP. Celle-ci variait entre 5 et 45 min, par impulsions de 5 minutes séparées d’une
minute (donc pour 45 minutes de chauffage : 9 cycles de 5 minutes). La Figure 82b indique que varier
la durée d’application de I’AMF n’a pas de grande influence sur la diminution du signal de fluorescence.

En effet, chauffer plus de 15 minutes les échantillons n‘augmente pas la perte de signal de
fluorescence, et on peut observer I'apparition d’un plateau. Toutes les protéines adsorbées ne sont
pas dénaturées. C'est peut-étre dii au fait que le chauffage provient du coeur magnétique des objets
hybrides. Les particules magnétiques permettent de chauffer le polymeére a leur proximité, entrainant
une dénaturation des protéines proches, tandis que les protéines plus éloignées sont isolées de la
source de chaleur, et peuvent conserver leur fluorescence. Cette hypothese est soutenue par le fait
gue le chauffage par hyperthermie est trés localisé a I'environnement immédiat des nanoparticules
magnétiques, et donc peu susceptible de concerner les protéines éloignées de celles-ci**.

3.2.2.Comparaison avec le chauffage au bain-marie

Afin de se faire une idée de la température induite a la surface des nanoparticules de maghémite
lors de I'application d’'un champ magnétique alternatif, nous nous sommes intéressés au devenir de la
GFP piégée au sein des nano-objets y-Fe,0s@PEP chauffés au bain-marie. Des particules saturées en
GFP sont placées durant différents temps dans un bain-marie a différentes températures, avant de
mesurer l'intensité de fluorescence résiduelle. La quantité de protéine dénaturée par chauffage
augmente plus fortement au cours des deux premiéeres heures qu’au cours des quatre suivantes, car
la diminution de l'intensité de la fluorescence y est plus rapide (Figure 83). Pour chacune des
températures testées, nous semblons atteindre un plateau aprées 2h de chauffage, plateau également
observé lors de I’étude précédente, aprés 15 min seulement (chauffage par hyperthermie magnétique,
Figure 82).
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On retrouve la trace d’un tel plateau dans la littérature, dans des études de dénaturation de la GFP
par chauffagel’>174, Ce plateau est atteint plus rapidement lors des études menées sur la GFP seule en
solution que ce que I'on peut observer ici Figure 83 pour la GFP adsorbée au sein du polymeére (5 min
contre 15 min ou 100 min). Le polymeére imprimé étant épais et les empreintes se trouvant a l'intérieur
de celui-ci, il se peut qu’il agisse comme un isolant léger vis-a-vis du milieu extérieur ou des
nanoparticules de maghémite, empéchant ou du moins ralentissant la diffusion de la chaleur, ce qui
explique I'établissement plus tardif du plateau.

Une étude plus précise des pertes de fluorescence aprés 1 h de chauffage est en accord avec ce qui
a pu étre observé dans la littérature, pour de la GFP seule en solution et non pas au sein d’un polymere
imprimé. En effet, le groupe d’Ashraf a démontré que chauffer de la GFP a 70°C entrainait une perte
de fluorescence de 45% a pH = 8,5 et de 50 % a pH = 7,57, La perte observée ici de presque 40% a pH
= 8 est donc en accord avec ce qui se trouve dans la littérature. L'écart observé peut étre di a un léger
effet isolant du polymeére imprimé : la température au sein de celui-ci n’est pas exactement de 70°C
comme dans la solution surnageante, ou alors a 'emploi de solvants différents, ici I'HEPES contre le
tampon Tris dans les travaux du groupe d’Ashraf, qui peuvent influencer le dépliement des protéines.

Enfin, si nous comparons les résultats obtenus en chauffant par hyperthermie magnétique a ceux
obtenus en chauffant au bain-marie, nous pouvons remarquer qu’appliqguer un champ magnétique
alternatif a 335,1 kHz et 3,35 mT durant 15 min correspond a un chauffage au bain-marie de 80°C
durant 1h. Nous pouvons donc atteindre des hautes températures a proximité des nanoparticules de
maghémite sans induire d’échauffement macroscopique de la solution.

3.2.3.Combinaison des deux méthodes de chauffage

Afin de voir s'il était possible d’induire une perte de fluorescence totale de la GFP par chauffage,
nous avons effectué un double chauffage pour certains nano-objets hybrides saturés en protéine.
C'est-a-dire qu’ils étaient chauffés a la fois au bain-marie (80°C, 1h) et par application d’'un champ
magnétique alternatif (3,35 mT, 335,1 kHz, 15 min).

Méthode de chauffage % lauo restante
Bain-marie seul 50,3%
Hyperthermie seule 47,9%
Bain-marie puis hyperthermie magnétique 11,9%
Hyperthermie magnétique puis bain-marie 13,6%

Tableau 9 : Variation de fluorescence de la GFP en fonction de la méthode de chauffage appliquée.
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Comme on peut le voir dans le Tableau 9, combiner les deux méthodes de chauffage permet une
plus grande diminution de l'intensité de fluorescence résiduelle. Cependant, combiner les deux
méthodes ne semble pas engendrer un effet égal a la somme des effets obtenus pour chacune des
deux méthodes de chauffage appliquées séparément. On s’attendait a voir une disparition totale du
signal de fluorescence, or ce n’est pas le cas. Quelle que soit la maniere de chauffer les échantillons,
au moins une partie des protéines adsorbées est confinée au sein des empreintes, ce qui peut limiter
leur perte de structure tridimensionnelle, et donc la diminution de fluorescence observée.

4. Ciblage cellulaire de la protéine fluorescente verte (GFP)

Aprées avoir étudié les propriétés d’adsorption des nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-GFP in vitro,
nous nous sommes intéressés a sa capacité d’adsorber la protéine cible en milieu biologique. Deux
types d’adsorption sont possibles : adsorption d’une GFP intracellulaire ou adsorption d’'une GFP liée
a la membrane extérieure de cellules. Nous nous sommes concentrés dans un premier temps sur
I’étude de I'adsorption d’une GFP liée a la membrane extérieure de cellules. Celles-ci sont modifiées
afin d’exprimer une protéine transmembranaire couplée a de la GFP.

Afin de mener a bien ces études de ciblage en milieu biologique, les nano-objets hybrides employés
sont les objets y-Fe,Os@PEP-GFP fluorescents déterminés comme étant les plus performants au
chapitre 2, partie 3. Leur capacité d’adsorption déterminée in vitro est de 58 mg/g, soit une valeur trés
proche de celle obtenue pour les polymeéres non fluorescents. L’ajout de rhodamine ne perturbe donc
pas |I'adsorption de la GFP par le polymére imprimé.

Les études présentées dans la suite de cette partie ont été réalisées en collaboration avec Elie Balloul
et Cornelia Monzel, de I'’équipe physico-chimie Curie de I'Institut Curie, qui ont cultivé et transfecté les
cellules, et ont effectué les observations au microscope. Elie Balloul a également préparé les plagues
avec de la GFP immobilisée a leur surface.

4.1. Adsorption de protéines immobilisées en milieu de culture cellulaire

La premiere étape avant d’accéder aux tests cellulaires était de vérifier que les particules hybrides
sont capables d’adsorber de la GFP immobilisée, comme celle qui sera plus tard sur la membrane
externe de cellules. En effet, le protocole employé étant celui d’'une synthese de type bulk, les
empreintes de protéines sont en partie au sein du polymeére et inaccessibles a des protéines présentes
en surface de cellules. Il était également nécessaire de vérifier la stabilité des nano-objets hybrides au
sein du milieu de culture cellulaire.

C’est pourquoi nous avons dans un premier temps tenté d’adsorber les nano-objets y-Fe,O;@PEP-
GFP dispersés dans du milieu de culture cellulaire (DMEM supplé en FBS) sur de la GFP immobilisées
sur une surface de verre. Dispersées dans le milieu de culture, aucune agrégation des nanoparticules
n’est visible a I'ceil nu, ce qui semble indiquer une stabilité de celles-ci au sein de ce milieu. Cette
stabilité a par la suite été validée par mesure du rayon hydrodynamique des nano-objets y-Fe,Os@PEP-
GFP. En effet, il est de 170 £ 73 nm dans 'HEPES 200 mM a pH = 8, puis de 182 + 90 nm 24 h apres
dilution dans le sérum de culture cellulaire. La légére augmentation de taille observée peut étre due a
la formation d’une couronne protéique autour des particules.
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La Figure 84 présente les principaux résultats obtenus apres 1h d’incubation des nano-objets y-
Fe,0s@PEP-GFP sur des plaques recouvertes de PLL-PEG, un copolymeére poly-lysine et polyéthyléne
glycol afin de limiter I'adsorption non spécifique des particules. Les plaques contrdles sont employées
telles qu’elles, tandis que les plaques de ciblage présentent également de la GFP a leur surface. Aucun
lavage n’a été effectué entre I'incubation des nano-objets hybrides et I'observation au microscope
optique.

Sil'on s’intéresse dans un premier temps aux clichés obtenus pour le puits de controle on peut tout
d’abord remarquer I'absence de signal dans le canal de la GFP. Il n’y a effectivement pas de protéine
présente. Le fait de ne pas avoir lavé les puits avant observation de ceux-ci induit la présence de
nombreux objets hybrides en suspension, et donc un signal de fluorescence de fond d(i a la Rhodamine
important. Cela confirme la présence des particules en suspension. L’absence visible de gros agrégats
confirme bien leur stabilité dans le milieu de culture cellulaire.

Filtre a rhodamine
Filtre a GFP (protéines) I !

(particules)
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contenant
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Figure 84 : Clichés de microscopie optique de GFP immobilisée sur une plaque de verre, apreés incubation avec des nano-
objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP.

Sil'on s’intéresse maintenant aux clichés obtenus pour le puits contenant la GFP immobilisée (Figure
84, derniere ligne), on peut d’abord observer que la protéine s’est bien adsorbée sur les zones de verre
non protégées par le PLL-PEG. Il faut également noter la présence d’une fluorescence diffuse
recouvrant la totalité du puits. Une partie de la GFP incubée sur la plaque de verre a pu se retrouver
piégée au sein des chaines polymére du PLL-PEG, et ne pas étre éliminée lors des lavages avant ajout
des nano-objets hybrides y-Fe,O3;@PEP-GFP. Les clichés obtenus dans le canal de la Rhodamine
présentent également cette fluorescence diffuse, due a I'absence de lavages des puits avant
observation. On voit également de facon trés nette les zones rondes du verre sur lesquelles la GFP est
immobilisée, bien plus qu’en absence de GFP. Ainsi, 'accumulation des nano-objets hybrides au sein
des zones non protégées par le PLL-PEG est favorisée par la présence de la GFP.

Les nano-objets hybrides y-Fe,O3;@PEP-GFP sont donc bien capables d’adsorber la GFP, méme
lorsque celle-ci est immobilisée sur une surface de verre. Nous allons donc maintenant nous intéresser
au ciblage de cette protéine immobilisée cette fois a la surface de cellules, car surexprimée par celles-
ci sur leur membrane plasmique extracellulaire.
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4.2. Les objets biologiques employés

4.2.1.Le plasmide TMD-pHluorin

Le TMD, ou domaine transmembranaire, est une protéine couplée a la pHluorin, qui permet
I’expression de celle-ci a la surface externe de la membrane cellulaire. La pHluorin est une forme
mutante de la GFP¥>17, Les séquences d’acides aminées ne différent que par 6 3 9 d’entre eux, en
fonction de la protéine mutante considérée. Ici, la différence était de 8 acides aminés, soit 3,3 % de
variation, permettant une plus grande sensibilité de la protéine aux variations de pH. Ces mutations
interviennent sur des acides aminés se trouvant au cceur de la protéine aprées repliement de celle-ci,
sans modifier sa structure tridimensionnelle. GFP et pHIuorin sont donc parfaitement équivalentes en
termes de taille, forme et points d’interactions. La pHIuorin pourra étre reconnue par les empreintes
du PEP magnétique comme étant de la GFP. Par abus de langage, la pHluorin sera nommée GFP par la
suite.

4.2.2.Les cellules COS-7

Les COS (abréviation de «CV-1 in Origin with SV40 genes») sont des lignées cellulaires de type
fibroblaste dérivées du tissu rénal du singe. En effet, la lignée cellulaire CV-1, originellement présente
au sein des reins du singe vert africain, a été rendue immortelle a I'aide du virus SV40 (Sarcoma Virus
40) qui présente un défaut de réplication génomiquel’’1’8, Deux formes de lignées cellulaires COS
couramment utilisées sont COS-1 et COS-7, notamment car elles peuvent étre facilement modifiées
pour produire des protéines recombinantes!”.

Les cellules COS employées ici sont des cellules de type COS-7, car elles peuvent croitre en adhérant
sur des plaques de verre, ce qui est trés utile lors des observations en microscopie optique. Il est de
plus aisé de les modifier a I'aide d’'un plasmide TMD-pHluorin. La culture cellulaire et la transfection

ont été réalisées par Cornelia Monzel de I'équipe physico-chimie Curie de I'Institut Curie.

4.2.3.Les cellules Hela

Les cellules Hela sont une lignée cellulaire cancéreuse immortelle. Prélevées en 1951 chez une
patiente, Henrietta Lacks, par George Gey, ces cellules constituent la premiere lignée cellulaire
immortelle d’origine humaine!®%!8 Cultivées dans les bonnes conditions, elles peuvent se reproduire
indéfiniment : I’absence d’un systéme de régulation empéche leur sénescence®>!83, Treés fortement
employée en biologie cellulaire et en recherche médicale, les cellules HelLa ont par exemple permis le
développement d’un vaccin contre la poliomyélite®*, et sont utilisées pour de nouveaux traitements
anti-cancéreux ou pour essayer de comprendre la résistance de certaines tumeurs aux rayons et a la
chimiothérapie®,

Nous avons choisi d’employer des cellules Hela car elles sont faciles a se procurer, et car Elie Balloul,
de I’équipe physico-chimie Curie de I'Institut Curie, qui nous a aidé pour I'établissement des tests de
ciblage cellulaire, travaillait dessus et en cultivait en permanence.
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4.3. Ciblage des cellules COS-7 transfectées TMD-PHIuorin

La Figure 85 présente les principaux résultats obtenus par microscopie otique apres 1h d’incubation
des cellules en présence des nano-objets y-Fe,03;@PEP-GFP a une concentration équivalente en fer de
390 uM, et apres lavages a I'aide du milieu de culture cellulaire. Comme on peut le voir, la transfection
des cellules est un succés. En effet, lorsque I'on emploie le filtre a GFP, I'on peut voir que les cellules
sont bien fluorescentes, méme si I'intensité de celle-ci, et donc I'expression de la pHluorin, n’est pas
homogene a leur surface.

Lumiére blanche Filtre a GFP (cellules) Filtre a rhodamine (particules)

10 um 10 um ' 10 um

Figure 85 : Clichés de microscopie optique des cellules COS-7 apreés incubation avec les nano-objets hybrides, en lumiére
blanche ou filtrée afin de voir les protéines ou les particules fluorescentes.

Si I'on s’intéresse maintenant au signal de fluorescence émis par la rhodamine, et donc les nano-
objets hybrides, on peut observer quelques agrégats de particules sur la plaque de verre. Mais la
plupart des objets y-Fe,0s@PEP-GFP sont présents a la surface des cellules. Les zones de forte intensité
de fluorescence de la GFP correspondent aux zones de forte intensité de fluorescence de la rhodamine
et donc des nano-objets (Figure 85 cercles jaunes). On peut également remarquer la présence d’une
faible adsorption non-spécifique des nano-objets (Figure 85, cercle rouge).

Ainsi, les nano-objets hybrides sont susceptibles de se fixer a la surface de cellules sur-exprimant la
GFP. Afin de vérifier la sélectivité du ciblage, il faut maintenant également s’intéresser au
comportement des particules hybrides avec des cellules contrdle, non transfectées.

Ce test n’ayant pu étre fait avec Cornelia Monzel, nous avons par la suite contacté Elie Balloul pour
le faire. Ces deux étudiants ne travaillant pas sur le méme sujet de recherche, ils emploient des lignées
cellulaires différentes, ce qui explique que la suite des tests de ciblage aient été effectués avec des
cellules de type Hela, et non plus COS-7.

4.4. Ciblage des cellules Hela transfectées TMD-PHIuorin
4.4.1.Influence de la durée d’incubation des particules

Des essais ont été effectués afin de déterminer la durée d’incubation nécessaire aux nano-objets
pour cibler les cellules exprimant la GFP, sans les laisser en contact trop longtemps pour tenter de
minimiser I'adsorption non-spécifique sur les autres cellules. Deux temps d’incubation (15 min et 1h)
ont été testés avec des nano-objets hybrides a une concentration de 190 uM en fer.
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La premiere chose a observer sur la Figure 86 est le succes de la transfection du plasmide TMD-
pHIluorin dans les cellules HeLa. Nombre d’entre elles expriment la GFP a leur surface, et le taux de
succes de la transfection est d’environ 80 %, ce qui correspond a la valeur attendue avec I'agent
d’infection employé. Par abus de langage, dans la suite de cette étude, toutes les cellules ayant été au
contact de I'agent de transfection seront appelées « transfectées ». Une distinction sera ensuite
effectuée entre cellules fluorescentes (transfection effective) et cellules non fluorescentes
(transfection ratée).

Lumiere blanche Filtre a GFP Filtre a rhodamine

e

S

Cellules contréle
non transfectées
15 min

Cellules
transfectées
15 min

Cellules contréle
non transfectées
1h

Cellules
transfectées
1h

Figure 86 : Clichés de microscopie optique des cellules HelLa apreés incubation durant 15 min ou 1h avec les nano-objets
hybrides, en lumiére blanche ou filtrée afin de voir les protéines ou les particules fluorescentes. Barre d’échelle : 10 um.

Une observation rapide des clichés présentés Figure 86 indique une augmentation du signal de

fluorescence de la rhodamine avec la durée d’incubation, et ce que les cellules soient transfectées ou
non.

Aprés 15 min d’incubation des nano-objets hybrides sur les cellules, le polymeére imprimé s’adsorbe
partout, aussi bien sur les cellules contrdle (Figure 86, 1° ligne) que sur les cellules ayant été en
contact avec I'agent de transfection, fluorescentes ou non (Figure 86, 2¢™ ligne). Il y a donc de
I’adsorption non spécifique.
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Si nous nous intéressons maintenant de plus prés aux valeurs moyennes des intensités de
fluorescence des cellules observées avec le filtre a Rhodamine, on peut remarquer que les cellules
fluorescentes exprimant la variante de la GFP a leur surface adsorbent significativement plus de
particules que les cellules non fluorescentes (Figure 87a). Un ciblage effectif a donc lieu.
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Figure 87: Intensité de fluorescence des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP adsorbés sur des cellules Hela suivant
différentes conditions expérimentales (a : 15 min d’incubation et b : 1h d’incubation). NS : non significatif, * : p < 0,05, ***:
p <0,001.

Apres 1h d’incubation, les résultats obtenus sont similaires. En effet, les particules s’adsorbent bien
sur tous types de cellules, exprimant ou non la protéine fluorescente a leur surface (Figure 86, 3°™ et
4%me ligne). Il est cependant important de noter que la différence d’adsorption des nano-objets entre
cellules fluorescentes et non fluorescentes perd en significativité (Figure 87b). Ainsi, plus les particules
seront longtemps en contact avec les cellules et plus I'adsorption non-spécifique augmentera,
réduisant I'efficacité du ciblage des objets. Il est donc avantageux de limiter le temps d’incubation des
particules a 15 minutes.

Il y a bien un ciblage des particules envers les cellules sur-exprimant la GFP mais leur adsorption
non-spécifique n’est pas négligeable et nécessitera toujours la présence de cellules contréle afin de
déterminer la significativité du ciblage. De plus, il n’est pour I'instant pas certain que I'augmentation
de I'adsorption sur les cellules transfectées est due a la présence de la GFP, et non pas uniquement a
la présence de protéines du stress, produites par les cellules au cours de la transfection. Il est donc
nécessaire d’effectuer un test de compétitivité.

4.4.2.Ciblage et adsorption compétitrice

Afin de déterminer si 'augmentation de I'adsorption des particules sur les cellules transfectées est
due a la présence de la GFP ou a celle de protéines du stress, un test de compétition a été effectué.
Les cellules transfectées ont été incubées avec un « GFP-nanobody » préalablement a I’ajout des nano-
objets hybrides. Celui-ci va se fixer sur la GFP, la rendant inaccessible aux empreintes des particules.

Les nano-objets initiaux ont été incubés durant 15 min a la concentration de 190 uM avec des
cellules transfectées sans nanobody et des cellules transfectées avec nanobody. Les cellules utilisées
lors des différents tests étaient en culture depuis plus ou moins longtemps. Or nous savons que cultiver
trop longtemps un méme lot de cellules initiales peut induire des modifications du phénotype de
celles-ci, ce qui peut expliquer les différences de morphologies entre les cellules (Figure 88a et e). Les
cellules incubées avec les particules expriment bien la variante de la GFP a leur surface (Figure 88b et
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f), avec un taux de réussite pour la transfection proche de 80% comme précédemment. En absence de
GFP-nanobody, aucun signal de fluorescence n’est détecté grace au filtre correspondant (Figure 88c).
L’efficacité du ciblage a I'aide du GFP-nanobody peut se voir sur la Figure 88g. En effet, deux cellules
sont présentes dans la zone imagée (Figure 88e) mais le nanobody s’est adsorbé uniquement en
surface de la cellule exprimant la GFP (Figure 88f et g).

Par ailleurs, toutes les cellules sont visibles dans le canal d’observation de la rhodamine (Figure 88d
et h). Ainsi, les nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-GFP s’adsorbent sur toutes les cellules,
fluorescentes ou non, préalablement ciblées avec le nanobody ou non. Ce résultat est cohérent avec
ce que nous avons pu observer précédemment. En effet, il subsiste toujours une part d’adsorption
non-spécifique pour ces objets. Cependant, la cellule exprimant la GFP préalablement incubée avec le
nanobody semble avoir adsorbé a sa surface moins de particules que les cellules sans nanobody (Figure
88d et h).

Filtre pour fluorophore Filtre a rhodamine

Lumiere blanche Filtre a GFP (cellules
( ) du « GFP-nanobody » (particules)

Cellules
transfectées
sans
nanobody

Cellules
transfectées
avec
nanobody

Figure 88 : Clichés de microscopie optique des cellules HeLa aprés incubation avec les nano-objets hybrides et
éventuellement un « GFP-nanobody », en lumiére blanche (a, e) ou filtrée afin de voir les protéines (b, f), le nanobody (c,
g), et les particules fluorescentes (d, h).

Afin de confirmer cette observation, les clichés de microscopie obtenus ont été analysés grace au
logiciel Imagel), comme précédemment. Cette étude plus approfondie de l'intensité du signal de
fluorescence correspondant a la rhodamine nous permet de mettre en évidence une différence
significative entre cellules fluorescentes en absence du nanobody d’une part, et en présence de celui-
ci d’autre part (Figure 89). La présence du compétiteur d’adsorption induit une réduction de la
fluorescence en rhodamine des cellules, et donc de la quantité de nano-objets adsorbés, jusqu’a des
niveaux proches de ceux que I'on avait pour des cellules contréle non transfectées. Le signal résiduel
mesuré pour les cellules ayant été préalablement incubées avec le GFP-nanobody est donc du
uniquement a de I'adsorption non spécifique. Le ciblage a I'aide des nano-objets hybrides est bien relié
a la présence de GFP a la surface des cellules.
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Figure 89 : Intensité de fluorescence des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP adsorbés sur des cellules HelLa suivant
différentes conditions expérimentales. NS : non significatif, * : p < 0,05 et *** : p < 0,001.

Le ciblage des cellules Hela par les nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP est donc efficace, et lié
a la présence des protéines fluorescentes accessibles a la surface de celles-ci.

4.5. Dénaturation de la GFP sur-exprimée par les cellules Hela

Une fois la protéine ciblée par les nano-objets hybrides, il peut étre intéressant de la dénaturer, afin
d’assurer I'inhibition compléte de ses fonctions. Nous avons montré qu’il était possible d’employer les
propriétés magnétiques des oxydes de fer, et notamment I’hyperthermie, afin de dénaturer de la GFP
initialement libre en solution aprés adsorption de celle-ci par un hybride y-Fe,0;@PEP-GFP (partie 3.2
du présent chapitre). Nous cherchons maintenant a déterminer si la GFP adsorbée peut toujours étre
dénaturée, dans le cas ou elle est exprimée a la surface de cellules.

Apres incubation des nano-objets hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP avec des cellules transfectées TMD-
pHluorin, celles-ci ont été fixées avec du para-formaldéhyde. Une mesure du signal de fluorescence
est effectuée, puis un champ magnétique alternatif est appliqué, avant d’effectuer une seconde
mesure de fluorescence.

La Figure 90 présente les résultats obtenus lors de ce test de dénaturation de la GFP surexprimée a
la surface de cellules a I'aide des nano-objets hybrides.
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Figure 90 : Evolution de l'intensité de fluorescence des cellules transfectées TMD-pHluorin aprés application d'un champ
magnétique alternatif (332 kHz, 3,35 mT, 5 min), en fonction de la durée d'incubation des cellules avec les nano-objets
hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 90, I'intensité de fluorescence des cellules transfectées
TMD-pHIuorin ayant été préalablement incubées durant 15 ou 60 minutes avec les nano-objets
hybrides diminue de maniére significative apres application du champ magnétique alternatif. En
s’intéressant de plus pres a l'intensité du signal de fluorescence des cellules apres application du
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champ magnétique alternatif, on peut voir qu’elle est d’environ 67% de la valeur initiale. L’absence de
diminution de la fluorescence des cellules soumises a ce méme champ en absence des nano-objets
hybrides nous permet d’affirmer que c’est bien la présence des oxydes de fer magnétiques qui induit
la dénaturation de la protéine. Lors des tests de dénaturation de la GFP adsorbée par les nano-objets
hybrides effectués in vitro, I'intensité de fluorescence résiduelle était de 58% apres 5 min d’application
du champ magnétique alternatif (partie 3.2.1 de ce chapitre). Deux explications sont envisageables
pour expliquer cette différence :

e Lorsdes testsin vitro, la totalité des protéines se trouve adsorbée par le polymeére, de maniere
spécifique ou non. Alors qu’ici, il peut exister des protéines a la surface des cellules sans
contact avec les nano-objets hybrides. L’échauffement des particules de maghémite étant trés
localisé, ces protéines ne sont soumises a aucune source de chaleur, elles conservent alors
toute leur fluorescence.

e Par ailleurs, des études récentes ont montré la perte d’efficacité du chauffage par
hyperthermie magnétique lorsque les particules sont en interaction avec des cellules, et
notamment fixées a leur membrane3¥887 | es nano-objets hybrides, aprés avoir adsorbé la
GFP extracellulaire se retrouvent accrochés sur les cellules, ce qui peut influencer leur capacité
de chauffage. Et si les particules chauffent moins, la perte de fluorescence, et donc la
dénaturation est moindre.

5. Conclusion sur les performances des objets hybrides pour le ciblage et la
dénaturation

Aprés synthese des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP, nous les avons caractérisés pour
déduire qu’ils avaient un rayon hydrodynamique en général inférieur a 300 nm et étaient composés
pour environ 25 % de PEP. Nous nous sommes ensuite intéressés a leur capacité a ré-adsorber la GFP.
Des tests d’adsorption menés in vitro ont montré que bien que la capacité d’adsorption et la spécificité
soient plus faibles que ce que I'on avait obtenu pour les polymeres a empreintes de BSA, ces résultats
restent tres positifs, et le facteur d’impression de 2,3 est cohérent avec ce qui se fait dans la littérature
pour d’autres protéines. Par ailleurs, la sélectivité de I'adsorption est importante et nous a permis de
déterminer que la taille des protéines compétitrices a moins d’influence que leur charge de surface et
également que I'adsorption de celles-ci est intrinseque au polymeére, non aux empreintes.

Nous nous sommes ensuite intéressés au devenir des protéines capturées par le PEP magnétique.
Une fois adsorbées, celles-ci ne se désorbent pas au cours du temps, et méme le chauffage ne permet
pas de rompre les interactions afin de les libérer. L'adsorption de la GFP par les nano-objets y-
Fe,0;@PEP-GFP est donc une chimisorption, et il est nécessaire d’employer un stimulus chimique afin
de désorber les protéines. Il est cependant possible de les dénaturer, par chauffage au bain-marie ou
par application d’'un champ magnétique alternatif. Ce résultat ouvre des portes en termes
d’applications biomédicales, afin par exemple de ralentir ou prévenir une cascade de transduction par
dénaturation d’un chainon de celle-ci, piégé par ces nouveaux nano-objets.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux performances des objets y-Fe,O3s@PEP-GFP en termes
d’adsorption protéique en milieu biologique. Ces objets sont stables dans le milieu de culture cellulaire.
Ils sont capables d’adsorber de la GFP immobilisée a la surface d’une plaque de verre et de cibler les
protéines présentes sur la membrane externe de cellules de type HelLa ou COS-7, sans induire de stress
cellulaire visible. L’application d’'un champ magnétique alternatif a des cellules de type Hela
transfectées pour exprimer la GFP, aprés ciblage par des objets y-Fe,0;@PEP-GFP, permet de diminuer
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leur intensité de fluorescence. On est donc capable de dénaturer les protéines surexprimées sur une
membrane plasmique extracellulaire une fois qu’elles sont adsorbées au sein des empreintes.

Cette étude de dénaturation de la GFP par application d’'un champ magnétique alternatif est
cependant trés superficielle : nous avons testé une seule durée d’application du champ, sur des cellules
préalablement fixées au para-formaldéhyde. Il aurait été intéressant de poursuivre les tests, en
augmentant par exemple la durée d’application du champ magnétique alternatif, ou en les effectuant
sur des cellules non fixées. Dans ce cas, il serait utile de pouvoir imager les cellules avant et apres
application du champ magnétique alternatif, afin de déterminer s’il induit des dommages visibles, voire
la lyse des cellules. Il serait également intéressant de déterminer la toxicité des nano-objets y-
Fe,O3@PEP-GFP ici employés.

Par ailleurs, aucun travail d’optimisation n’a eu lieu lors de la synthése des nanoparticules de
maghémite afin d’améliorer leur propriété d’hyperthermie magnétique. Il serait alors intéressant de
travailler sur les particules d’oxyde de fer, notamment sur leur taille et leur morphologie, pour
augmenter le pouvoir chauffant des nano-objets hybrides et améliorer la dénaturation des protéines
adsorbées.

Enfin, afin d’augmenter la biocompatibilité des nano-objets et réduire I'adsorption non-spécifique
a leur surface, les particules sont bien souvent fonctionnalisées a I'aide de longues chaines polyméres,
par exemple le poly-éthyléne-glycol*®!8 (ou PEG). Pour ne pas compliquer d’avantage le systéme
considéré, nous avons choisi de ne pas employer de chaines de PEG mais plutét des chaines de
polyacrylamide. Celles-ci ont permis de fortement diminuer I’adsorption non-spécifique de protéines,
mais ont conduit a une impossibilité d’accéder aux empreintes. Il est donc nécessaire de retravailler la
chimie du polymére afin de réduire I'adsorption non spécifique sans bloquer les sites de
reconnaissance spécifique.

Les idées a retenir de ce chapitre sont les suivantes :
e e protocole de synthése ici mis en ceuvre permet I'obtention de nano-objets hybrides y-
Fe,0;@PEP-GFP
o |l est possible d’utiliser ceux-ci a la fois pour cibler des cellules sur-exprimant cette protéine
afin de la dénaturer.
e Les études menées in vitro ont mis en évidence une absence de désorption de la GFP apres
application du champ magnétique alternatif.
Les nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP resteront donc trés probablement a la surface des
cellules ciblées apres application du champ magnétique, et seront alors a terme internalisées par les
cellules. Il est donc important d’avoir une idée de leur toxicité et de leur dégradation.

6. Matériels et méthodes

6.1. Réactifs chimiques

Les nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP et y-Fe,0s@PNI employés ont été obtenus a 'aide du
protocole de synthése développé au chapitre 2. Leurs caractérisations principales se retrouvent en
annexe 1 page 213. Les autres réactifs employés provenaient des fournisseurs suivants :
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Lysozyme, OVA, HEPES (Acide N-(2-hydroxyethyl)-pipérazine-N'-(2-ethanesulfonique)), milieu de
culture DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium with nutriment mixture F12), FBS, mélange
d’antibiotiques Pénicilline-Streptomycine, PBS, paraformaldéhyre : Sigma.

GFP : produite par I'Institut Curie ; méthanol : VWR ; acide acétique : Carlo Erba ; milieu de culture
Opti-MEM : Gibco, Viafect : Promega, plasmide TMD-Phluorin : Aaddgene, cellules Hela et COS-7 :
ATCC, GFP-nanobody couplé a la cyanine : Chromotek, PLL-PEG : Alamnda Polymers.

6.2. Appareils de mesure

Les appareils employés pour caractériser les nano-objets hybrides sont présentés plus en détails au
chapitre 2, page 66.

La concentration de protéines en solution a été déterminée par enregistrement de spectres
d’absorption UV-Visible a I'aide d’un spectrometre UVIKON XL, vendu par SECOMAM. Les spectres
étaient enregistrés pour des solutions présentes au sein de cuves en quartz. lls étaient analysés a |'aide
de courbes d’étalonnage réalisées a partir de solutions de protéines de concentration connues avec
précision.

La concentration en GFP en solution pouvait également étre déterminée par enregistrement de
spectres de fluorescence a I'aide d’un appareil Cary Eclipse commercialisé par Agilent. Celui-ci a
également été employé pour déterminer la perte de fluorescence de la GFP apres chauffage.

La mesure de I'échauffement de suspensions de nano-objets hybrides ainsi que I'étude de la
possible dénaturation de protéine par hyperthermie magnétique ont été réalisées a I'aide d’un
MagneTherm, commercialisé par Nanotherics, équipé d’une fibre optique. L’échantillon se trouvait a
température ambiante avant application d’un champ magnétique alternatif (335,1 kHz ; 0 - 15 mT). La
capacité calorifique d’une suspension de nano-objets hybrides a la concentration massique de 16,5
mg/g a été prise égale a 4,17 J/g/K (équation au chapitre 1 page 18).

L’efficacité du ciblage cellulaire a été observée a I'aide d’un microscope de fluorescence Olympus
IX71 présent a I'Institut Curie. Celui-ci est équipé d’'une lampe d’halogénure métallique et de deux
filtres principaux. Le premier a une bande passante d’excitation de 470 + 25 nm, une bande passante
d’émission de 525 £ 25 nm et un filtre dichroique servant de séparateur de faisceau a 500 nm afin
d’observer la fluorescence due a la GFP. Le second a une bande passante d’excitation de 560 + 25 nm,
une bande passante d’émission de 630 £ 40 nm et un filtre dichroique servant de séparateur de
faisceau a 580 nm afin d’observer la fluorescence due a la Rhodamine.

6.3. Détermination de la concentration en protéines

Concernant I'étalonnage pour remonter a la concentration a partir de la spectroscopie, la
température au sein du laboratoire a fortement varié lors des études. Or la fluorescence de la protéine
et donc l'intensité de sa bande d’absorption a 488 nm varie avec la température. Afin de s’affranchir
de ce probleme, des solutions étalons ont été préparées suivant le méme protocole et soumises aux
mémes conditions expérimentales que les solutions contenant les nano-objets y-Fe,0;@PEP-GFP lors
de chaque étude. Apreés agitation en présence ou en I'absence de particules de polymere magnétique
a empreintes, les solutions ont été comparées deux a deux (par spectrométrie UV-Visible ou
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spectroscopie de fluorescence) afin de déterminer la quantité de protéine adsorbée par les nano-
objets.

6.4. Etudes de I'adsorption in vitro

6.4.1.Isothermes

Dans des flacons en plastique d’une contenance de 4,5 mL on introduit une masse connue avec
précision de nanoparticules hybrides y-Fe,0;@PEP-GFP. Cette masse est proche de 5 mg. On ajoute
ensuite 2 mL d’une solution de GFP dans I'HEPES a des concentrations variées. Celles-ci sont comprises
entre 0 mg/mL et 0,8 mg/mL. Les flacons sont placés sur un agitateur orbitalaire a 480 rpm durant 24h
puis positionnés sur un aimant afin d’effectuer une décantation magnétique. Les surnageants sont
récupérés et analysés par spectrométrie d’adsorption UV-Visible a 488 nm. Cela permet de déterminer
la quantité de protéine encore présente en solution, et de la déduire la quantité de GFP adsorbée a la
surface des hybrides y-Fe,0; @PEP-GFP.

6.4.2.Visualisation de I'adsorption

Les objets hybrides étant trop petits pour étre imagés directement, nous avons commencé par
déstabiliser 10 mL de suspension soit 20 mg de particules en la centrifugeant 10 min a 5000 rpm,
conduisant a une agrégation des nano-objets. Puis 8 mg de GFP ont été ajoutés, soit suffisamment
pour saturer les particules, et le mélange a été placé sous agitation orbitalaire a 250 rpm durant 4h.
Ensuite nous avons observé les particules a I'aide d’'un microscope optique de fluorescence, équipé de
deux filtres. Le premier a une bande passante d’excitation de 546 + 12 nm, un séparateur de faisceau
a 580 nm, et il laisse passer les signaux émis au-dessus de 590 nm. Il permet de visualiser le signal di
a la Rhodamine. Le second a une bande passante d’excitation de 470 + 20 nm, un séparateur de
faisceau a 510 nm, et une bande passante d’émission de 540 + 25 nm. Il permet de visualiser le signal
d a la GFP. Les observations effectuées au microscope étaient collectées par une caméra Manta,
commercialisée par Allied Vision, permettant I'enregistrement de clichés avec un temps d’exposition
de 60 ms et un gain de 33.

6.4.3.Cinétique

Les études ont été réalisées sur 5 mg de particules hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP dispersées dans 3 mL
d’une solution de protéine a 0,15 mg/mL. Le protocole expérimental mis en ceuvre s’inspire de celui
employé lors de la réalisation des isothermes d’adsorption. Brievement, I'étude se déroule ainsi. Dans
des flacons en plastique de 3,5 mL on introduit une masse connue proche de 5 mg de nanoparticules
hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP. On ajoute ensuite 3 mL d’une solution de GFP dans I'HEPES a la
concentration 0,15 mg/mL. Les flacons sont placés sur un agitateur orbitalaire a 480 rpm durant le
temps désiré, entre 5 min et 5 h. Puis les flacons sont placés durant 2 min sur un aimant afin d’effectuer
une décantation magnétique. Les surnageants sont récupérés et analysés par spectrométrie
d’adsorption UV-Visible comme précédemment.
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Une autre étude cinétique en conditions bien plus diluées a été effectuée en employant uniquement
50 pg de particules hybrides dans 1 mL de solution de GFP dans I'HEPES a 42 pg/mL. Cette
concentration en protéine étant trop faible pour obtenir un signal ne se confondant pas avec le bruit
de notre appareil de mesure, il n’était pas possible d’analyser les surnageants par spectroscopie
d’adsorption UV-Visible. C'est pourquoi, aprés décantation magnétique, 500 uL du surnageant étaient
dilués dans 2,5 mL d’"HEPES (pour ne pas saturer I'appareil de mesures), puis analysés a 'aide d’un
spectrofluorimetre (enregistrement de I'intensité émise a 509 nm apres excitation sur la gamme de
480 - 500 nm).

6.4.4.Sélectivité

Dans un premier temps, nous avons réalisé des isothermes d’adsorption sur les objets hybrides y-
Fe,0O3;@PEP-GFP suivant le protocole décrit précédemment en employant au choix de I'ovalbumine ou
du lysozyme comme protéine compétitrice a la place de la GFP. Lors des tests de sélectivité, il y avait
une seule protéine présente en solution. Lors des tests de compétitivité, on ajoutait une deuxieme
protéine a une solution initiale de GFP, les deux protéines étant présentes a la méme concentration
massique initiale.

Dans ce dernier cas, lors de I'analyse des surnageants par spectroscopie UV-Visible, la GFP et la
protéine compétitrice participaient toutes deux au pic autour de 280 nm. Nous avons commencé par
déterminer la quantité de GFP restant en solution a partir de la zone du spectre correspondant aux
pics de fluorescence. A partir de 13, il était possible de déduire la contribution de la GFP au pic commun,
et donc de connaitre ensuite la quantité de protéine compétitrice restant dans le milieu.

Un autre test de sélectivité a été effectué, avec cette fois des particules hybrides PEP et PNI
magnétiques. 5mg de particules hybrides ont été placées dans 3 mL d’une solution de protéine
contenant soit de I'ovalbumine soit du lysozyme a 0,5 mg/mL. Aprés 2h d’agitation orbitalaire a
température ambiante, les suspensions ont subi une décantation magnétique et les surnageants ont
été analysés, afin de déterminer la quantité de protéine adsorbée dans chaque cas de figure (différents
objets et différentes protéines).

Le dernier test de sélectivité mené permettait de déterminer si la GFP pouvait s’adsorber au sein
des empreintes méme apres adsorption non-spécifique d’autres protéines en surface des objets
hybrides. Pour ce faire, nous avons d’abord saturé la surface de nano-objets y-Fe,Os;@PEP-GFP par de
I’'ovalbumine. Ils ont été placés dans une solution d’ovalbumine a la concentration C;= 20 umol/L, et
ce durant 72h. Puis le surnageant a été éliminé par décantation magnétique et la quantité
d’ovalbumine adsorbée a été déduite par une mesure spectrométrique réalisée sur ce surnageant. On
trouve Qova=0,59 umol/g, soit une valeur trés proche de ce que I'on a pu voir lors des tests de
sélectivité (Figure 76). Le PEP magnétique semble saturé par de I'ovalbumine. Ensuite, une solution de
GFP de concentration croissante en protéine a été ajoutée aux nano-objets précédemment récupérés.
IIs étaient placés deux heures sous agitation orbitalaire, temps nécessaire a I’équilibre de I'adsorption
de la GFP, comme déterminé lors des études cinétiques. Le surnageant était alors de nouveau récupéré
grace a une étape de décantation magnétique et analysé par spectrométrie UV-Visible pour calculer la
quantité de GFP adsorbée.
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6.4.5.Résilience

Afin d’étudier les capacités régénératives des polyméeres magnétiques a empreintes de protéines,
plusieurs cycles d’adsorption — extraction de la GFP ont été réalisés sur un méme échantillon de
particules hybrides. Les extractions ont été réalisées par dialyse dans un mélange de méthanol et
d’acide acétique. Les adsorptions suivaient le méme protocole que celui décrit précédemment, avec 5
mg de particules hybrides dans 3 mL d’une solution de GFP a 0,5 mg/mL, et un temps d’agitation de
24h avant décantation magnétique.

6.5. Devenir in vitro

6.5.1.Désorption

La désorption passive a été étudiée ainsi : 50 mg de y-Fe,0Os@PEP-GFP ou PNI ayant adsorbé une
qguantité de protéine égale a leur capacité d’adsorption a saturation (57,5 mg/g et 24,9 mg/g
respectivement) sont placés dans 30 mL d’"HEPES. Une partie de la suspension (1 mL a chaque fois) est
prélevée a certains temps. Les particules sont séparées par décantation magnétique et le surnageant
est analysé par spectroscopie UV-Visible afin de déterminer la quantité de GFP désorbée.

Le protocole suivant a été mis en ceuvre pour étudier la désorption par chauffage au bain-marie.
Pour ce faire, le protocole expérimental est le suivant : 5 mg de y-Fe;Os@PEP-GFP ou PNI ayant
adsorbé une quantité de protéine égale a leur capacité d’adsorption a saturation (57,5 mg/g et 24,9
mg/g respectivement) sont placés dans 2 mL d’HEPES. Les suspensions sont chauffées durant une
heure a différentes températures allant de 20°C a 80°C puis une décantation magnétique est effectuée
afin de pouvoir déterminer la quantité de protéines présentes dans le surnageant. La protéine pouvant
subir une dénaturation par chauffage, la détermination de la quantité de protéines désorbées a chaque
température se faisant en comparant le spectre UV-Visible obtenue pour les surnageants des solutions
de nano-objets hybrides avec des spectres obtenus pour des solutions de protéines a une
concentration initiale connue avec précision ayant subi le méme traitement thermique.

Enfin, I’étude de la désorption par chauffage grace a I’hyperthermie magnétique s’est déroulée de
la sorte. Le protocole mis en ceuvre est tres semblable a celui décrit précédemment : les suspensions
sont placées dans un champ magnétique alternatif d’intensité variable entre 0 et 13,4 mT a la
fréquence de 335,1 kHz durant 15 min, au lieu d’étre placées dans un bain-marie. Les intensités du
champ magnétique et la concentration en particules ont été choisies afin de se placer dans le cas du
« hot-spot » et non pas de I'échauffement macroscopique de la solution. Le champ magnétique
appliqué est bien inférieur a 200 mT, valeur minimale aujourd’hui employée dans les antennes
d’imagerie par résonnance magnétique, ce qui permet de limiter ses effets secondaires dans I'optique
d’applications futures en nanomédecine.

6.5.2.Dénaturation

Le protocole expérimental mis en ceuvre est le suivant : 1,2 mg d’objets y-Fe,O;@PEP-GFP ayant
adsorbé de la GFP sans avoir atteint la saturation (Q = 16 mg/g, soit marr = 19,2 pg dans le milieu) sont
dispersés dans 2 mL d’"HEPES a 200 mM et pH=8. L’intensité de fluorescence est enregistrée puis les
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particules sont chauffées au bain-marie ou par hyperthermie magnétique, durant un certain temps a
une certaine température. Apres chauffage, la nouvelle intensité de fluorescence est enregistrée et
comparée a la précédente. Il faut bien noter qu’au pH de travail, proche de 8, lors du retour a la
température ambiante, une renaturation de la protéine est possible!’3174190.191 Celle-ci est rapide,
c’est pourquoi les mesures de fluorescence doivent étre effectuées directement apres la fin du
chauffage. Le surnageant est ensuite récupéré par décantation magnétique et également analysé, afin
de s’assurer que la fluorescence mesurée est bien celle des protéines se trouvant au sein des particules
hybrides. Les expériences sont menées en duplicata et pour chaque jeu de conditions expérimentales,
le résultat présenté est la moyenne des deux résultats obtenus.

Les échantillons sont principalement chauffés par application d’un champ magnétique alternatif.
Les bobines employées pour produire le champ présentant une efficacité maximale a la fréquence
de 335,1 kHz, ce parametre est fixé. Nous nous sommes intéressés a I'influence de I'intensité de I’AMF
appliqué durant 15 min (par séquences de 5 min séparées par 1 minute de repos des bobines) sur la
dénaturation de la GFP piégée au sein des nano-objets y-Fe;Os@PEP. Le méme traitement a été
appliqué a une solution d’"HEPES contenant uniquement de la GFP. Le chauffage pouvait également se
faire au bain-marie, entre 30°C et 80°C durant 15 min a 6h.

L'intensité de la fluorescence est mesurée par un spectrofluorimetre, par enregistrement de
I'intensité émise a 509 nm aprés excitation sur une gamme allant de 480 nm a 500 nm, centrée sur
)\max,excitation pour la protéine E-GFP.

6.6. Ciblage cellulaire

6.6.1.Adsorption de GFP immobilisée

Les supports d’'immobilisation de la GFP ont été préparés de la maniére suivante. Des plaques de
verre ont été nettoyées avec attention a I’éthanol a 70% puis soumises a un rayonnement plasma. Elles
ont ensuite été recouvertes de PLL-PEG (un copolymére poly-lysine et polyéthyléne glycol) afin de
passiver la surface. Puis un cache troué a été appliqué, et les plaques de verre ont été illuminées : le
PLL-PEG a été détruit aux endroits non recouverts par le cache. Les plaques de contréle ont été
employées telles qu’elles tandis que les autres ont été incubées en présence de GFP a 50 ug/mL durant
30 min. La GFP comme de nombreuses protéines pouvant interagir avec le verre par le biais
d’interactions hydrogénes (silanol du verre — acide aminé de la protéine), elle se fixait alors sur les
surfaces non passivées par les chaines PLL-PEG. Enfin, les supports de verre ont été soigneusement
lavés au PBS, afin d’éliminer la GFP non fixée.

La suspension de nano-objets hybrides dans de I'HEPES 200 mM a pH = 8 a été diluée au sein du
sérum de culture cellulaire de la maniere suivante : 100 pL de I’échantillon a été placé dans du DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium) suppléé avec 10 % de sérum foetal bovin (FBS) pour obtenir un
volume total de 4 mL.

La solution de nano-objets dilués dans le milieu de culture a ensuite été placée au sein des puits
contenant les plaques de verres sur lesquelles la GFP avait préalablement été immobilisée (2 puits, 1
mL par puits) ou contenant les plaques de verres de contrdle (2 puits, 1 mL par puits). Aprés 30 min
d’incubation, les plagues ont été observées. Les observations ont eu lieu grace au microscope de
fluorescence de I'Institut Curie équipé des filtres a GFP et a Rhodamine (voir page 105) sans lavages
préalables des puits, et donc sans élimination des particules non adsorbées.
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6.6.2.Culture des cellules et transfection

Les cellules, COS-7 ou Hela, ont été cultivées dans le DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
suppléé avec un mélange de nutriments dit F12, auquel on avait ajouté 10% de sérum foetal bovin et
1% de pénicilline et de streptomycine (commercialisés en mélange sous le nom PenStrep). Afin de les
rendre fluorescentes, le plasmide TMD-pHluorin a été transfecté a I'aide de Viafect (un agent de
transfection d’ADN couramment utilisé pour modifier les cellules COS et Hela), suivant les
recommandations du fournisseur. La transfection a eu lieu dans un autre milieu de culture cellulaire,
appelé Opti-MEM (une autre version modifiée du milieu de culture d’Eagle), auquel on avait ajouté a
nouveau 10% de sérum feetal bovin et 1% de PenStrep. Aprées 3h d’incubation, les cellules ont été
soigneusement lavées a I'aide de DMEM, et conservées dans un incubateur jusqu’aux tests de ciblage.

6.6.3.Réalisation du ciblage

Le protocole expérimental mis en ceuvre lors des tests d’adsorption est le suivant. Les cellules,
cultivées et modifiées par Cornelia Monzel ou Elie Balloul, sont placées sur une plague de microscope
dans des puits contenant du milieu de culture cellulaire. Certaines cellules transfectées sont incubées
avec un « GFP-nanobody », un anticorps mono-domaine (une seule chaine protéique) anti-GFP qui va
rendre la protéine inaccessible pour les empreintes'®2, Cela permet d’effectuer un test d’adsorption
compétitive et de voir si les particules se fixent toujours aux cellules transfectées.

Ensuite, la suspension de nano-objets y-Fe,Os@PEP-GFP fluorescents est comme précédemment
diluée dans du sérum de culture cellulaire (DMEM suppléé en FBS) a différentes concentrations. Pour
les nano-objets hybrides, la concentration testée avec les cellules COS-7 a été obtenue en mélangeant
800 pL de milieu et 200 pL de suspension de particules a la concentration initiale en fer magnétique
de 1,95 mM (concentration finale : 390 uM), tandis que pour les concentrations testées avec les
cellules Hela, on a mélangé 1 mL de milieu avec 100 pL de suspension de particules hybrides,
également a la concentration initiale de 1,95 mM en fer (concentration finale : 190 uM).

Puis ces suspensions sont ajoutées aux puits contenant les cellules, transfectées ou non, qui sont
placés a I'incubateurdurant un temps total variable, allant de 15 min a 1h. lls sont régulierement sortis
de l'incubateur afin d’effectuer des observations de I'état des cellules grace a un microscope optique.
Enfin, les puits sont lavés 3 fois avec du milieu de culture afin d’éliminer les nanoparticules hybrides
non adsorbées a la surface des cellules. Puis les cellules sont imagées grace au microscope optique de
fluorescence de I'Institut Curie, équipé de filtre a GFP et a Rhodamine (voir matériel et méthode
page page 105), afin de visualiser respectivement la pHluorin (GFP) et la rhodamine couplée au
polymére magnétique. Un troisieme filtre a été utilisé, afin de visualiser le fluorophore couplé au GFP-
nanobody (une cyanine), et I'efficacité de cet anticorps pour cibler les cellules transfectées. Ce filtre
possede une bande passante d’excitation de 640 + 30 nm, une bande passante d’émission de 690 + 50
nm et un filtre dichroique servant de séparateur de faisceau a 660 nm afin d’observer la fluorescence.

6.6.4.Analyse des résultats obtenus

Dans un premier temps, nous avons pris des clichés en microscopie optique. Dans un second temps,
nous avons cherché a analyser de maniére plus précise les clichés obtenus. Pour ce faire, a I'aide du
logiciel d’analyse d’'images Imagel, nous avons mesuré l'intensité de fluorescence moyenne des
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cellules (pour la rhodamine) en fonction de la nature des cellules : cellules contréle, cellules ayant été
transfectées mais n’exprimant pas la GFP et cellules ayant été transfectées et exprimant la GFP. Ces
intensités ont été normalisées par celle des pixels entourant la cellule, car la source lumineuse n’était
pas homogene (halo plus intense en bas a droite, clichés de la Figure 91 entre autres) et la valeur du
bruit de fond variait en fonction de la position dans le champ d’observation. En pratique, I'analyse se
déroule ainsi :

e sur une image en lumiere blanche, on entoure une cellule (Figure 91 gauche) ;

o |a forme est répliquée a l'identique sur I'image obtenue avec le filtre a rhodamine (Figure 91
milieu) ;

e on mesure l'intensité moyenne des pixels dans cette zone a I'aide d’'Image) : on obtient alors
lcelute ;

e une forme semblable a la premiére mais plus large que celle-ci de 2 um sur tout le contour est
ajoutée sur le cliché obtenu avec le filtre a rhodamine (Figure 91 droite) ;

e 3 'aide d’Imagel, on calcule I'intensité moyenne des pixels présents entre les deux formes : on
obtient lfong ;

e on calcule alors I'intensité que I'on considérera par la suite | = lceiiue — lfond-

Figure 91 : Analyse des clichés de microscopie optique a l'aide d'Imagel. Gauche : lumiére blanche ; centre et droite : filtre
a rhodamine.

Pour chaque catégorie de cellules (ayant été en contact ou non avec I'agent de transfection,
fluorescentes ou non), la moyenne des intensités | est calculée. Cette moyenne se fait sur 15 a 20
cellules. Afin de déterminer si les différences d’intensité obtenues sont significatives, un test
statistique de type Kolmogorov-Smirnov pour deux échantillons est appliqué et la valeur-p est
déterminée. L'écart est considéré comme significatif pour des valeur-p inférieures a 0,05. Ce test a été
préféré a un test plus classique de type Student car il permet de comparer deux distributions
quelconques sans faire d’hypothéese de normalité de celles-ci.

6.7. Dénaturation de la protéine exprimée par les cellules

Dans un premier temps, des cellules Hela transfectées TMD-pHluorin ont été incubées avec des
nano-objets hybrides y-Fe,0s@PEP-GFP fluorescents, suivant le protocole des tests de ciblage décrit
dans la partie précédente. Apres lavages au PBS, les cellules accrochées sur une lame de verre ont été
fixées avec du para-formaldéhyde, puis de nouveau lavées avec attention au PBS.

La lame de verre constituant le fond des puits contenant les différentes cellules incubées durant 15
min ou 1h avec les nano-objets hybrides a été découpée afin de pouvoir manipuler chacun des puits
séparément. Les puits ont ensuite été placés dans des cuves optiques remplies de PBS. Une attention
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toute particuliere a été portée au positionnement du puits dans la cuve afin de s’assurer du passage
du laser du spectrofluorimétre au sein de celui-ci. Une mesure de I'intensité de fluorescence due a la
pHluorin extracellulaire a été effectuée (excitation : 395 nm, pic principal de la pHluorin au pH de
travail ; émission 508 nm) puis la cuve a été introduite au sein du Magnetherm, appareil servant a
appliquer le champ magnétique alternatif. Le milieu a été soumis a un champ magnétique de 3,35 mT
oscillant a 332 kHz durant 5 min, puis une nouvelle mesure de l'intensité de fluorescence a ensuite été
effectuée. Le ratio entre les intensités mesurées avant et apres application du champ magnétique
alternatif permet de savoir s’il y a eu dénaturation de la GFP.

Le microscope optique du laboratoire n’étant pas adapté pour I'observation et la mesure de
fluorescence des cellules (le grossissement n’étant pas suffisamment performant), la dénaturation de
la GFP induite par les propriétés d’hyperthermie des nanoparticules de maghémite sous champ
magnétique alternatif a uniquement été caractérisée par la mesure du signal de fluorescence avec le
spectrofluorimetre.
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Chapitre 4 : Dégradation des hybrides y-Fe,Os@PEP en amas cellulaires
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Malgré I'intérét croissant porté a l'utilisation en nanomédecine des objets hybrides y-Fe,0O;@PEP,
tres peu d’études existent dans la littérature sur leur biocompatibilité et leur devenir a long terme. Ces
sujets doivent pourtant étre abordés avant d’envisager des applications cliniques. Afin de pallier ce
manque de données, nous nous sommes penchés sur la toxicité des objets hybrides et leur
dégradation, aussi bien dans un tampon lysosomal que dans un tissu modele composé de cellules
souches mésenchymateuses humaines. Pour ce faire, nous avons employé des systemes hybrides
nanoparticule de maghémite — polymere a empreintes de GFP (y-Fe,O;@PEP-GFP).

Nous avons fait le choix de travailler avec des hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP (apres extraction des
protéines gabarits) car la GFP n’est pas censée étre présente au sein du milieu de culture ni exprimée
par les cellules employées pour les tests de dégradation en amas cellulaires. La dégradation et la
toxicité des objets hybrides seront alors uniquement dues a leur présence, et non pas a des
interactions spécifiques avec les cellules.

1. Une dégradation déja référencée dans la littérature

Une des applications envisagées a plus long terme pour les nano-objets hybrides y-Fe,0;@PEP est
d’effectuer du ciblage protéique in vivo. Ce qui souléve de nombreuses questions au sujet de la toxicité
des nanoparticules de maghémite et du PEP qui leur est couplé. Des interrogations apparaissent
également au sujet de leur devenir in vivo, de leur dégradation et leur bioaccumulation possible. Cette
partie se propose de résumer les informations principales que I'on peut trouver dans la littérature a
propos de la dégradation et de la toxicité des nanoparticules d’une part et du polymeére d’autre part.

1.1. Dégradation et toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer

1.1.1.Influence de la surface des nanoparticules sur leur dégradation

La fonctionnalisation de surface (coating) des nanoparticules influence fortement la reconnaissance
de celles-ci par I'organisme et la réponse immunitaire, modulant ainsi leur toxicité. En effet, en
fonction de leurs propriétés physico-chimiques, liées souvent a leur coating, les nanoparticules
peuvent interagir avec les cellules et les protéines pour induire différentes réponses immunitaires, en
stimulant ou supprimant celles-ci, influengant ainsi la biocompatibilité des particules. Les principaux
facteurs a considérer sont bien évidemment la taille des nanoparticules, mais également leur forme,
et leur hydrophobicité'®3, En effet, plus la surface des nanoparticules sera hydrophobe et plus celles-
ci seront internalisées par des macrophages : le systéme immunitaire les reconnait plus rapidement
comme un corps étranger a éliminer, ce qui diminue leur biocompatibilité!®*. Au contraire, la
modification de la surface par des chaines de poly-éthyléne-glycol va entrainer un changement dans
la nature des protéines formant une corona autour des nanoparticules, en s’adsorbant de maniére
non-spécifique sur celles-ci, ce qui augmente leur furtivité et leur temps de résidence dans le systéme
sanguin'®. La charge de surface des nanoparticules a également un réle important dans I'interaction
de celles-ci avec le systeme immunitaire. En effet, des nanoparticules chargées positivement subissent
une attraction électrostatique plus forte envers les membranes cellulaires, favorisant leur
internalisation%%197,

Ensuite, le coating présent autour des nanoparticules permet de modifier la cinétique de
dégradation de celles-ci une fois internalisées par les cellules. La présence d’une couche a la surface
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peut permettre soit de ralentir, soit de retarder leur dégradation®®%°, Par exemple, une couche d’or
peut réduire la dégradation des nanoparticules qu’elle entoure!®®2% Concernant les coatings
organiques, une monocouche hydrophile est rapidement dégradable in vivo. Par exemple, une couche
de poly-éthylene-glycol se dégrade bien plus rapidement qu’une bicouche amphiphile. La surface des
nanoparticules sera alors plus rapidement accessible, et elles seront donc dégradées plus
rapidement?®.

1.1.2.Internalisation des nanoparticules

Les nanoparticules pénétrent au sein des cellules par endocytose. En fonction de leur taille et de
leurs autres caractéristiques telles que leur forme, leur charge de surface ou leur rigidité, différents
mécanismes d’endocytose sont possibles. Les quatre principaux sont les suivants®®? : endocytose par
intermédiaire de récepteurs (la clathrine), endocytose par cavéole, macropinocytose et phagocytose
(Figure 92).
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Figure 92 : Les différentes voies d'endocytose possibles2?2, (A) : phagocytose, (B) : macropinocytose, (C) : endocytose par
intermédiaire de récepteurs, et (D) : endocytose par cavéole.

La phagocytose est la voie d’entrée privilégiée des grosses particules (de taille supérieure a 500 nm),
et elle est principalement employée par quelques types de phagocytes, tels que les macrophages et
les neutrophiles, qui sont spécialisés dans l'ingestion des agents pathogenes, mais également des
cellules mortes et des débris cellulaires?®® (Figure 92, A).

La macropinocytose est I'autre voie d’entrée des grosses nanoparticules mais également celle des
macromolécules et des agents pathogénes microbiens?*#2%, La membrane plasmique se déforme afin
d’englober une grande partie du fluide extracellulaire et tout ce qu’il contient, en formant de larges
vésicules appelées macropinosomes?%2% (Figure 92, B). Les nanoparticules sont ainsi encapsulées au
sein de ces vésicules et de fait internalisées par les cellules.

L'endocytose par intermédiaire de la clathrine est la principale voie d'endocytose exploitée par les
virus?®, Les nanoparticules vont développer des interactions spécifiques ou non avec la membrane
plasmique des cellules, ce qui va finir par déclencher leur internalisation. Dans le cas ou I'interaction
est spécifique, l'interaction entre le ligand et le récepteur va déclencher l'invagination de la
membrane, et le recouvrement de la partie cytoplasmique de celle-ci par de la clathrine®”2% (Figure
92, C). Les nanoparticules internalisées par cette voie sont bien souvent directement conduites au sein
des lysosomes, afin d’y étre dégradées?®,

Enfin, lors de 'endocytose par cavéole, une cavité se forme par invagination de la membrane vers
I'intérieur du cytosol?'®?1l, Cette invagination est déclenchée par la présence d’une protéine
dimérique, la cavéoline (Figure 92, D). Les nanoparticules internalisées de cette maniére peuvent
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parfois échapper aux lysosomes, et donc ne pas subir de dégradation?®, ce qui présente de nhombreux
avantages lorsque I'on cherche a effectuer de la délivrance ciblée de génes ou de médicaments.

Ainsi, les nanoparticules se retrouvent confinées dans des endosomes au sein des cellules. C’'est

dans ces endosomes que leur dégradation aura lieu, et plus particulierement dans des endosomes
tardifs également appelés lysosomes (Figure 93).
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Figure 93 : Représentation schématique des différents types d’endosomes?12,

1.1.3.Dégradation des nanoparticules dans les lysosomes

Les lysosomes sont des compartiments cellulaires spécialisés dans la digestion de macromolécules
ou de nanoparticules?!3214,

lls peuvent aussi bien dégrader des corps étrangers a l'organisme
(endocytose) que les composants obsolétes de la cellule elle-méme (autophagie)?'3. Les lysosomes

contiennent plus de 40 enzymes différentes. La plupart d’entre elles sont des hydrolases acides (Figure
94), dont I'optimum d’activité se situe pour des pH inférieurs a 6. Le pH des lysosomes étant d’environ
5 les hydrolases sont actives au sein de ceux-ci, sans I'étre dans le cytosol des cellules, dont le pH
neutre est proche de 7,221*214, Le conditionnement de I'activité des hydrolases a un pH acide permet
une protection face a une digestion non contrélée du contenu du cytosol dans le cas ou la membrane
du lysosome viendrait a se rompre?!3, Par ailleurs, le cytosol des cellules contient des protéines
susceptibles de complexer le fer, les ferritines?®. Les ferritines sont des protéines capables de chélater
la surface des nanoparticules d’oxyde, d’induire leur dégradation et de stocker le fer ainsi obtenu®%26,
Des échanges perpétuels ont lieu entre cytosol et lysosome. Les ferritines chargées en fer peuvent
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pénétrer dans ce dernier par autophagie en cas de déficit ferrique, afin d’y étre dégradées et ainsi
libérer le fer2’>217 Lorsqu’au contraire la charge en fer est trop importante, comme c’est le cas lors de
I’'accumulation de nanoparticules de maghémite, des ferritines libres peuvent cette fois pénétrer a
I'intérieur des lysosomes ou étre produites directement a I'intérieur de ceux-ci afin de complexer le
fer libéré lors de la dégradation et fixer celui-ci?*>218, Le fer sous forme ionique, cytotoxique, est ainsi
uniquement relargué dans les lysosomes a proximité de ferritines et directement pris en charge par
celles-ci. De fait, la toxicité du fer est fortement diminuée, voire annulée. Le fer récupéré peut ensuite
étre transmis aux cellules hépatiques parenchymateuses via ces mémes protéines de stockage. Ce
transfert peut également avoir lieu vers la rate.
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Figure 94 : Représentation schématique d'un lysosome??°,

Afin de mieux comprendre le mécanisme de dégradation des oxydes de fer dans les lysosomes, des
études ont été menées in vitro dans un milieu appelé « tampon lysosomal »*%. Il s’agit d’une solution
tampon de citrate et d’acide citrique a pH = 4,8. Le citrate et I'acide citrique sont des molécules
susceptibles de chélater le fer, et donc la surface des nanoparticules de maghémite. Les ions citrates
sont parfois employés afin de stabiliser des suspensions de y-Fe,0s%21222, Mais I'acide citrique peut
entralner une consommation de la surface des nanoparticules et donc leur dégradation, du fait de son
caractere réducteur puissant.

Un des mécanismes probables pour expliquer la dégradation des nanoparticules d’oxyde de fer par
I'acide citrique est le suivant. Une fois I'acide complexé a la surface des nanoparticules, un transfert
d’électron par mécanisme de sphere interne a lieu, conduisant a I'oxydation de I'acide citrique et a
une réduction de I'latome de fer Ill en fer 11?2, Celui-ci passe alors en solution, selon deux mécanismes
possibles : une dissolution assistée par la présence de protons ou une dissolution assistée par la
présence de ligands?%2%4, Le citrate étant un réducteur moins fort que I'acide citrique, le transfert
d’électrons n’a pas lieu a température ambiante, assurant la stabilité des suspensions de
nanoparticules de maghémite citratées.

1.2. Dégradation et toxicité des polymeéres

1.2.1.Biocompatibilité, internalisation et dégradation de polymeres

La compréhension de la dégradation de polymere a la surface de nanoparticules in vivo ou méme a
I’échelle des cellules reste a ce jour incompléte. D’aprés une revue publiée par Feliu et al.'%, certains
polyméres sont dégradés in vivo: des enzymes peuvent cliver les liens peptidiques, et d’autres
dégradent les polysaccharides. Il s’agit principalement de polymeres amphiphiles, dégradés par des
enzymes protéolytiques, lors de leur passage dans des endosomes!®®?2>226 En général, cette
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dégradation consiste en une simple séparation du polymeére de la particule (Figure 95b). C’est le cas
par exemple du poly(isobutylene-alt-maleic anhydride) greffé dodécyle présent a la surface de
nanoparticules d’or dans un milieu contenant différentes enzymes telles que la trypsine ou la
cathepsine G%2°. Parfois le polymére en surface peut étre clivé en éléments plus petits (Figure 95a et
c). C'est notamment le cas de petites séquences peptidiques en présence de cathepsine L?%. Il est
important de noter que la cathepsine L est capable a elle-seule de cliver un tiers des protéines
humaines. Concernant les biopolymeéres, ou plus exactement les polymeéres biosourcés a base de
chitosane, d’alginate ou encore de dextran, ceux-ci ne présentent pas de toxicité aigue??’-?2° mais ne
peuvent pas tous étre dégradés in vivo?39-232,
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Figure 95 : Différentes dégradations possibles de polymeéres fonctionnalisant des nanoparticules, sous I'action
d'enzymes?33,

Cependant, les études portant sur la dégradation des polymeres par des enzymes ne sont pas encore
complétes a ce jour. On ne sait pas s'il existe des revétements capables de résister a une dégradation'*®
ou si les protéines présentes dans les lysosomes sont susceptibles de cliver un polymeére tel que le
polyacrylamide ou de le séparer de la surface de nanoparticules de maghémite.

Il faudra donc effectuer au laboratoire des études de dégradation in vitro des PEP employés, dans
un milieu comportant au moins une enzyme protéolytique.

De plus, a notre connaissance, un seul article traite actuellement de la biocompatibilité et de
I'internalisation de polyméres & empreintes moléculaires. Canfarotta et al.23* ont étudié la toxicité de
nanoparticules de polymere a empreintes de mélamine, recouvertes ou non de poly-éthyléne-glycol
de différentes tailles, sur quatre lignées cellulaires. Aucunes des particules étudiées n’a réduit de fagcon
significative la viabilité cellulaire des différentes lignées, bien que celles-ci ne présentent pas la méme
réponse face aux particules recouvertes des chalnes polymeéres les plus longues. L’évaluation de la
toxicité cellulaire des polymeres a empreintes doit se faire sur plusieurs lignées afin d’obtenir les
résultats les plus précis possibles. Cependant, cette étude démontre bien la biocompatibilité des
polymeéres a empreintes moléculaires, ainsi que leur internalisation possible par les cellules, pouvant
par la suite mener a leur dégradation.
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1.2.2.Toxicité du polyacrylamide

McCollister et al.?* se sont penchés sur la question de la toxicité de I'acrylamide. L'ingestion,
I’'adsorption par pénétration cutanée, I'injection intraveineuse et I'inhalation entraine une mort rapide
des animaux testés (rats, lapins et cochons d’Inde) pour des doses LD50 relativement faibles variant
entre 150mg/kg (ingestion, injection intraveineuse) a 1 g/kg (adsorption cutanée). La LD50, ou dose
létale médiane, correspond a la quantité de principe actif suffisante pour tuer la moitié de la
population considérée. Pour qu’il n’y ait aucun effet de I'acrylamide sur la santé, les doses ingérées ou
injectées ne doivent pas dépasser 3mg/kg/jour (étude sur un an). On sait aussi qu’en plus d’étre
fortement toxique, I'acrylamide est classé comme étant CMR (Cancérigéne, Mutagéne, Reprotoxique).

Cependant, une fois polymérisé I'acrylamide ne présente plus de toxicité majeure. D’autres études
de McCollister et al.%3® ont démontré une absence de toxicité du polyacrylamide par ingestion durant
plusieurs années sur différents sujets (rats, chiens et poissons). Sjoholm et Edman ont quant a eux
mené des études sur le devenir de microparticules de polyacrylamide apres injection intraveineuse
chez des rats?®’. Les particules s’accumulent rapidement dans le foie et la rate, olU elles sont
métabolisées. Aucun effet toxique a long terme n’est détecté pour des doses allant jusqu’a 490
mg/kg237.

Le polyacrylamide est donc un polymeére de choix pour la synthése des PEP envisagés, car il ne
présente pas de toxicité significative aprés ingestion ou injection intraveineuse, et il méme considéré
par certains comme biocompatible?®®23° La seule limite & son utilisation est de s’assurer que la
polymérisation est totale, ou que les monomeéres acrylamide résiduels sont parfaitement éliminés, ce
gue nous avons Vérifié lors des étapes de purification des nano-hybrides présentés dans ce manuscrit.

2. Etude de la dégradation en tampon lysosomal

2.1. Choix des milieux d’étude

La dégradation in vivo des nanoparticules de maghémite a lieu dans les lysosomes de cellules
hépatiques. Les lysosomes sont des compartiments cellulaires acides, contenant de trés nombreuses
enzymes hydrolases et, lors d’une suraccumulation de fer, des ferritines. Nous avons donc fait le choix
de travailler dans un tampon citrate?*®2%2, Le choix des citrates est fait pour mimer |’effet des protéines
chélatantes, capables de complexer le fer dans les cellules?®. Deux pH de la solution tampon ont été
testés : un pH acide proche de 4,8 et un pH neutre proche de 7. Le pH neutre refléte le pH du cytosol,
tandis que le pH acide se rapproche du pH interne des lysosomes.

Par ailleurs, des études ont montré que les enzymes protéolytiques, capables de cliver les protéines,
peuvent étre également capables de cliver des polymeéres?®, Afin d’effectuer I’ étude la plus pertinente
possible de la dégradation in vitro des systemes y-Fe,0s@PEP-GFP, il faudrait donc ajouter au milieu
d’étude une ou plusieurs enzymes protéolytiques, a des concentrations proches des concentrations
cellulaires?®. Ces enzymes se classant en deux grandes catégories, capables de cliver une matrice
polymére en différents morceaux plus petits (ex. la cathepsine L?%°) ou capables de détacher le
polymére de la surface des nanoparticules (ex. I'a-glucosidase??). Ces différentes enzymes pouvant se
trouver a l'intérieur des lysosomes, nous avons décidé de travailler avec I'une d’entre elles, I'a-
glucosidase.
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En résumé, afin de mimer les conditions biologiques de I'intérieur d’un lysosome, nous proposons
d’étudier la dégradation des objets hybrides y-Fe,O3s@PEP-GFP dans les conditions suivantes. Les
particules sont placées dans un tampon citrate a pH=4,8 ou pH=7. A ce tampon citrate pourront étre
ajoutés de I’acide citrique a une concentration de 20 mM (afin d’obtenir une concentration en agents
chélatants proche de celle que I'on peut trouver au sein des lysosomes), ou une enzyme a une
concentration de 0,5 mg/mL. Des polyméres de différentes épaisseurs seront étudiés afin de
déterminer leur influence sur la dégradation du coeur magnétique.

Les enzymes étudiées sont :

e |'a-glucosidase car présente dans les lysosomes en tant qu’enzyme hydrolase
e e pronase E car présent dans les lysosomes, sans action d’hydrolase

o e lysozyme non présent dans les lysosomes pour comparaison

Les différents milieux employés lors de cette étude de dégradation sont présentés dans le Tableau
10. Des nanoparticules de maghémite ou des nano-objets hybrides y sont ajoutés afin d’obtenir une
concentration en fer magnétique de I'ordre de 9 mM, mais connue avec précision par spectroscopie
d’absorption atomique (ou AAS : atomic absorption spectroscopy). Le milieu C correspond a un milieu
témoin de pH neutre et nous cherchons a vérifier que dans ces conditions, les nanoparticules de
maghémite ne sont pas dégradées.

Nom du Concentration en citrate | Concentration en acide citrique | Enzyme a | Valeur initiale
milieu (mM) (mM) 0,5 mg/mL de pH
C 0,04 108 Aucune 6,9
E 5,6 4,4 Aucune 4,8
A 5,6 24,4 Aucune 4,55
B 5,6 24,4 Lysozyme N/M
F 5,6 24,4 Pronase N/M
G 5,6 24,4 Glucosidase N/M

Tableau 10 : Caractéristiques principales des milieux de dégradation employés (N/M : non mesuré).

Les études ont été menées en duplicata dans chaque milieu de dégradation.

2.2. Influence de la quantité d’acide citrique

2.2.1.La dégradation peut étre suivie classiquement...

Comme nous I'avons vu un peu plus tot dans ce chapitre, 'acide citrique, puissant réducteur, est
capable de chélater la surface de la maghémite et de la consommer. C’est pourquoi nous nous sommes
intéressés dans un premier temps a I'influence de la concentration en acide citrique sur la dégradation
de nanoparticules d’oxyde de fer, stabilisées de deux maniéres différentes. Trois concentrations en
acide citrique dans le milieu de dégradation ont été testées (voir Tableau 10).

Les nanoparticules pouvaient étre dites « acides », stabilisées uniquement par répulsions
électrostatiques entre charges positives, ou dites « citratées », stabilisées par complexation de la
surface a l'aide d’ions citrates. Les particules magnétiques ayant été recouvertes du polymere a
empreintes de protéines étant les particules acides (chapitre 2), il est important de comprendre leur
mécanisme de dégradation, et I'influence de la concentration en acide citrique sur celle-ci, avant de
s'intéresser aux hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP. Cependant, les nanoparticules de maghémite qui
serviront de témoin lors des tests de dégradation en amas cellulaire sont les particules citratées, il est
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Chapitre 4 : Dégradation des hybrides y-Fe,O3;@PEP en amas cellulaires

donc nécessaire de s’y intéresser également ici. En effet, pour effectuer les tests cellulaires, les
particules doivent étre stables a pH physiologique (proche de 7), nous ne pouvons donc pas employer
les nanoparticules « acides » stabilisées par répulsions électrostatiques et avons donc choisi de les
stabiliser par complexation d’ions citrates.

Particules |Milieu de dégradation Pourquoi ?
Particules . Afin de comprendre l'influence de la concentration en acide
. Milieux A, Eet C . , , .
acides citrique / agent chélatant sur la dégradation.
Particules Milieu A Afin d’appréhender si la citratation des particules modifie
citratées leur cinétique de dégradation.

Tableau 11 : Récapitulatif des milieux employés lors de I'étude de la dégradation des nanoparticules de maghémite
stabilisées de deux maniéres distinctes.

Les solutions de nanoparticules de maghémite dans ces trois milieux de dégradation étant
fortement colorées, un premier suivi s’effectue par observation a I'ceil nu de la couleur des
suspensions. Comme observé sur les photographies Figure 96, le changement de couleur est rapide
pour les particules présentes dans le milieu A (pH = 4,55). Au bout de 7 jours pour les particules acides
et 8 jours pour les particules citratées, la solution est devenue vert pale, signe d’une dégradation totale
des nanoparticules et d’une libération d’ions fer Il.
3j 7j 8j

Particules citratées
dans le milieu A

Particules acides
dans le milieu A

Particules acides
dans le milieu E

Particules acides
dans le milieu C

Figure 96 : Photographies des suspensions de maghémite dans différents milieux dégradants au cours du temps. Milieu A :
beaucoup d’acide citrique (24,4 mM), milieu E : moyennement d’acide citrique (4,4 mM), milieu C : quasi-absence d’acide
citrique (10 mM).
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Dans le milieu E (pH = 4,8), on n’observe pas de décoloration totale de la suspension, méme apres 32
jours, mais seulement une décoloration partielle de la solution (Figure 96). La dégradation des
nanoparticules n’est donc pas totale. Cela peut s’expliquer par la présence d’une quantité insuffisante
d’acide citrique pour réduire la totalité du fer contenu dans les nanoparticules de maghémite. Enfin,
aucun changement de couleur n’est observé, méme apres 32 jours, pour les nanoparticules placées
dans le milieu C (pH = 6,9). L’acide citrique est donc responsable de la dégradation des nanoparticules
de maghémite, et cette dégradation sera d’autant plus rapide que la quantité d’acide dans le milieu
sera élevée.

L’évolution du pH des suspensions de nanoparticules acides et citratées au cours de la dégradation
dans le milieu A a été mesurée. Nous nous sommes uniquement intéressés au milieu A car c’est celui
qui présente le plus d’intérét pour la suite de I’étude. Comme nous pouvons le remarquer sur la Figure
97a, le pH des suspensions n’évolue pas de maniére significative au cours de la dégradation des
nanoparticules de maghémite. Le maintien d’un pH explique également I'absence de précipitation du
fer libéré sous forme d’hydroxyde.
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Figure 97 : Evolution du pH (a) et de la quantité de fer libre en solution (b) pour des nanoparticules de maghémite placées
dans différents milieux. Milieu A : grande quantité d’acide citrique (24,4 mM) ; milieu E : quantité intermédiaire d’acide
citrique (4,4 mM) ; milieu C: peu d’acide citrique (108 mM). Noir : quantité maximale de fer libérable. « Acides » et
« Citratées » se référent aux nanoparticules dites acides ou citratées respectivement.

Le fer libre présent en solution, issu de la dégradation des nanoparticules de maghémite, a été dosé
par AAS (spectroscopie d’absorption atomique). Comme on peut le remarquer sur la Figure 97b, plus
le milieu de dégradation est concentré en acide citrique, et plus la quantité de fer libre présent en
solution augmente. Dans le milieu C, solution témoin a pH=7, la quantité de fer libre est nulle, ou trop
faible pour étre détectée par la méthode de dosage (Figure 97, vert). Il n’y a pas de fer libéré en
solution et donc pas de dégradation des nanoparticules. Dans le milieu A, solution contenant le plus
d’acide citrique, la concentration en fer libre est de 9 mM dés le 7™ jour de dégradation pour les
particules acides (Figure 97, bleu) et le 8™ pour les particules citratées (violet). Ainsi, aprés 8 jours, la
totalité des nanoparticules d’oxyde de fer est consommée. La complexation des particules par des ions
citrates ne semble pas modifier significativement leur résistance a la dégradation. Dans le milieu E, la
concentration en fer libre augmente progressivement, jusqu’a atteindre un plateau proche de 5 mM
(Figure 97, rouge). Ce qui confirme I'hypothése d’une dégradation partielle des nanoparticules de
maghémite.

La taille des nanoparticules a alors été mesurée au cours du temps par DLS. La Figure 98 montre que
la taille des particules de maghémite dans les milieux de dégradation E et C est plutot constante au fil
des jours. Une légere diminution du diamétre hydrodynamique des nanoparticules acides et citratées
s’amorce dans le milieu A, avant que celui-ci ne s’annule brutalement au bout d’une dizaine de jours.
I n’y alors plus de nanoparticules détectables.

125



20 4 A Acides dans A B Acides dans E
18 4 A Citratéesdans A ® Acides dans C

Diamétre hydrodynamique {nm}

20 30
Dégradation (j)

Figure 98 : Evolution du diamétre hydrodynamique (mesure en intensité) de nanoparticules de maghémite dans différents
milieux de dégradation. Milieu A : grande quantité d’acide citrique (24,4 mM) ; milieu E : quantité intermédiaire d’acide
citrique (4,4 mM) ; milieu C : peu d’acide citrique (10-¢ mM).

Ensuite, la dégradation des nanoparticules y-Fe;0s a été suivie par mesure de I'aimantation a
saturation du milieu (mesure sur magnétometre a échantillons vibrants). Comme nous le montre la
Figure 99a, celle-ci n’évolue pas de maniére significative dans le milieu C (pH proche de 7), alors qu’elle
chute brutalement pour s’annuler dans le milieu A (pH = 4,55) pour les nanoparticules acides et
citratées, et qu’elle se stabilise a une valeur non nulle dans le milieu E (pH = 4,8). L'absence de
diminution significative d’aimantation dans le milieu C indique une absence de dégradation tandis que
I'annulation de l'aimantation dans le milieu A indique une dégradation totale. L’évolution
intermédiaire observée dans le milieu E indique une dégradation partielle des nanoparticules d’oxyde
de fer.
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Figure 99 : Evolution de I'aimantation a saturation normalisée (a) et du diameétre magnétique (b) des nanoparticules de
maghémite dans différents milieux de dégradation. Milieu A : grande quantité d’acide citrique (24,4 mM ; pH = 4,55) ;
milieu E : quantité intermédiaire d’acide citrique (4,4 mM ; pH = 4,8) ; milieu C : peu d’acide citrique (10 mM ; pH = 6,9).

De plus, comme nous I’avons vu aux chapitres 1 et 2, les mesures d’aimantation peuvent également
donner acces au diamétre magnétique des nanoparticules. Celui-ci est constant aux cours du temps
dans les milieux de dégradation C et E, comme observé sur la Figure 99b, alors qu’il semblerait qu’il
diminue légerement au cours du temps pour les nanoparticules acides et citratées dans le milieu A,
avant de chuter brutalement et de s’annuler au bout de 8j (particules acides) ou 9j (particules
citratées).
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2.2.2.0u de fagon originale par relaxométrie
2.2.2.1. Principe de la méthode de suivi

Classiquement, le suivi de la dégradation des nanoparticules d’oxyde de fer magnétique se fait telle
que présentée dans la partie précédente, et notamment par mesure de I'aimantation a
saturation!®>20%243_Qr il est également possible de suivre les propriétés magnétiques de ces particules
par relaxométrie. En effet, le temps de relaxation des protons de I'’eau dépend de la concentration en
particules magnétiques présentes, de leur nature et de leur taille, ainsi que de leur
fonctionnalisation4144244  Cette méthode présente I'avantage de pouvoir identifier le degré
d’oxydation des ions fer libérés. En effet, des solutions de Fe?* et Fe3* & la méme concentration ne
possédent pas le méme temps de relaxation T, 24°.

Nous nous sommes donc proposés de développer une nouvelle méthode originale pour le suivi de
la dégradation des nanoparticules de maghémite en tampon lysosomal, en faisant appel a la
relaxométrie. Pour ce faire, nous mesurons le temps de relaxation T, des protons de I’eau (solvant de
base des tampons citratés au sein desquels la dégradation est étudiée) au cours du temps. A partir de
ces mesures, il est possible de déduire les valeurs de relaxivité réelle r, et modifiée ry’, qui se calculent
ainsi :

1
[Fe] totaleTz

1

Tz =

TZI =

[Fe]magnétique T,

Avec les définitions suivantes concernant les concentrations en fer. La concentration en fer initiale
ainsi que le fer libre sont dosés par AAS :

[Fe]totale = [Felaans tes particules de maghémite T [Feliibre = [Feélinitiate

[Fe]magnétique - [Fe]dans les particules de maghémite = [Fe]initiale - [Fe]libre

Le temps de relaxation T, dépend a la fois de la taille des nanoparticules et de la concentration en
fer magnétique (au sein des particules de maghémite) dans le milieu. Ainsi, une augmentation de T,
est corrélée a une diminution de la concentration en fer magnétique, ou a une diminution parfois
simultanée de la taille des nanoparticules!*®!42, |’évolution de T, peut donc nous renseigner sur la
possible dégradation des nanoparticules mais pas sur le mécanisme de celle-ci.

En effet, la dégradation peut se faire suivant deux types de mécanisme :

e Soit un mécanisme de type « tout ou rien » pour lequel la taille moyenne des nanoparticules ne
varie pas : lorsqu’une particule est attaquée, elle est entierement consommée, et la variation
de taille n’est pas observable a I'échelle temporelle a laquelle les mesures sont effectuées.

e Soit un mécanisme de type « progressif » pour lequel toutes les nanoparticules présentes sont
dégradées a la méme vitesse, entrainant une diminution de la taille moyenne des
nanoparticules.

Comme la concentration en fer totale ne varie pas au cours de la dégradation, la relaxivité réelle r;
est simplement inversement proportionnelle a T, et ses variations ne nous apportent pas plus
d’indications. En revanche, I’évolution de la relaxivité modifiée r,’ fournit des informations sur le type
de mécanisme a I'ceuvre. En effet, dans le cas d’'un mécanisme de type « tout ou rien », elle reste
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constante. Tandis que dans le cas d’'un mécanisme de dégradation de type « progressif », ry’ va
augmenter au fur et a mesure que la dégradation avance.

2.2.2.2. Résultats obtenus

Afin de caractériser la dégradation des nanoparticules de maghémite par relaxométrie, nous nous
sommes intéressés a l'influence de celle-ci sur le temps de relaxation T, des protons de |'eau, et
I’évolution de celui-ci au cours du temps dans les différents milieux A, E et C. Nous avons ensuite tracé
I’évolution du temps de relaxation brut T, ainsi que celles de la relaxivité réelle r, et modifiée ry’, au
cours de la dégradation. La relaxivité modifiée est calculée en considérant la concentration en fer
magnétique encore présent en solution, a partir du dosage du fer libre (partie précédente page 125).
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Figure 100 : Evolution de T, (a), r2 (b) et ry’ (c) au cours du temps pour des suspensions de nanoparticules de maghémite
dans différents milieux de dégradation. Milieu A: grande quantité d’acide citrique (24,4 mM) ; milieu E : quantité
intermédiaire d’acide citrique (4,4 mM) ; milieu C : peu d’acide citrique (10 mM).

Le temps de relaxation transverse T, dans le milieu A augmente fortement avant de se stabiliser aux
alentours de 100 ms au bout de 14j, et ce pour les nanoparticules de maghémite acides et citratées
(Figure 100a). Cette valeur est une valeur intermédiaire aux temps de relaxation mesurés pour des
solutions de fer Il et fer Ill & la concentration de 9 mM (245 ms et 10 ms respectivement pour Fe?* et
Fe*). Nous considérons une concentration de 9 mM car c’est la concentration en fer initialement
introduite au sein des milieux de dégradation : c’est donc la concentration en fer libre que nous devons
avoir apres dégradation totale des nanoparticules de maghémite dans le milieu A.

L’explication envisagée a cette valeur intermédiaire est la suivante : au cours de la dégradation, du
fer Il est libéré en solution. L'oxygéne dissout dans le milieu peut alors oxyder celui-ci en fer lll, ce qui
induit une diminution du temps de relaxation T, par rapport a celui d’une solution de fer Il pur.
Cependant, les tubes étant scellés au parafilm, la quantité d’oxygene présent au sein du milieu est
limitée. Tout le fer Il ne peut pas étre transformé en fer Ill. La solution finale est alors un mélange
d’ions Fe?* et d’ions Fe*, a une concentration en fer totale de 9 mM, et possédant donc un temps de
relaxation intermédiaire a ceux des ions purs en solution. La dégradation des nanoparticules de
maghémite peut alors étre considérée comme compléte, une partie du fer Il libéré au cours de la
dégradation s’étant transformé en fer Il sous action de I'oxygéne dissout dans le milieu.

Par ailleurs, le temps de relaxation transverse augmente moins rapidement dans le milieu E avant
de se stabiliser a une valeur inférieure a celle obtenue dans le milieu A, aux alentours de 2 ms. Il y a
donc dégradation des nanoparticules dans ce milieu, mais dégradation seulement partielle. Enfin, dans
le milieu C, le temps de relaxation transverse n’évolue pas de fagon significative, indiquant une absence
de dégradation.
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De plus, la Figure 100b indique que la relaxivité réelle r, diminue au cours de la dégradation dans
les milieux A et E, alors qu’elle est constante dans le milieu C. Ce qui est cohérent avec I’évolution des
temps de relaxation T, dans les différents milieux et I'absence de variation de la concentration totale
en fer. Si I'on veut prendre en compte les variations de concentration en fer magnétique, responsable
du changement de vitesse de relaxation des protons de I'eau, il faut considérer la relaxivité modifiée,
r’. Comme observé sur la Figure 100c, celle-ci est constante dans le milieu C, comme la relaxivité réelle
r,. Ce résultat est cohérent avec une absence de dégradation des nanoparticules de maghémite. Au
contraire, dans le milieu A, cette relaxivité modifiée r,’diminue fortement au cours de la dégradation.
Cette évolution laisse supposer une dégradation de type progressif, au cours de laquelle toutes les
particules sont consommeées en méme temps par 'acide citrique, et ce suffisamment lentement pour
qu’une modification de leur taille influence le signal mesuré par relaxométrie?®®. En effet, si le
mécanisme de dégradation était de type « tout ou rien », r;’ resterait constant. Cette tendance
observée, associée a |’évolution des diametres hydrodynamiques et magnétiques des particules, nous
permet de dire que la taille évolue au cours de la dégradation et que les nanoparticules sont dégradées
petit a petit.

En conclusion, la concentration en acide citrique et donc le pH initial (4,55 ; 4,8 ou 6,9) du milieu ont
une forte influence sur la dégradation des nanoparticules. A trés faible concentration en citrate (autour
de 10 mM) a pH neutre, les nanoparticules de maghémite ne sont pas dégradées. L’augmentation de
la concentration en acide citrique a pH acide va entrainer une accélération de la vitesse de dégradation
des nanoparticules. A concentration en agent chélatant du fer équivalente a celle des lysosomes (24,4
mM), les nanoparticules de maghémite sont totalement dégradées au bout de 14 jours. C’est cette
concentration qui va nous intéresser pour la suite.

Dans la suite de I'étude, I'expression particules nues fera référence a I'absence de polymeére couplé
a celles-ci et désignera par abus de langage les nanoparticules de maghémite acides (partie 2.3) ou
citratées (partie 3).

2.3. Influence du polymere imprimé

Nous venons donc de voir que I'acide citrique, agent chélatant du fer, était capable de dégrader les
nanoparticules de maghémite. Pour ce faire, il a besoin d’avoir acces a la surface des nanoparticules.
C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a I'influence du PEP sur la vitesse de dégradation du coeur
d’oxydes de fer. Pour ce faire, nous avons placé dans le milieu A (pH = 4,55 ; [acide citrique] = 24,4
mM) des nanoparticules nues, ou alors hybrides possédant un polymeére de différentes épaisseurs
comportant des empreintes de GFP.

Les comportements de deux nano-objets hybrides différents ont été étudiés. Les objets les plus
petits possedent la plus petite composante organique (Tableau 12), et ont été considérés comme ayant
le polymére le plus fin. Par la suite, les nano-objets hybrides y-Fe,0;@PEP-GFP fluorescents seront
appelés uniquement PEP f (fin) et PEP e (épais).

Dénomination Diameétre (nm) (DLS) Perte de masse (%) (ATG, 200-600°C)
Particule nues 13,9+1,9 0%

PEP f 256 £ 45 20%

PEP e 494 + 147 24%

Tableau 12 : Caractéristiques des différents nano-objets hybrides ayant des épaisseurs de polymeére différentes.
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Chapitre 4 : Dégradation des hybrides y-Fe,O3;@PEP en amas cellulaires

La dégradation de la maghémite a été suivie en employant les méthodes suivantes : suivi visuel
direct, dosage du fer libre en solution et mesure de temps de relaxation transverse, pour avoir acces a
la relaxivité modifiée r,’, ainsi que mesure du rayon hydrodynamique par DLS.

Les solutions de nanoparticules de maghémite recouvertes PEP-GFP étant fortement colorées, un
premier suivi de la dégradation a de nouveau été fait par observation a I'ceil nu de la couleur des
suspensions. Comme les images de la Figure 101 le montre, le changement de couleur est bien plus
rapide pour les nanoparticules nues que pour les nano-objets hybrides y-Fe,0s@PEP-GFP. En effet, a
7 jours la décoloration est totale pour les nanoparticules nues tandis qu’il faut attendre 22 jours pour
les hybrides au polymére fin, et 28 jours pour les hybrides au polymeére épais, dans le méme milieu de
dégradation (pH = 4,55 ; [acide citrique] = 24,4 mM). La présence du polymére permet donc de ralentir
la dégradation des oxydes de fer. Cependant, le polymére étant poreux, |'acide citrique finit par
parvenir jusqu’aux nanoparticules magnétiques, induisant in fine leur dégradation, a I'origine du
changement de couleur de la suspension.
0j 8] 22j 28j

Particules nues

PEP f

PEP e

Particules hybrides |Particules hybrides

Figure 101 : Photographie des suspensions de nanoparticules nues et y-Fe;O;@PEP-GFP au cours de la dégradation.

Le fer libre en solution, issu de la dégradation et séparé des particules en suspension par filtration,
a été dosé par AAS. Sur la Figure 102a, on peut voir que la quantité de fer libre présent en solution
augmente moins rapidement pour les nano-objets hybrides que pour les nanoparticules nues,
atteignant le palier de fin de dégradation au bout de 14 jours environ pour les hybrides au polymere
fin (turquoise) et 20 jours pour les hybrides au polymere épais (orange) contre 7 jours pour les
nanoparticules nues (bleu). Ce qui confirme I'hypothése formulée précédemment concernant une
dégradation totale mais ralentie par la présence du polymére imprimé des nanoparticules y-Fe,0s.
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Figure 102 : Evolution au cours de la dégradation de la quantité de fer libre en solution (a) et du diamétre hydrodynamique
(b) pour des nanoparticules de maghémite nues ou associées a un polymére a empreintes d’épaisseur variable (f : fin, e :
épais). Noir : quantité maximale de fer libérable.

La Figure 102b montre que la taille des nano-objets hybrides reste constante au cours du temps.
L’acide citrique seul n’induit pas de dégradation du polymeére.

Comme on peut le voir sur la Figure 103a, les temps de relaxation T, des suspensions de
nanoparticules nues ou hybrides n’évoluent pas du tout de la méme maniére au cours de la
dégradation. En effet, pour les nanoparticules nues, T, ne fait qu’augmenter avant de se stabiliser aux
alentours de 100 ms au bout de 14 jours. Tandis que pour les nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP,
le temps T, commence par diminuer puis cette tendance va s’inverser et T, va augmenter avant de se
stabiliser, au bout de 18 jours pour le PEP f et de 25 jours pour le PEP e. Le fait d’obtenir, dans tous les
cas, un plateau pour des valeurs de T, tres similaires nous laisse penser que I’évolution du temps de
relaxation présentée ici confirme la dégradation des nanoparticules de maghémite, déja supportée par
les observations directes et les dosages de la quantité de fer libre effectués. Nous avons cependant
cherché a comprendre un peu plus en détails les phénomeénes a 'origine de la différence d’allure des
courbes d’évolution de T, au cours de la dégradation.
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Figure 103 : Evolution de T, au cours du temps. (a) Suspensions de nanoparticules de maghémite nues ou associées a un
polymére a empreintes. (b) Solutions d'ions Fe?* ou de nanoparticules de maghémite dont on fait varier la concentration
au cours du temps afin de mimer la dégradation des nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-GFP. (c) Modélisation de
I’évolution de T, et comparaison avec les données expérimentales.

Au cours de la dégradation, les solutions étudiées par relaxométrie contiennent a la fois des
nanoparticules de maghémite, et donc du fer dit magnétique, et des ions ferreux (et ferriques). La
concentration en fer magnétique diminue au fur et a mesure que les particules sont dégradées, tandis
que la concentration en ions libres augmente. Afin de mieux appréhender I'influence de ces deux
phénoménes sur I'évolution du temps de relaxation T,, nous avons réalisé les deux expériences
suivantes :
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e Un premier tube contient du milieu de dégradation A (pH = 4,55) auquel des ions Fe?* sont
ajoutés graduellement de facon a avoir, chaque jour de dégradation supposée, une
concentration totale équivalente a la concentration en fer libre mesurée par AAS. Comme on
peut le voir sur la Figure 103b en violet, T, diminue lorsque la quantité de fer libre augmente, et
donc lorsque I'on avance dans la dégradation.

e Dans un second tube, nous avons préparé une solution de nanoparticules de maghémite (pour
une concentration en fer de 9 mM) dans le milieu A. Cette solution est diluée chaque jour afin
d’obtenir une concentration en fer magnétique (i.e. en fer encore présent au sein des
nanoparticules) équivalente a celle déduite des dosages AAS, avant de mesurer le temps de
relaxation T.. Ceci permet de modéliser tres simplement l'influence du fer magnétique sur le
temps de relaxation. Comme on peut le voir sur la Figure 103b en fuchsia, T, augmente lorsque
la quantité de fer magnétique diminue, et donc lorsque I'on avance dans la dégradation.

Au vu de ces deux expériences nous pouvons en conclure que la libération d’ions Fe?* va induire une
diminution de T,. C’'est I'effet dominant au début de la dégradation. Tandis que la diminution de la
guantité de fer magnétique dans les nanoparticules de maghémite va induire une augmentation de
celui-ci, et sera I'effet prédominant les derniers jours de dégradation. On propose alors le phénomene
suivant pour expliquer I'évolution du temps de relaxation des suspensions de nano-objets hybrides y-
Fe,O;@PEP-GFP :

e Aux premiers jours de la dégradation, les nanoparticules de maghémite sont emprisonnées au
sein du polymere, qui agit comme une couche isolante vis-a-vis de I'eau extérieure. Ce sont alors
les ions ferreux libérés au cours de la dégradation (et les ions ferriques résultants), libres de
diffuser ol bon leur semble, qui domineront |'évolution de To.

e Puis les nanoparticules de y-Fe,03; deviennent suffisamment petites pour diffuser au sein du
polymeére, trés poreux rappelons-le car il laisse diffuser des protéines. Ces particules peuvent
alors sortir du PEP et se retrouvent en solution. On se rapproche alors d’un systéme contenant
simplement des nanoparticules nues en cours de dégradation avec un T, qui augmente avant
de se stabiliser une fois toutes les particules consommées.

e La transition entre les deux régimes est beaucoup plus franche pour les nano-objets hybrides
PEP f que pour les PEP e. Cela peut s’expliquer par I'épaisseur des polymeres. Dans le premier
cas, le polymere est relativement fin : les nanoparticules peuvent le traverser rapidement et
toutes d’un coup. Tandis que dans le cas d’un polymere plus épais, les particules de maghémite
les plus proches du bord du polymere atteignent le milieu extérieur avant les autres. La
libération est plus progressive, de méme que le changement de régime.

Intéressons-nous maintenant a I’évolution des relaxivités réelle r, et modifiée r;’. La relaxivité réelle
r, (Figure 104a) prenant en compte la concentration totale en fer, libre ou magnétique au sein des
nanoparticules de maghémite, est inversement proportionnelle au temps de relaxation transverse T,,
ce qui explique son évolution au cours du temps. Nous pouvons ensuite observer Figure 104b que la
relaxivité modifiée r,’ des nano-objets hybrides augmente durant les 15 premiers jours avant de se
stabiliser, a une valeur pres de dix fois supérieure a la valeur initiale. Il semblerait donc que cette fois
encore le mécanisme de dégradation corresponde plutét a une situation dans laquelle plusieurs
particules sont attaquées en méme temps, entrainant une diminution de leur taille. Cela se comprend
d’autant plus ici que I'acces aux particules est rendu difficile par le polymere. Seules quelques
molécules d’acide citrique peuvent avoir simultanément accés a une particule, ce qui réduit la vitesse
de dégradation, et laisse le temps de percevoir une évolution de la taille de la maghémite.
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Figure 104 : Evolution de r; (a) et ry’ (b) au cours du temps pour des suspensions de nanoparticules de maghémite nues
(bleu) ou associées a un polymére a empreintes de protéines (turquoise : fin et orange : épais).

En conclusion, le polymére a une forte influence sur la dégradation des nanoparticules. La couche
polymére présente a la surface des nanoparticules isole le cceur maghémite du milieu de dégradation
et de I'acide citrique environnant. Plus le polymére sera épais et plus cet effet sera important, se
traduisant par une dégradation plus lente. Cependant, cette couche étant poreuse, |’acide citrique finit
par pénétrer dans le polymeére et atteindre le cceur, induisant tout de méme une dégradation totale
des nanoparticules de maghémite.

2.4. Influence de I'enzyme

Comme nous venons de le voir, la présence d’un polymere permet d’isoler le cceur de maghémite
en présence d’acide citrique dans le milieu de dégradation. Cependant, nous savons qu’il existe des
enzymes hydrolases dans les lysosomes, lieu de dégradation intracellulaire des oxydes de fer. Ces
enzymes sont susceptibles de dégrader le polymére et c’est pourquoi nous nous intéressons
maintenant a leur influence sur la dégradation des hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP.

Pour ce faire, nous avons placé des nanoparticules y-Fe,Os@PEP-GFP dans des milieux de
dégradation contenant différentes enzymes, pouvant étre présentes au sein des lysosomes telles que
le pronase et la glucosidase. Les particules étudiées ici sont celles présentant la couche polymere la
plus épaisse (Tableau 12) et pour lesquelles I'effet du polymere sur la dégradation des nanoparticules
de maghémite était le plus marqué. Les différentes enzymes étudiées sont le lysozyme (milieu B), le
pronase (milieu F) et une glucosidase (milieu G). Les résultats obtenus en absence d’enzyme (milieu
A), déja présentés en partie 2.4 sont rappelés ici a titre de comparaison. Les milieux de dégradation
sont décrits plus en détails a la partie 2.1 du présent chapitre.

Comme le montre les images ci-dessous (Figure 105), la décoloration des suspensions est plus rapide
dans le milieu G que dans le milieu A. Ainsi, la présence de glucosidase accélére la dégradation des
nanoparticules de maghémite, probablement en dégradant le polymére. La décoloration apparait
également plus rapide dans le milieu F que dans le milieu A, méme si cette différence est moins
flagrante qu’avec le milieu G. Au contraire, la décoloration des suspensions est ralentie en présence
de lysozyme (milieu B) comparativement a I'absence d’enzyme (milieu A), comme si celle-ci empéchait
I'acide citrique d’accéder aux nanoparticules d’oxyde de fer magnétique.

133



Chapitre 4 : Dégradation des hybrides y-Fe,03;@PEP en amas cellulaires

Figure 105 : Photographie des suspensions de nano-objets y-Fe,03;@PEP-GFP dans des milieux de dégradation contenant
différentes enzymes au cours du temps. A : absence d’enzyme, B : lysozyme, F : pronase, G : glucosidase.

Afin d’infirmer ou confirmer I’hypothése formulée ci-dessus sur les vitesses de dégradation relatives
des nano-objets hybrides en fonction de I'enzyme présente dans le milieu, le fer libre en solution, a
été dosé par AAS. Comme observable sur la Figure 1063, la quantité de fer libre présent en solution
augmente au cours du temps avant d’atteindre un plateau. Celui-ci est atteint plus ou moins vite en
fonction de la nature de I'enzyme. En présence de glucosidase, la quantité de fer libre évolue plus
rapidement que pour les nano-objets en absence d’enzyme. Cependant, en présence de lysozyme ou
de pronase, cette dégradation est ralentie. Une hypothése pour expliquer ce phénomeéne est la
suivante. La glucosidase, en tant qu’enzyme hydrolase, va cliver le polymeére et ainsi libérer I'acces a la
surface des nanoparticules de maghémite. Tandis que le pronase, n’étant pas une enzyme hydrolase,
et le lysozyme, ne se trouvant pas a son pH d’action optimal, n’auront pas d’effet dégradant sur le
polymére. lls peuvent cependant induire une obstruction partielle de la porosité du PEP, augmentant
la difficulté pour I'acide citrique d’accéder aux nanoparticules d’oxyde de fer magnétique.
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Figure 106 : Evolution au cours du temps de la quantité de fer libre en solution (a) et du diamétre hydrodynamique (b)
pour des nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-GFP en présence de différentes enzymes. Noir : quantité maximale de fer
libérable.

Ensuite, le diamétre des nanoparticules hybrides a été mesuré par DLS. La Figure 106b montre que
la présence d’enzymes dans le milieu de dégradation entraine une diminution de la taille des nano-
objets hybrides, de maniére plus ou moins rapide en fonction de la nature de I'enzyme. En effet, la
diminution de taille est significative dés le 9™ jour de dégradation en présence de glucosidase, alors
qu’il faut attendre le 15°™ jour pour que cet effet soit clairement observable en présence de lysozyme
ou de pronase. Cette diminution de la taille peut étre due a un clivage du polyacrylamide, mais elle
peut également étre un artefact de mesure.

En effet, les distributions de taille mesurée par DLS sont monomodales mais tres larges. Elles
peuvent moyenner les effets, et donc les distributions de tailles, dus :

e Aux nano-objets hybrides en cours de dégradation, ayant gardé leur diamétre initial ou dont le

polymeére a été clivé

e Ades agrégats de nanoparticules libérés du polymeére au cours de leur dégradation

e Ades petits morceaux de polymére, détachés par I'action des enzymes.
La seule évolution des diameétres hydrodynamiques des nano-objets hybrides ne permet donc pas de
conclure sur une éventuelle dégradation du polymére sous I'action des enzymes présentes dans le
milieu.

Afin de confirmer la découpe du polymere par les enzymes, les nano-objets hybrides ont été
observés en MET avant et apres dégradation dans les milieux ne contenant pas d’enzyme ou alors
contenant de la glucosidase (Figure 107). Les grilles de microscopie étant en carbone, nous avons
cherché a améliorer le contraste du polymére, en employant un colorant commercial, nommé
Uranyless (Delta Microscopie), suivant le protocole décrit sur le site du fournisseur?¥’.

Avant dégradation, les nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP ont une taille moyenne de 430 nm
(Figure 107a), ce qui est cohérent avec le diameétre hydrodynamique mesuré de 494 nm. Apres
dégradation dans le milieu A, en absence d’enzyme, on observe des particules de polymére d’environ
500 nm, ce qui est cohérent avec les diamétres hydrodynamiques mesurés (Figure 107b). Cela conforte
le fait que I'acide citrique et les citrates ne peuvent induire une dégradation du polymere. On observe
également sur les clichés de microscopie des trous au sein du polymere, de diametre proche de 10 nm.
Il peut s’agir des cavités laissées par les nanoparticules de maghémite apres leur dégradation par
I'acide citrique.
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Apres dégradation dans A (absence d’enzyme) Aprés dégradation dans G (présence de glucosidase)
Figure 107 : Images MET des particules avant (a) et aprés dégradation dans différents milieux, contenant (c) ou non (b) une
enzyme.

Apres dégradation dans le milieu G, en présence de glucosidase, on peut observer deux familles de
particules polymere de tailles distinctes (Figure 107c). D’une part, nous pouvons voir de nombreuses
petites particules de taille variant entre 100 nm et 150 nm (fleche sur la Figure 107c). D’autre part, des
grosses particules de taille proche de 700 nm sont également observables, en quantité bien plus faible.
Ainsi, la glucosidase est susceptible de cliver le polymere, et I’évolution du diametre hydrodynamique
moyen mesuré par DLS (Figure 106b) rend compte de cette dégradation du PEP. La MET permet de
confirmer la disparition des nanoparticules de maghémite, et la possible dégradation du polymere par
la glucosidase.

Nous nous sommes également intéressés a 'influence de la dégradation des nanoparticules sur le
temps de relaxation T, des protons de I'eau, et I'évolution de celui-ci au cours du temps en présence
des différentes enzymes. Afin de s’affranchir des différences éventuelles dans les quantités initiales de
fer magnétique présent, et des modifications du temps de relaxation dues a la présence de celles-ci,
nous allons nous concentrer sur les valeurs de relaxivité modifiée, en plus du temps de relaxation
transverse T,. Les valeurs de r;’ sont calculées a partir de la quantité de fer magnétique encore présent
en solution, déduite des dosages présentés Figure 106.

La Figure 108a nous montre que le temps de relaxation T, des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-
GFP évolue de la méme maniere dans les différents milieux de dégradation, mais suivant des vitesses
différentes. Le temps de relaxation T, diminue, se stabilise plus ou moins longtemps a sa valeur
minimale avant d’augmenter de nouveau et d’atteindre un plateau aux alentours de 100 ms. D’aprés
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les résultats de la section 2.2 du présent chapitre, la diminution de T, signifie que la dégradation des
nanoparticules a bien lieu. L’évolution du temps de relaxation transverse peut étre interprétée comme
précédemment en I'absence d’enzymes. Au début de la dégradation, les particules de maghémite sont
au sein du polymere. Celui-ci les isole, au moins en partie, du milieu extérieur, et I'’évolution du temps
de relaxation est surtout liée aux ions fer (Il ou lll) présents dans le milieu. Une fois la dégradation
suffisamment avancée, les nanoparticules de maghémite deviennent suffisamment petites pour
diffuser au sein du polymeére et s’en libérer. On se retrouve dans une situation similaire a celle que I'on
avait pour les nanoparticules nues, et I’évolution du temps de relaxation est alors principalement liée
a la dégradation de ces particules d’'oxyde de fer. Si I'on s’intéresse maintenant de plus prés a
I'influence de chacune des enzymes, on peut remarquer que T, atteint son plateau plus lentement en
présence de lysozyme qu’en absence d’enzyme, ou qu’en présence de pronase ou de glucosidase. On
peut donc supposer que la présence de glucosidase ou de pronase facilite la dégradation de la
maghémite, au contraire du lysozyme, méme si la dégradation des nanoparticules reste totale en leur
présence.
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Figure 108 : Evolution de T, (a), r. (b) et ry’ (c) au cours du temps pour des suspensions de nano-objets hybrides y-
Fe,O;@PEP-GFP en présence de différentes enzymes.

La présence d’enzymes dans le milieu de dégradation ne modifie pas I'allure de I'évolution de la
relativité r,. Celle-ci va augmenter plus ou moins fortement avant de redescendre et de se stabiliser
aux alentours de 1,1 M .ms (Figure 108b). Cette évolution de r, est cohérente avec celle de T, car 'on
considere ici la concentration totale en fer, qu’il soit libre en solution ou encore présent sous forme de
fer magnétique au sein des nanoparticules de maghémite. Cette concentration est donc constante et
I’évolution de r; est inversement proportionnelle a celle de To.

Si I'on regarde maintenant I'évolution de la relaxivité modifiée r,’ des nano-objets, nous pouvons
voir Figure 108c qu’elle augmente plus ou moins rapidement en fonction de la nature de I'enzyme
présente dans le milieu dégradation, avant d’atteindre un plateau. L’évolution perceptible des valeurs
de ry" au cours du temps confirme I’hypothése formulée d’un mécanisme de dégradation permettant
de percevoir une évolution de la taille des nanoparticules. En effet, si le mécanisme de dégradation
était de type « tout ou rien », ry’ serait constant. L'augmentation de r;’ traduit donc un mécanisme de
dégradation « progressif » pour lequel toutes les nanoparticules présentes sont dégradées a la méme
vitesse, entrainant une diminution de leur taille moyenne.

En conclusion, la présence d’enzymes dans le milieu de dégradation peut modifier celle-ci. De
maniere générale, certaines enzymes peuvent cliver le polymére, comme nous avons pu I'observer lors
des mesures DLS, facilitant I'accés de I'acide citrique aux nanoparticules de maghémite.
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3. Etude de la dégradation et de la toxicité en amas cellulaire

Les études précédentes, réalisées in vitro, nous ont permis d’avoir une idée du mécanisme et surtout
de la cinétique de dégradation des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP. Nous cherchons
maintenant a comprendre la dégradation de ces objets en amas cellulaires. Pour ce faire, les particules
hybrides dénotées PEP f dans la partie précédente ainsi que des nanoparticules citratées (appelées
nues pas abus de langage et par référence a I'absence de polymére) ont été incubées avec des
cellules souches mésenchymateuse humaines, puis leur dégradation a été suivie au cours du temps.

Lors de I'’étude en tampon lysosomal, nous n’avions pas observé de variations significatives dans les
vitesses de dégradation des particules de maghémite acides et citratées. Ainsi, les nanoparticules
citratées peuvent servir de controle lors de I'étude de la dégradation des objets hybrides en amas
cellulaires, bien que ceux-ci aient été synthétisés a partir des nanoparticules acides. De plus, nous
avons fait le choix de travailler avec I'objet hybride PEP f car il possede une couche de polymere
suffisamment épaisse pour ralentir la dégradation des nanoparticules de maghémite tout en étant
assez petit pour étre stable en solution le temps d’éviter la formation d’agrégats avant internalisation
par les cellules.

Les résultats présentés ici ont été obtenus en collaboration avec Claire Wilhelm et Alberto Curcio,
du laboratoire Matiére et Systémes Complexes (MSC), de I'Université Paris Diderot, qui ont cultivé les
cellules, formé les sphéroides et effectué les études préliminaires sur les interactions particule-cellule.

3.1. Sphéroides de cellules souches mésenchymateuse humaines
3.1.1.Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses sont des cellules non encore différenciées présentes dans
certains tissus de I'organisme adulte, tels que la moelle osseuse?®, les tissus adipeux?*, le sang du
cordon ombilical®® ou dans le fluide amniotique??. Ces cellules sont par la suite capables de se
différencier en cellules osseuses (ostéoblastes), cartilagineuses (chondrocytes), ou adipeuses®>?2%4,
Isolées a la fin des années 1960 par Friedenstein®®, les cellules souches mésenchymateuses font
depuis I'objet d’études intensives, afin de déterminer in vitro les mécanismes de leur différenciation,
et de développer des thérapies personnalisées, par exemple pour des pathologies ayant entrainé la
perte d’une grande masse osseuse®®%’, Lorsque I'on observe ces cellules en microscopie optique, on
peut remarquer gu’elles sont trés fines et allongées?®.

r i
J

Figure 109 : Cellules souches mésenchymateuses humaines. Grossissement x40.
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3.1.2.Intérét de travailler avec des sphéroides de cellules

La dégradation des nanoparticules magnétiques est le plus souvent étudiée dans des milieux trop
simples ou trop complexes. Il faut alors envisager un nouveau modele biologique intermédiaire.
Récemment, de plus en plus de groupes ont proposé de complexifier les études in vitro en étudiant
certains phénomenes non plus sur cellules uniques mais sur amas cellulaires, ou sphéroides. Formé
suivant un mécanisme proche de la différentiation chondrogénique, des sphéroides sont composés
d’environ 200.000 cellules ayant au préalable été incubées avec les nanoparticules dont on souhaite
étudier la dégradation. Un tel systeme permet l'étude de la dégradation en temps réel de
nanoparticules a I’échelle de la cellule de facon quantitative et sur le long terme?*,

Les avantages des sphéroides sont les suivants. Une fois ceux-ci formés, les cellules arrétent de se
reproduire et commencent a produire une matrice extracellulaire riche en collagéne et en fibronectine.
Les cellules seront ainsi proches de leur état dans les tissus, en contact entre elles et en présence de
matrice extracellulaire. Cette derniére va également permettre leur survie jusqu’a deux mois et donc
la réalisation d’études sur le long terme. Enfin, le systeme considéré est un systeme fermé. Les cellules
ne pouvant pas se reproduire, il n’y aura pas de variations de leur nombre au cours du temps. Les
mesures effectuées seront alors quantitatives, et les variations des signaux observées dues
uniquement a la dégradation des nanoparticules et non pas aux cellules elles-mémes.

3.2. Etudes préliminaires sur les interactions particules - cellules

3.2.1.Entrée des particules dans les cellules

Des premiers tests ont été effectués par Claire Wilhelm et Alberto Curcio au laboratoire MSC (Paris
Diderot). Ils ont pour ce faire dilué les nano-objets hybrides dans un milieu de culture cellulaire trés
largement employé lors de l'incubation de nanoparticules de maghémite, le RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium), a différentes concentrations allant de 0,05 a 1 mM en fer. Les particules
ont été incubées avec des cellules souches mésenchymateuses durant 4h puis ces dernieres ont été
lavées afin d’éliminer les particules non internalisées mais fixées sur la membrane plasmique externe,
avant d’étre observées par microscopie optique et analysées par magnétophorese pour déterminer la
quantité de fer magnétique au sein de chaque cellule.

Aprés 4h d’incubation, une partie des cellules incubées avec les particules hybrides aux
concentrations 0,5 mM et 1 mM sont mortes, contrairement a ce qui a été obtenu pour les
nanoparticules de maghémite citratées. A ces deux concentrations avec ce temps d’incubation, les
nano-objets hybrides sont fortement toxiques pour les cellules. Cependant, les concentrations
inférieures (de 0,05 mM a 0,25 mM) n’ont engendré aucune mort cellulaire visible. On se focalisera
donc sur des concentrations appartenant a cette gamme pour la suite de notre étude.

Les mesures de la charge en fer des cellules par magnétophoréese ont démontré une bonne
internalisation des nano-objets. En effet, comme on peut le voir sur la Figure 110, la masse de fer
magnétique par cellule augmente avec la concentration initiale en fer présente au début de
I'incubation. La Figure 110 nous indique également que les nanoparticules hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP
pénetrent au sein des cellules aussi bien que les nanoparticules citratées de maghémite, caril n’y a pas
de différences significatives de la charge en fer des cellules dans les deux cas. Enfin, on peut remarquer
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la quantité élevée de fer présente au sein des cellules aprées incubation, trop importante pour pouvoir
ensuite suivre la dégradation des oxydes de fer. En effet, pour ce faire, il faut usuellement des quantités

de fer comprises entre 2 et 10 pg par cellule, selon une étude préliminaire menée par Claire Wilhelm
(résultats non publiés).
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Figure 110 : Evolution de la charge en fer par cellule en fonction de la concentration initiale en fer ayant été incubée.

Ainsi, les études préliminaires ont permis d’arriver a trois conclusions :
e Les concentrations en fer allant de 0,05 mM a 0,25 mM pour les particules hybrides ne
présentent pas de toxicité aigle.
e Les particules hybrides pénetrent a lintérieur des cellules aussi facilement que les
nanoparticules citratées.
e 4h d’incubation conduit a I'obtention d’une charge en fer beaucoup trop importante.
Au vu de ces résultats, il a été décidé que pour I’étude de la dégradation, les particules (hybrides ou
citratées pour le contréle) seraient incubées uniquement 30 minutes avec les cellules, et que trois
concentrations seraient étudiées : 0,05 mM, 0,1 mM et 0,2 mM.

3.2.2.Cytotoxicité des nano-objets hybrides et test de viabilité cellulaire

La cytotoxicité des nanoparticules de maghémite, recouvertes ou non de polymere a empreintes de
protéines, ainsi que du polyacrylamide sous forme de nanoparticules, a été déterminée par mesure du
signal de fluorescence émis par la résorufine, aprés formation de celle-ci au sein des mitochondries
des cellules viables. Ces résultats ont été obtenus par Alberto Curcio. La Figure 111 présente I'activité
métabolique résiduelle de cellules ayant été en contact avec les différents objets étudiés et suivant
différentes conditions expérimentales :

e La nature des cellules en contact avec les nano-objets (cellules souches mésenchymateuses ou

PC3 : cellules cancéreuses human prostate adenocarcinoma)

e Ladurée d’incubation des nano-objets (30 min ou 2h)

e La concentration des nano-objets dans le milieu de culture (C, : 0,05 mM en fer ou 6,1 mg/mL
en polymeére ; Cp : 0,1 mM en fer ou 12,2 mg/mL en polymeére ; C. : 0,2 mM en fer ou 24,4 mg/mL
en polymere)

Dans un premier temps, nous cherchons a déterminer I'influence des concentrations initiales, des
temps d’incubation, et des lignées cellulaires employées sur la toxicité des différentes particules. La
premiere observation que I'on peut faire en regardant la Figure 111, c’est que quelle que soit la
concentration initiale en particules ou le temps d’incubation de celles-ci, la perte d’activité
métabolique est plus faible pour les cellules cancéreuses de type PC3 (colonne de droite) que pour les
cellules souches mésenchymateuses (colonne de gauche). Les cellules cancéreuses sont plus
résistantes aux agressions extérieures que les cellules souches. La deuxieme observation a faire, c’est
gu’a lignée cellulaire et temps d’incubation identique, I'activité métabolique des cellules diminue
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lorsque la concentration initiale en particules augmente. Comme attendu, la toxicité des différentes
particules dépend de leur concentration, et sera d’autant plus élevée que la concentration est forte. Il
en va de méme pour la durée d’incubation des particules. Lorsque celle-ci dure plus longtemps, les
cellules vont en internaliser plus, ce qui peut expliquer une augmentation de leur toxicité. Ici, ce n’est
pas la nature des particules qui est influente mais plus leur concentration. Il est intéressant de
remarquer que pour les particules a la concentration C,, varier le temps d’incubation ne semble pas
avoir d’effet sur I'activité métabolique des cellules.
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Figure 111 : Viabilité cellulaire a 24h de différentes lignées apreés incubation avec plusieurs types de particules (y-Fe;0s, y-
Fe,03;@PEP-GFP, polyacrylamide) comparativement aux cellules contrdle suivant différentes conditions expérimentales
(concentration C,, C, ou C. ; incubation durant 30 min ou 2h).

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés de facon plus précise a la toxicité des
différentes nanoparticules sur les cellules souches mésenchymateuses apres une incubation de 30 min,
car il s’agit des conditions expérimentales qui seront par la suite mises en ceuvre lors de la formation
des sphéroides cellulaires pour I'étude de dégradation (Figure 111, en haut a gauche). On peut tout
d’abord remarquer que les nanoparticules nues ne présentent pas de toxicité significative vis-a-vis des
cellules souches et cancéreuses (en violet sur la figure). En effet, méme avec une concentration initiale
C. les cellules conservent au minimum 97% de leur activité métabolique. Les particules de
polyacrylamide ont un effet légerement plus marqué car pour la concentration C. l'activité
métabolique résiduelle descend a 94% de I'activité initiale (en jaune sur la Figure 111). Mais aucun
effet n’est visible pour les concentrations inférieures. Enfin, la cytotoxicité des nano-objets hybrides
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(en vert sur la figure) semble se manifester pour des concentrations plus faibles que pour chacune de
ses composantes considérées séparément. En effet, dés la concentration Cy, les nano-objets hybrides
font diminuer I'activité métabolique des cellules de fagcon importante. L'explication envisagée est la
suivante : les cellules savent gérer I'afflux d’oxyde de fer sous forme de nanoparticules de maghémite,
et comment les métaboliser afin de réduire leur effet nocif, mais la présence du polymére autour de
celles-ci diminue leur accessibilité. Les agents de dégradation intracellulaire auront alors plus de mal a
atteindre les oxydes pour les métaboliser, augmentant alors leur toxicité.

Il est classiquement considéré que les nanoparticules ne présentent pas de cytotoxicité aigue tant
que l'activité métabolique résiduelle est de plus de 75%. Pour les trois concentrations testées ici et un
temps d’incubation de 30 min, la perte d’activité métabolique est au maximum de 15%. La toxicité des
nano-objets hybrides étant jugée suffisamment faible, il a été décidé de former des sphéroides
cellulaires contenant ces objets pour étudier leur dégradation sur plusieurs jours avec les conditions
expérimentale suivantes :

e Cellules souches mésenchymateuses

e Incubation durant 30 min avec des particules de maghémite citratées ou des nano-objets
hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP

e Trois concentrations initiales différentes des nano-objets dans le milieu de culture (C, : 0,05 mM
en fer ou 6,1 mg/mL en polymeére ; Cy, : 0,1 mM en fer ou 12,2 mg/mL en polymére ; C.: 0,2 mM
en fer ou 24,4 mg/mL en polymére)

3.3. Dégradation des nano-objets y-Fe,Os@PEP-GFP dans les sphéroides cellulaires

Nous avons dans un premier temps cherché a vérifier la formation des sphéroides cellulaires et pour
ce faire avons pris des clichés a I'aide d’un appareil photo. On peut observer sur la Figure 112 qu’au
cours des premiers jours de maturation, le culot cellulaire obtenu aprés centrifugation se compacte et
s’arrondit pour former un sphéroide, comme précédemment reporté dans la littérature?®. Ainsi, les
nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP n'interférent pas avec l'adhérence et le processus de
maturation des cellules souches. Il sera donc pertinent d’étudier ces sphéroides cellulaires pour
s’intéresser a la dégradation des nano-objets.

Figure 112 : Photographies de la formation et la maturation d'un sphéroide au cours du temps, dans un tube en plastique
rempli de milieu de culture. Barre d'échelle : 2 mm.

Dans un deuxiéme temps, nous avons mesuré les temps de relaxation transverse T, de sphéroides
cellulaires (un a la fois) plongés dans un tampon PBS (phosphate buffered saline). Les résultats obtenus
sont présentés sur la Figure 113.
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Figure 113 : Evolution du temps de relaxation T, des sphéroides cellulaires a différents jours au cours de la dégradation
des oxydes de fer.

Comme nous pouvons I'observer sur la Figure 113, au vu des barres d’erreur correspondant aux
déviations standards entre sphéroides, il n’est pas possible de conclure sur la dégradation des oxydes
de fer avec cette méthode de suivi. La taille imposante des barres d’erreur peut s’expliquer par une
sensibilité trop faible de la sonde de mesure, et par le manque de dispositif de mesure adapté a des
échantillons de si petite taille. En effet, la sonde actuelle se présente telle que schématisée sur la Figure
114a. Dans le cas de I'étude de la dégradation en tampon lysosomal, I'échantillon occupe la totalité de
la zone sondée, la mesure est pertinente. Dans le cas de la dégradation en sphéroides, I’échantillon
occupe une infime partie de la zone sondée (Figure 114b). Le signal mesuré correspond alors
principalement au PBS présent dans le tube et non pas aux protons a proximité du fer au sein des
cellules.
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Figure 114 : Représentation schématique des tubes contenant les échantillons placés dans le relaxomeétre, et plus
précisément au sein de la bobine permettant les mesures de temps de relaxation. (a, b) : schéma de I'état actuel des
bobines commerciales, employées lors de I'étude de la dégradation en tampon lysosomal (a) puis en sphéroide cellulaire
(b). (c) : nouvelle sonde et bobine développées pour augmenter la sensibilité lors de I'étude de la dégradation en
sphéroides cellulaires. Un sphéroide est représenté par la sphére jaune sur le schéma.

C’est pourquoi il était nécessaire de développer une nouvelle sonde de mesure, adaptée a la taille
de I'échantillon, et donc de réduire la taille de la bobine employée. Cette sonde (Figure 114c), a été
mise au point par Nicolas Birlirakis du département de chimie de I’'Ecole Normale Supérieure, et Anne-
Laure Rollet, du laboratoire PHENIX. Cette nouvelle sonde posséde une sensibilité suffisante pour
enregistrer un signal pertinent. Cependant, un nouveau probleme s’est alors présenté. Le porte-
échantillon n’était pas fermé de maniére hermétique et le sphéroide cellulaire se desséchait au cours
de la mesure. Or la relaxométrie mesure I'influence des oxydes de fer magnétique sur la relaxation de
I’eau. Des variations de la quantité d’eau induisent des variations de mesures de temps de relaxation.
Malgré plusieurs essais, nous ne sommes pas parvenus a fermer le porte-échantillon de maniére
hermétique. La dégradation des nano-objets hybrides ne pouvait alors pas étre suivie par relaxométrie.
Il a fallu se tourner vers une autre méthode d’analyse.
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Une méthode de suivi de la dégradation, trés souvent employée dans la littérature*>28, est le suivi
de I'aimantation a saturation des sphéroides cellulaires. Leur aimantation, directement reliée a la
concentration en fer magnétique au sein des cellules, a été mesurée a I'aide d’'un magnétométre
vibrant. Le Tableau 13 regroupe les valeurs d’aimantation au jour O de la dégradation pour les
différents sphéroides cellulaires.

Concentration en fer lors de Msphéroide NAanoparticules nues | Msphéroide NAN0-objets hybrides
I'incubation (emu) (emu)
0,05 mM 5,32.10° 1,33.10°
0,1 mM 1,51.10° 4,07.10°
0,2 mM 3,18.10° 6,37.107

Tableau 13 : Aimantation a saturation de sphéroides cellulaires formés apreés incubation avec des nanoparticules de
maghémite, nues ou présentes au sein de polymeéres a empreintes de GFP.

On peut observer dans un premier temps que la valeur de cette aimantation augmente avec la
concentration de la solution de particules ayant été incubée avec les cellules, ce qui est cohérent avec
ce a quoi on s’attendait. Mais on peut également remarquer que contrairement aux résultats obtenus
lors des tests préliminaires, les nanoparticules nues et les nano-objets hybrides ne pénétrent pas au
sein des cellules a la méme vitesse. En effet, les sphéroides contenant les particules hybrides
présentent une aimantation plus élevée, a concentration initiale en fer des particules incubées
équivalente. Cette différence peut s’expliquer par le temps d’incubation. En effet, lors des tests
préliminaires, celui-ci était de quatre heures, alors qu’il était ici uniquement de trente minutes. Elle
peut également étre reliée a la composition méme des nano-objets hybrides. Le coeur de ceux-ci est
constitué de plusieurs dizaines de nanoparticules magnétiques, fortement agrégées. Dans un méme
volume de milieu extracellulaire internalisé par la formation d’'un endosome, il y aura donc plus de
particules magnétiques si celles-ci sont groupées dans un PEP que lorsque celles-ci sont libres.

Afin de pouvoir comparer uniquement lI'influence de la présence du polymeére sur la dégradation
des oxydes de fer, il nous est apparu pertinent de comparer des sphéroides cellulaires ayant des
charges en fer initiales similaires, et donc des aimantations a saturation au jour 0 de la dégradation
proches, indépendamment de la concentration en fer du milieu de culture cellulaire lors de
I'incubation. C’est pourquoi les différents objets seront par la suite comparés suivants les nouveaux
couples définis dans le Tableau 14.

Description des objets comparables Nouvelle dénomination

Sphéroides obtenus avec les
nanoparticules nues a 0,1 mM

Sphéroides obtenus avec les
nano-objets hybrides a 0,05 mM

Couple d’objet a la
concentration équivalente C;

Sphéroides obtenus avec les
nanoparticules nues a 0,2 mM

Sphéroides obtenus avec les
nano-objets hybrides a 0,1 mM

Couple d’objet a la
concentration équivalente C;

Tableau 14 : Etablissement d'une nouvelle dénomination pour définir les conditions expérimentales et appellation des
différents sphéroides cellulaires comparables en termes de concentration initiale en oxyde de fer.

Lors des mesures d’aimantation, nous avons également enregistré les courbes d’aimantation de
sphéroides uniques, contenant des nanoparticules de maghémite nues ou des nano-objets hybrides, a
différentes concentrations initiales, et ce pour différents jours au cours de la dégradation (Figure 115).

Pour chacune des quatre conditions expérimentales étudiées plus en détails, on peut remarquer
que les courbes d’aimantation sont de plus en plus plates au cours du temps, et que la valeur

Iy

d’aimantation a 1500 G diminue. L'aimantation des sphéroides étant directement reliée a la
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concentration en fer magnétique au sein de ceux-ci, une diminution de I'aimantation traduit une
dégradation des nanoparticules de maghémite. Cette diminution est observable aussi bien pour les
sphéroides dont les cellules ont internalisé les nanoparticules nues que pour ceux dont les cellules ont
internalisé les nano-objets hybrides. On peut en conclure que ces cellules sont bien capables de
dégrader les nanoparticules de maghémite, et que la présence du polymere autour de celles-ci ne va

pas empécher leur dégradation.
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Figure 115 : Courbes d’aimantation obtenues au cours de la dégradation pour des sphéroides uniques dont les cellules ont
internalisé des nanoparticules de maghémite ou des nano-objets hybrides y-Fe,0; @PEP-GFP a différentes concentrations.

Une analyse plus approfondie des courbes d’aimantation, en particulier une modélisation a I'aide
d’une équation de Langevin, nous permet de déterminer la taille magnétique des particules de
maghémite, nues ou au sein du PEP-GFP magnétique, au cours de la dégradation.
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Figure 116 : Evolution de la taille magnétique des nanoparticules de maghémite au cours de la dégradation en sphéroides
de cellules souches mésenchymateuses, suivant différentes conditions expérimentales.
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La Figure 116 représente la taille magnétique (diamétre) mesurée pour les particules de maghémite
dans différentes conditions expérimentales a différents instants au cours de la dégradation. Il est
intéressant de noter que bien que provenant toutes d’'une méme synthése initiale, les nanoparticules
d’oxyde de fer semblent étre plus petites quand elles ont été incubées a la concentration équivalente
C,. Peut-étre celle-ci induit-elle une plus forte agrégation des particules au sein des lysosomes, ce qui
perturbe la mesure. Pour chaque jeu de conditions expérimentales, on peut remarquer une absence
d’évolution significative de la taille magnétique des particules. Il semblerait donc que le mécanisme de
dégradation soit de type tout-ou-rien : les nanoparticules sont totalement dégradées ou alors laissées
intactes. Ce qui est concordant avec ce qui a déja été observé dans la littérature?*3, mais contraire aux
résultats obtenus lors de notre étude en tampon lysosomal, notamment pour les nanoparticules nues.
Cette différence peut s’expliquer par la simplicité du milieu lysosomal choisi, qui ne peut rendre
compte de la totalité des mécanismes ayant lieu lors de la dégradation en cellules, et donc influencer
sur le type de mécanisme de dégradation.

Nous avons ensuite cherché a savoir si les mesures d’aimantation effectuées permettaient de
mettre en évidence un ralentissement de la vitesse de dégradation des nanoparticules de maghémite
du fait de la présence d’un polymeére autour d’elles. Nous avons pour ce faire comparé I'aimantation
résiduelle au cours de la dégradation de sphéroides dont les cellules avaient internalisé des
nanoparticules de maghémite nues ou des nano-objets hybrides. La Figure 117 présente I’évolution de
I'aimantation a saturation des sphéroides cellulaires formés aprés incubation avec les nanoparticules
nues (violet) ou hybrides (vert) a la concentration équivalente C,. Les cellules n’ayant pas internalisé
exactement la méme quantité initiale d’oxyde de fer, il a été décidé de normaliser les valeurs
d’aimantation par les aimantations initiales mesurées a J=0.

Comme on peut le voir sur la Figure 117, I'aimantation a saturation de tous les sphéroides de cellules
étudiés diminue au cours du temps, ce qui traduit une dégradation des oxydes de fer magnétiques. On
peut également observer une différence de comportement entre nanoparticules nues et nano-objets
hybrides. L’aimantation des sphéroides de cellules ayant internalisé des nano-objets hybrides diminue
plus lentement que celle des sphéroides dont les cellules ont internalisé des nanoparticules de
maghémite nues. Ainsi, le polymere a empreintes de protéines est tout de méme capable de ralentir
la dégradation des oxydes de fer, sans pour autant I'en empécher, en accord avec les études
précédemment menées en tampon lysosomal.
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Figure 117 : Evolution au cours du temps de "aimantation a saturation, normalisée par I’aimantation initiale, pour les
sphéroides cellulaires ayant été formés aprés incubation avec les nanoparticules nues (violet) ou hybrides (vert) aux
concentrations équivalentes C; et C,. Significativité des écarts déterminée a l'aide d’un test de Student. NS: non
significatif ; * : p< 0,05 ; ** : p< 0,01 et *** : p < 0,001.

Enfin, des clichés MET ont été pris sur des coupes de sphéroides cellulaires. Les résultats majeurs
sont présentés sur la Figure 118. Intéressons-nous dans un premier temps aux clichés obtenus pour
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Chapitre 4 : Dégradation des hybrides y-Fe,03;@PEP en amas cellulaires

les nanoparticules nues. Au 1°" jour de la dégradation, on observe au sein des cellules de nombreuses
nanoparticules regroupées dans des endosomes. Il y a bien eu internalisation des nanoparticules. Le
cytoplasme est clair, méme si I'on y détecte parfois de petits points noirs (Figure 118, premiére ligne,
derniére colonne). Ceux-ci n’étant pas bien définis, il ne s’agit pas de particules cristallines, ce ne sont
donc pas des ferritines. A noter qu’il en va de méme pour le cytosol des cellules ayant internalisé les
nano-objets hybrides au 1° jour (troisiéme ligne, 2¢™ colonne). Au 9™ jour au contraire, un grand
nombre de points trés contrastés apparaissent dans le cytoplasme, identifiables comme étant des
ferritines chargées en fer'®>%>°, Celles-ci peuvent se trouver dans les endosomes ou dans le cytosol.
Dans quelques endosomes, on peut observer a la fois des nanoparticules d’'oxyde de fer non encore
dégradées apres 9j de maturation et des ferritines chargées. La visualisation possible des ferritines au
9%me jour confirme la dégradation des particules de maghémite et le stockage du fer issu de celle-ci au
sein de ces protéines?26°,

R Ll S

Figure 118: Clichés TEM des nanoparticules nues et hybrides dans les sphéroides cellulaires. (Coloration par contact 5 min
avec de 'acétate d’uranyle). Fleches blanches : ferritines, ronds blancs : zones chargées en ferritines, fleche rouge : PEP.
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Sil'on s’intéresse maintenant aux clichés obtenus pour les nano-objets hybrides, on peut voir au ler
jour de la dégradation la présence de taches sombres au sein des endosomes, elles-mémes contenant
des agrégats de nanoparticules d’oxyde de fer. Il s’agit des nano-objets hybrides, qui ont été
internalisés avec succes. |l peut y avoir plusieurs nano-objets hybrides au sein d’'un méme endosome,
comme nous pouvons l'observer Figure 118, 3™ ligne. Aprés 9 jours de maturation, les particules
d’oxyde de fer sont bien plus compliquées a détecter, tandis que le polymére est toujours visible. Il
s’agit des zones fortement contrastées mais floues, observables en bordure d’endosomes, par exemple
sur le cliché présenté en derniéere ligne, deuxieme colonne de la Figure 118 (fleche rouge). On observe
également I'apparition de points fortement contrastés caractéristiques des ferritines chargées en fer
(Figure 118, ronds et fleches blanches). Ces deux observations impliquent une dégradation des
nanoparticules de maghémite méme lorsque celles-ci sont couplées au polymére a empreintes de
protéines.

Ainsi, les différentes méthodes d’analyses appliquées a I'étude de la dégradation de nanoparticules
de maghémite, nues ou recouvertes de polymére a empreintes de protéines, dans des cellules
soutiennent I'hypothése formulée précédemment: la présence du PEP permet de ralentir la
dégradation des oxydes de fer, sans toutefois parvenir a I’'empécher.

4. Conclusion sur la dégradation des objets hybrides y-Fe,O3@PEP

Les oxydes de fer magnétiques, tels que la maghémite, peuvent étre naturellement dégradés au sein
de I'organisme, et notamment dans des compartiments cellulaires appelés lysosomes. Cependant, tres
peu d’études portent sur le devenir, et la toxicité, de ces nanoparticules lorsqu’elles sont couplées a
des polymeéres a empreintes de protéines. Au vu de ce manque d’informations a différents niveaus, il
est apparu comme nécessaire de considérer, au cours de ce travail de doctorat, le devenir des nano-
objets hybrides y-Fe,Os@PEP. Et donc d’étudier leur dégradation et leur toxicité.

Dans un premier temps, des études de dégradation ont été menées in vitro, dans des milieux de
dégradation contenant un agent réducteur chélatant du fer (I'acide citrique) ainsi que différents
enzymes, le tout a des concentrations proches du contenu des lysosomes cellulaires. Et ce afin de
mieux appréhender le mécanisme de dégradation a I'ceuvre.

Ces études ont démontré que I'acide citrique peut induire une dégradation des nanoparticules de
maghémite nues en 14 jours, quand il est présent a une concentration proche de celle des agents
chélatants du fer dans les lysosomes. L’évolution de la taille magnétique des nanoparticules de
maghémite, et dans une moindre mesure de leur diamétre hydrodynamique indique une
consommation progressive de celles-ci au cours du temps, et donc une dégradation graduelle.

La présence du PEP, du fait de sa porosité, ne permet pas d’empécher la dégradation des
nanoparticules de maghémite, mais seulement de la ralentir. Ce ralentissement sera d’autant plus
important que la part organique des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-GFP sera élevée, et donc a
priori que le polymére sera épais.

De plus, différentes enzymes peuvent avoir différents effets sur la dégradation de la maghémite et
du polymeére. Certaines comme la glucosidase peuvent accélérer celle-ci, probablement en attaquant
rapidement le polymere et facilitant I'acces de I'acide citrique aux particules de maghémite. D’autres
telles que le lysozyme n’auront pas d’effet visible. Il semble donc compliqué, voire utopique, de
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chercher a prédire I'influence des enzymes intracellulaires sur la dégradation du PEP, et donc leur effet
sur la dégradation des nanoparticules de maghémite, a partir de ces études en tampon lysosomal.

Dans un second temps, des études portant sur la dégradation et la toxicité des nano-objets hybrides
y-Fe,0s@PEP-GFP ont été menées dans des amas cellulaires.

L'entrée des nano-objets hybrides y-Fe,;Os@PEP-GFP au sein des cellules souches
mésenchymateuses ne présente pas de difficultés. Pour de longs temps d’incubation, elles sont
internalisées de la méme maniére (en termes de charge en fer finale) que les nanoparticules de
maghémite citratées. L'internalisation des hybrides semble cependant se faire suivant une cinétique
initiale plus rapide, peut-étre liée a la taille des objets, et a I'agrégation des oxydes de fer au sein du
PEP. En contrdlant la concentration initiale des nano-objets hybrides lors de leur incubation avec les
cellules, ainsi que la durée de celle-ci, il est possible de ne pas modifier I'activité métabolique des
cellules. La toxicité des nano-objets est faible, et peut étre considérée comme non-significative si les
bonnes conditions expérimentales sont choisies.

Aprés internalisation des nanoparticules, nues ou hybrides, caractérisées par une forte aimantation
des sphéroides cellulaires, leur dégradation a été suivie de différentes manieres. La diminution de
I’'aimantation a saturation des sphéroides cellulaires a permis de mettre en évidence une diminution
de la quantité de fer magnétique et donc une dégradation des oxydes de fer. Ceux-ci sont métabolisés
sous l'action des ferritines, dont la concentration intracellulaire augmente fortement au cours du
temps, comme observé sur les clichés de microscopie électronique. Les résultats obtenus par mesure
de I'aimantation des sphéroides cellulaires mettent en avant un effet, faible mais non négligeable, du
polymére. La présence de celui-ci va permettre de ralentir la dégradation des nanoparticules de
maghémite, sans parvenir a 'empécher.

En conclusion, les études menées a la fois en tampon lysosomal et en sphéroides cellulaires
concernant la dégradation des nano-objets y-Fe,Os@PEP-GFP concordent. Les agents chélatant le fer
sont toujours capables de consommer les nanoparticules de maghémite lorsque celles-ci se trouvent
au sein d’'un polymere a empreintes de protéines, bien que ce dernier ralentisse cette dégradation.

Ces travaux pourraient cependant aller plus loin. Lors des études de toxicité présentées ici, nous
nous sommes juste intéressés a la modification de I'activité métabolique des cellules 24h apres leur
incubation avec les nano-objets. Si nous avions eu plus de temps, il aurait été bien d’investiguer plus
en détails cette toxicité. Nous aurions par exemple pu poursuivre I’étude de I'influence des nano-objets
sur I'activité métabolique des cellules a plus long terme, par exemple jusqu’a 21j qui est la plus grande
durée ici mise en ceuvre pour la maturation des sphéroides. Nous aurions également pu envisager de
mesurer le niveau d’expression des génes de la ferritine au cours de la dégradation, afin de vérifier que
les cellules sont bien capables, par elles-mémes, de prendre en charge la surcharge de fer liée aux
nanoparticules de maghémite. Par ailleurs, les cellules employées lors des études présentées dans ce
chapitre étant majoritairement des cellules souches mésenchymateuses, il pourrait également étre
intéressant d’étudier leur capacité a se différencier en ostéoblastes, chondrocytes ou adipocytes,
apres internalisation des nanoparticules hybrides, et I'influence de celles-ci sur les mécanismes de
différenciation.

De plus, nous ne nous sommes pas du tout intéressés au devenir du polymere aprés internalisation
des nano-objets hybrides, et a sa dégradation dans les cellules. Il aurait été intéressant de le faire,
notamment en trouvant comment I'imager de fagon nette en MET. Cela permettrait de savoir si au
sein des cellules, il est effectivement clivé par des enzymes, et ou il s"accumule par la suite. Une piste
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a explorer pour ce faire pourrait étre d’incorporer des nanoparticules d’or au sein du polymere par
couplage covalent entre ces particules et le monomere fonctionnel employé. Les nanoparticules d’or
étant facile a imager en TEM, ne subissant pas de dégradation in vivo®! et n’étant pas présentes
naturellement au sein des cellules, la position de celles-ci nous renseignerait alors précisément sur la
position du polymeére, et nous permettrait de savoir s’il reste co-localisé avec le fer.

Enfin, nous pourrions aussi étudier l'influence de la porosité et de la rigidité du PEP sur sa
dégradation, in vitro ou en amas cellulaires. Pour cela, il faudrait faire varier le taux de réticulation des
polyméres étudiés, le nombre d’empreintes au sein de ceux-ci et également étudier la dégradation de
nano-objets hybrides y-Fe,Os@PNI.

Il serait également tres intéressant de poursuivre les études concernant le suivi de la dégradation
par relaxométrie, et notamment la dégradation au sein des sphéroides. La sonde de mesure ayant été
développée, les efforts devront dans un premier temps se porter sur la réalisation d’un porte-
échantillon fermant de facon hermétique et permettant la réalisation de mesures pertinentes du
temps de relaxation de I'eau présente au sein des cellules.

5. Matériels et méthodes

5.1. Réactifs chimiques

Les nanoparticules de maghémite et les nano-objets hybrides y-Fe,Os;@PEP-GFP ont été synthétisés
comme décrit au chapitre 2. Leurs caractérisations principales se retrouvent en annexe 1 page 213.
Les autres réactifs employés provenaient des fournisseurs suivants :

Citrate de sodium, pronase, glucosidase, lysozyme, PBS, dexamethasone, pyruvate de sodium, acide
ascorbique 2-phosphate, L-proline, RPMI (Roswell Park Memorial Institute), FBS, Peniciline-
Streptomycine, glutaraldéhyde, résine Epon, acrylamide, méthyléne-bis-acrylamide, HEPES, APS,
TEMED, acide 2-dodecylthiocarbonothioylthio-2-méthylpropanoique (Iniferter) : Sigma.

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium), trypsine : Gibco.

Acide citrique : Carlo Erba ; acide chlorhydrique a 37% : Merck ; acide nitrique a 68% : VWR ; MSCBM
(Mesenchymal Stem Cell Basal Medium) : Lonza ; ITS Premix : BD Biosciences ; TGF-B; : Oncogene ;
cellules PC3 (Human prostate adenocarcinoma) : ATCC® CRL-1435™ ; réactif AlamarBlue : Invitrogen ;
acétate d’uranyle : Fisher Scientific.

5.2. Citratation des particules de maghémite

662 mg de citrate de sodium est dispersé dans 15 mL d’une suspension de nanoparticules de

Ncitratres

maghémite dites « acides » a 1,15 M pour avoir un ratio = 0,13 puis le mélange est chauffé

Nfer
durant 40 minutes a 100 °C sous agitation magnétique. Une décantation magnétique a lieu pour
récupérer les particules, puis celles-ci sont lavées avec trois rincages a I'acétone et deux a I'éther
diéthylique (10 min d’agitation a chaque fois et séparation du surnageant par décantation magnétique)
avant d’étre re-dispersées dans 15 mL d’eau distillée.

Une mesure du diametre hydrodynamique donne 20,5 £ 4 nm contre 15,5 £ 2 pour les particules
avant citratation. La fonctionnalisation est effective.
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5.3. Synthése de nanoparticules de polyacrylamide

Des nanoparticules de polyacrylamide ont été synthétisées de la maniere suivante. Dans un ballon
de 100 mL contenant une olive aimantée, on introduit 24 mL de solvant HEPES (acide N-(2-
hydroxyethyl)-pipérazine-N’-(2-ethanesulfonique)) a 200 mM et a pH=8. On dissout dans le milieu 6,5
mmol de monomere acrylamide, 0,65 mmol d’agent réticulant, le N,N-méthyléne-bis-acrylamide, et
35 mg d’agent Iniferter puis 5 mg d’APS (Ammonium PerSulfate). Le ballon est fermé hermétiquement
par un septum, scellé avec du Parafilm. Le milieu est dégazé par bullage d’azote durant 15 minutes. On
introduit ensuite dans le ballon 2 puL de TEMED (N,N,N’,N’-TEtraMéthyl-EthyléneDiamine)*** a I'aide
d’une aiguille plantée au travers du septum. Le milieu est ensuite laissé sous agitation magnétique le
temps voulu pour la polymérisation. Enfin, le ballon est ouvert et 'oxygéne pénétrant arréte la réaction
de polymérisation. Les particules obtenues sont purifiées par dialyse, afin d’éliminer I'exces de
monomeres.

5.4. Suivi de la dégradation en tampon lysosomal

L’étude de la dégradation des systemes hybrides s’axait principalement sur le suivi de la dégradation
des nanoparticules d’oxyde de fer par suivi visuel direct, par mesure du diametre hydrodynamique,
par suivi du temps de relaxation T, par mesure de la concentration en fer libre en solution, et par suivi
de I'aimantation a saturation. Le polymeére, quand il était présent, était analysé de facon directe par
mesure de la taille hydrodynamique. Chaque échantillon nécessite jusqu’a 5 caractérisations
différentes par jour au cours de la dégradation, caractérisations présentées ci-dessous.

Dans un premier temps, un suivi visuel direct a été réalisé, les solutions de nanoparticules de
maghémite étant brunes tandis que les solutions de fer Il sont vert pale. Les solutions peuvent
également devenir jaunes, du fait de la non-stabilité du fer Il en solution et de son oxydation en fer Il
en présence d’oxygeéne dissout dans I'eau. Les contenants employés pour la dégradation sont donc
fermés hermétiquement au début de celle-ci afin de réduire au maximum les échanges gazeux avec
I’extérieur et donc le renouvellement de I'oxygéne pour tenter de conserver le fer sous forme Fe?*. Des
photographies des suspensions ont été prises avec I'appareil photo intégré a un iPhone 5 datant de
2012.

Dans un deuxieme temps, le fer libre présent en solution est dosé par AAS. Pour ce faire, les
suspensions de nanoparticules dans les différents milieux de dégradation sont placées dans un tube
d’ultrafiltration, puis 10 min dans une centrifugeuse tournant a 5000 tours/min. Le liquide filtré,
contenant le fer libre en solution mais pas les nanoparticules de maghémite non dégradées, est ensuite
dilué dans une solution d’acide nitrique a 2 % puis dosé par spectroscopie d’absorption atomique a
I'aide d’un appareil Analyst 100 commercialisé par PerkinElmer .

Puis, I'étude peut se faire par mesure du temps de relaxation T, des protons de |'eau. Pour ce faire,
les échantillons sont placés dans un relaxometre Minispec Bruker, fonctionnant a 25°C et de fréquence
de résonnance de 20 MHz. 4 balayages sont effectués par échantillon, avec un gain de 55 dB et un délai
de cyclage de 5 s entre deux mesures, une impulsion a 90° de 9 ps et une impulsion a 180° de 16,4 us
séparés de 0,04s (voir annexe 2 page 217 pour plus de détails).

Ensuite, la dégradation des nanoparticules peut étre caractérisée par mesure du diametre
hydrodynamique de celles-ci. Ce diamétre est mesuré a 'aide d’un appareil DLS Malvern. On trace
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alors I’évolution du diameétre des nanoparticules en fonction de la durée écoulée depuis le début de la
dégradation.

Enfin, nous avons suivi la dégradation des nanoparticules d’oxyde de fer par mesure de leur
aimantation a saturation. Pour ce faire, chaque échantillon est placé dans un magnétometre vibrant,
qui applique un champ magnétique croissant de 0 a 4000 G puis décroissant de 4000 a 0 G. Le champ
magnétique varie par pas de 25 G et I'échantillon s’équilibre durant 5 s avant la mesure. Ces mesures
permettent aussi de déterminer la taille magnétique des nanoparticules par modélisation de la courbe
d’aimantation obtenue par une équation de Langevin (chapitre 1 page 16). Le magnétométre a
échantillons vibrants ici employé a été développé au laboratoire.

Par ailleurs, I’évolution du pH de certaines suspensions a également été enregistrée au cours du
temps, a l'aide d’'un pH-métre vendu par Metler-Toledo, tandis que quelques échantillons ont été
imagés par MT avant et apres dégradation grace a un microscope JEOL-100 CX.

5.5. Culture des cellules

Lors de leur culture en flasque, les cellules vont se reproduire et recouvrir petit a petit la surface de
celle-ci. Une fois qu’un taux de recouvrement critique est atteint, les cellules vont péricliter. Le taux
de recouvrement, ou confluence, critique est de 70-80%. A partir de ce moment, les cellules seront
trop proches les unes des autres, et vont mourir. Il est donc essentiel de les répartir dans de nouvelles
flasques de culture. Pour ce faire, elles sont détachées de la flasque a I'aide d’une protéase, la trypsine,
avant d’étre diluées dans du milieu de culture neuf et réparties dans de nouvelles flasques. Ces
opérations sont appelées passage, et notées P. Lorsque des cellules sont a PO, elles n’ont encore jamais
été reproduites en laboratoire. Lorsque des cellules sont a P1, elles se sont multipliées dans une flasque
de culture, ont été détachées de celle-ci puis ont pu croitre de nouveau dans une seconde boite.

Les cellules employées pour I’étude menée au cours de ce doctorat ont été décongelées a P1 et ont
été cultivées par Alberto Curcio dans du MSCBM (Mesenchymal Stem Cell Basal Medium), milieu de
culture particulierement adapté aux cellules souches car il assure leur non différentiation et la
conservation de leur pluri-potentialité. Les cellules employées par la suite pour les tests préliminaires
et I'étude de la dégradation étaient a P5.

5.6. Test de cytotoxicité AlamarBlue

5.6.1.Description du test de viabilité cellulaire

Le test de viabilité cellulaire employé ici est le test couramment nommé « AlamarBlue »*%2, Ce test
est un test dit « a révélation retardé » car il ne dose pas directement un composé présent dans le
milieu, comme c’est le cas par exemple des tests LDH qui dosent la lactate déshydrogénase relarguée
lors d’'une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique, et donc la mort cellulaire?®,
En effet, il évalue I'activité métabolique résiduelle de la population cellulaire employée, et permet de
la de déduire le nombre de cellules mortes.

Un colorant bleu, la résazurine (commercialisée sous le nom AlamarBlue qui donne par abus de
langage son nom a ce test) est ajouté au milieu de culture a différents temps aprés incubation des
cellules avec les nanoparticules a tester. Au sein des cellules encore vivantes, la résazurine est réduite

152



dans les mitochondries sous I'action de différentes enzymes?“. Le produit de dégradation est une
molécule fluorescente, la résorufine (Figure 119). Une mesure du signal de fluorescence a I'aide d’un
spectrofluorimetre permet alors de déterminer la quantité de cellules encore en vie, et donc d’estimer
la toxicité de nanoparticules aprés différentes durées d’incubation.?®®

(I).
N N
g D\ = X;[/ DL
—_—
P ——
o o) OH Ox o o) OH
Résazurine Résorufine

Figure 119 : Structures moléculaires de la résazurine et de la résorufine. Le premier est un colorant bleu non fluorescent,
le second est fluorescent (excitation : 560 nm, émission : 590 nm).

5.6.2.Cellules employées, nature et concentration des particules évaluées

Alberto Curcio a cultivé des cellules souches mésenchymateuses, ainsi que des cellules cancéreuses
(lignée PC3, human prostate adenocarcinoma), suivant un protocole tel que décrit précédemment.
Nous avons choisi d’évaluer la toxicité des nanoparticules nues et hybrides sur des cellules souches
mésenchymateuses d’une part, car c’est au sein de celles-ci que nous étudierons également la
dégradation des nano-objets, et sur des cellules cancéreuses d’autre part afin d’obtenir plus
d’informations sur la cytotoxicité des particules.

Aprés croissance des cellules, celles-ci sont ensemencées dans les puits de plaques de culture puis
incubées avec les particules dont on souhaite déterminer la toxicité. Les différentes conditions initiales
mises en ceuvre lors de I'incubation des cellules avec les particules sont résumées dans le Tableau 15.
Les concentrations en polyacrylamide ont été choisies car elles correspondent aux concentrations
équivalentes en polymere des nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-GFP. Pour les résultats, on parlera
de concentration C, pour la concentration 0,05 mM en fer (6,1 mg/L de polymére), de concentration
Cp pour la concentration 0,1 mM en fer (12,2 mg/L de polymére), et de concentration C. pour la
concentration 0,2 mM en fer (24,4 mg/L de polymeére).

Concentration

Cellules Particules (dépendant de la Durée d’incubation
nature des particules)
Nanoparticules de 0,05 mM enfer /6,1 30 min
Cellules souches , . .
mésenchymateuses maghémite me/L en polymére 2h
v Ou 0,1 mMenfer/12,2 30 min
Ou . . R
, Nano-objets hybrides mg/L en polymeére 2h
Cellules cancéreuses -
Ou 0,2 mMenfer/ 24,4 30 min
de type PC3 . .
Polyacrylamide mg/L en polymeére 2h

Tableau 15 : Conditions expérimentales mises en ceuvre lors de l'incubation des différentes particules avec les deux lignées
cellulaires choisies en vue de la détermination de leur cytotoxicité.

Le test de viabilité cellulaire a ensuite été mis en ceuvre tel que préconisé par le fournisseur de
résazurine. Brievement, 24h aprés 'incubation des particules avec les cellules, le milieu de culture des
cellules dans leur puits est remplacé par une solution de colorant AlamarBlue a 10 % en volume. Aprés
2h, le milieu est analysé par spectrofluorimétrie : il est excité a 570 nm et l'intensité du signal émis a
585 nm est mesurée. La méme mesure est effectuée pour des puits controle, contenant des cellules
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n’ayant été incubées avec aucune des différentes particules. On peut alors déduire I'écart entre les
cellules contréles et ayant internalisé des particules de la maniere suivante :

1585,cellules incubées

% activité métabolique résiduelle = 100 *
585,cellules controles
Avec lsgs,cellules incubses |'intensité de fluorescence des puits contenant les cellules ayant initialement
été incubées avec les différentes particules, et Isgs celules controles I'intensité de fluorescence des puits
contenant les cellules controdles.

Tous les tests sont effectués en quadruplication.

5.7. Suivi de la dégradation en amas cellulaires

5.7.1.Incubation des particules et formation des sphéroides de cellules

Au cours de cette étude, nous avons testé la dégradation d’un objet hybride y-Fe,O;@PEP-GFP, et
ce a plusieurs concentrations différentes (0,05 mM, 0,1 mM et 0,2 mM). Afin d’avoir des informations
sur l'influence du polymere sur cette dégradation, nous avons également étudié la dégradation de
nanoparticules citratées de maghémite, aux mémes concentrations. La préparation des sphéroides de
cellules ayant internalisé les particules a dégrader est décrite ci-dessous.

Aprés culture des cellules souches (paragraphe 3.1.1 page 138), celles-ci sont mises a incuber durant
30 min avec les particules voulues a la concentration désirée, diluées dans du RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) afin d’avoir un volume total de 6 mL. L'incubation a lieu a 37°C sous
atmosphere saturée en humidité contenant 5% de CO,. Aprés incubation, plusieurs centaines de
cellules sont observées par microscopie optique. Aucune cellule morte ou déformée n’est détectée, ce
qui valide I’'absence de toxicité visible des nano-objets hybrides aux concentrations choisies. On
observe également la présence de nombreux endosomes : les cellules ont bien internalisé les
particules. Au cours de ces observations, on remarque également la présence d’agrégats de particules
sur la membrane de certaines cellules. Il va étre nécessaire de les chasser, afin de ne pas fausser les
mesures de cinétique de dégradation effectuées ensuite. Pour ce faire, le milieu contenant les
particules non internalisées est retiré et les cellules sont lavées avec du RPMI puis placées dans leur
milieu de culture MSCBM (Mesenchymal Stem Cell Basal Medium) a I'incubateur durant 2h.

Une fois la chasse terminée, il faut former les sphéroides de cellules. Celles-ci sont lavées avec du
DPBS (Dulbecco’s phosphated buffered saline) puis décollées de la flasque dans laquelle elles se
trouvent par ajout de 3 mL de Trypsine-EDTA a 0,05% et incubation 5 min. L’enzyme est par la suite
désactivée par ajout de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) contenant un inhibiteur de la
Trypsine. Les cellules sont bien dispersées dans ce milieu, puis on détermine leur concentration. Pour
ce faire, on observe avec un microscope optique un prélévement (généralement 10 plL) de la
suspension de cellules et on compte le nombre de cellules présentes dans 1 yL a I'aide d’une lame de
numération KOVA-Slide. On en déduit ensuite le nombre total de cellules dans le DMEM. Comme on
voudra ensuite former au minimum 15 sphéroides contenant chacun minimum 200.000 cellules, on
peut calculer le nombre de sphéroides que I'on pourra former. La suspension dans le DMEM est alors
centrifugée puis les cellules re-dispersées dans un volume de milieu chondrogéne égal a 1,5 mL fois le
nombre de sphéroides a former. Le milieu chondrogene est du DMEM contenant du dexamethasone
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(0,1 uM), du pyruvate de sodium (1mM), de I'acide ascorbique 2-phosphate (50 uM), de la L-proline
(0,35 mM), de I'lITS Premix (1%) et du TGF-B33 (10 ng/mL). On place ensuite 1,5 mL de cette nouvelle
suspension de cellules par tube. Les tubes sont centrifugés 4 min a 1300 rpm et les sphéroides de
cellules sont formés. lls sont conservés dans l'incubateur. Le Tableau 16 regroupe la composition
cellulaire des sphéroides formés dans chaque condition.

Concentration 0,05 mM 0,1 mM 0,2 mM
Particules |Nombre de cellules par sphéroide 220.000 215.000 220.000
citratées Nombre de sphéroides 17 16 17
Particules |Nombre de cellules par sphéroide 277.000 207.000 224.000
hybrides Nombre de sphéroides 17 16 15

Tableau 16 : Nombre de cellules par sphéroide et nombre de sphéroides formés par couple de conditions expérimentales.

5.7.2.Les méthodes de suivi de la dégradation

Les mesures de suivi de dégradation des oxydes de fer au sein des cellules ne pouvaient pas se faire
en routine au laboratoire tous les jours. C'est pourquoi, certains jours prédéfinis trois sphéroides par
couple de conditions expérimentales « nature — concentration des particules » ont été fixés avec du
glutaraldéhyde a 50% durant 12h a 4°C. Les cellules ont ensuite été transférées dans du PBS (phosphate
buffered saline) et conservées a 4°C jusqu’a analyse. Les différents sphéroides ont été fixés
respectivement 0, 1, 3, 9 et 21 apres leur formation. La dégradation a ensuite été attestée et étudiée
de plusieurs manieres différentes.

Dans un premier temps, afin de vérifier la formation et la maturation des sphéroides, nous avons
effectué un suivi visuel direct en prenant des photographies, a I'aide de I'appareil photo intégré a un
iPhone 5 de 2012.

Dans un deuxiéme temps, nous avons mesuré le temps de relaxation transverse T, des sphéroides
cellulaires, figés a différents jours aprés le début de I'étude de dégradation. Pour ce faire, un sphéroide
était placé au fond d’un tube de mesure en verre rempli de PBS. Le tube était ensuite placé dans un
Minispec Bruker (le méme que celui employé lors de I'étude de la dégradation en tampon lysosomal).
Cette étude ayant été réalisée en été, et au vu des fortes chaleurs dans le laboratoire, il a été décidé
d’effectuer les mesures a 30°C afin de faciliter I'équilibre en température de I’échantillon. Les mesures
se faisaient a 20 MHz, 4 balayages étaient effectués par échantillon, avec un gain de 52 dB et un délai
de cyclage de 5 s entre deux mesures, une impulsion a 90° de 9 ps et une impulsion a 180° de 16,4 ps
séparés de 0,04s (voir annexe 2 page 217 pour plus de détails).

Nous avons également cherché a enregistrer les profils de temps de relaxation T des sphéroides
cellulaires fixés a différents jours de maturation. Le montage expérimental ainsi que le protocole de
mesures ont été développés par Anne-Laure Rollet en collaboration avec Nicolas Birlirakis du
département de chimie de I’'Ecole Normale Supérieure. Les mesures de temps de relaxation
longitudinaux T, se faisaient a 25°C entre 0,05 MHz et 30 MHz (20 mesures de T; sur cette plage de
fréquences) avec 64 balayages de I’échantillon a chaque fréquence, et un délai de cyclage de 1 s entre
deux mesures. La relaxation avait lieu aprés avoir soumis I’échantillon a un champ B, fonction de la
fréquence étudiée et I'acquisition du signal se faisait apres avoir appliqué une impulsion a 90° et 15,5
MHz durant 0,68 ps (voir annexe 2 page 218 pour plus de détails).
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Dans un troisieme temps, nous avons effectué des mesures d’aimantation des sphéroides, afin
notamment d’avoir une idée de leur charge en fer magnétique initiale. Les courbes d’aimantation ont
été obtenues a I'aide d’'un magnétometre a échantillons vibrants Quantum Design de Versalab en
utilisant la séquence suivante : le champ magnétique appliqué diminuait de +15000 G a - 15000 G
avant de croitre a nouveau jusque +15000 G et ce avec un pas de 40 G par seconde. L’aimantation a
saturation, quant a elle, était mesurée avec cette séquence: le champ magnétique appliqué
augmentait progressivement de 0 G a 5000 G avec un pas de 80 G par seconde, puis de 5000 G a 25000
G avec un pas de 170 G par seconde. Les données brutes obtenues étaient traitées afin d’éliminer la
composante diamagnétique de I'aimantation mesurée.

Enfin, nous avons pris des clichés MET de certains sphéroides aux jours clés de la dégradation. Il
s’agit des sphéroides formés aprées incubation avec des nanoparticules nues a la concentration de 0,1
mM en fer, et ceux formés apres incubation des cellules avec les nano-objets hybrides a une
concentration en fer de 0,05 mM, et fixés 1 jour ou 9 jours apres début de la dégradation. Ces
sphéroides ont été déshydratés puis incorporés au sein d’une résine Epon (une résine de type époxy a
base de glycérol). Des tranches de 70 nm d’épaisseur ont été découpées, colorées a I'acétate d’uranyle
(temps de contact variable) puis imagées par MET grace a un microscope Phillips Tecnai 12.
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Au cours des chapitre précédents, notamment des chapitres 2 et 3, nous avons montré qu’il était
possible d’obtenir des nano-objets hybrides y-Fe.Os@PEP et de les employer afin d’effectuer un
ciblage cellulaire. Nous nous sommes alors intéressés a I'impression d’une protéine présentant un fort
intérét en nanomédecine, le complexe de différentiation 44, ou CD44, afin de développer un systéme
capable de cibler spécifiqguement des cellules exprimant cette protéine a leur surface. CD44 est une
protéine notamment présente sur des cellules cancéreuses dites « triples négatives » et détectables
par aucune méthode conventionnelle de diagnostic.

1. La glycoprotéine transmembranaire CD44

1.1. Présentation de la protéine

Le complexe de différenciation 44, ou CD44, est une glycoprotéine transmembranaire identifiée au
début des années 1980 a la surface de leucocytes a 'aide d’anticorps monoclonaux?®®. C’est une
protéine transmembranaire de type |, i.e. la terminaison N de la protéine est a I'extérieur de la cellule,
tandis que la terminaison C est intracellulaire, constituée d’une seule chaine flexible d’acides aminés
(Figure 120). La partie extracellulaire est composée de 270 acides aminés, tandis que la partie
membranaire en compte 21, et que le résidu intracellulaire en comporte 7227268 Les acides aminés
extracellulaires peuvent subir un nombre plus ou moins important de glycosylation, par liaison O
(attachement d’un sucre a un oxygéne d’un acide aminé) ou par liaison N, ce qui fait varier la masse
molaire de la protéine entre 37 kDa et 200 kDa?%%25°,
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Figure 120 : Représentation schématique de la glycoprotéine transmembranaire CD44270,

Présente chez un grand nombre de mammiferes, chez les humains CD44 est codée par le géne du
méme nom présent sur le chromosome 11?71, Les différents épissages alternatifs possibles de ce géne
donnent lieu a des différences observables dans les 10 exons variables présentés Figure 120, et a ce
jour au moins 30 isomorphes différents de CD44 ont été identifiés?’°. Ceux-ci auront des fonctions
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différentes dans I'organisme, et il a notamment été démontré que les isomorphes exprimant I'exon v6
sont fortement impliqués dans les métastases cancéreuses?’2.

Le role physiologique majeur de CD44 est de maintenir la structure tridimensionnel des organes et
des tissus via la régulation de I'adhérence cellule-cellule et cellule-matrice?’>?’4, Certains isomorphes
peuvent également étre impliqués dans la régulation de I'activation de lymphocytes, ainsi que dans la
motilité cellulaire et la migration, la différenciation, la signalisation de cellules et la transcription de
génes?”>. Ces fonctions sont assurées par les interactions de CD44 avec différents ligands.

Le ligand principal de CD44 est I’hyaluronate, un polysaccharide trés abondant dans le milieu
extracellulaire mammalien. Celui-ci va interagir avec la protéine a la fois par le biais du domaine de
fixation (ou link module) et par deux autres domaines plus petits, codés par I'exon 5%’°. En fixant de
longues chaines (polymeéres) d’hyaluronate, CD44 assure |'adhérence entre cellule et matrice
extracellulaire?”” mais peut aussi conduire & la formation d’agrégats cellulaires, si un méme
polysaccharide est reconnu par plusieurs protéines exprimées par différentes cellules?’®. Au contraire,
lorsque CD44 fixe de petits fragments d’hyaluronate, pouvant étre issus d’une dégradation de la
matrice extracellulaire, cela va déclencher une cascade de signalisation ayant pour conséquence
I’activation du systéme immunitaire et I'arrivée de leucocytes?’*%0°,

CD44 est également capable de digérer lui-méme I'hyaluronate?®!, ce qui peut entrainer le

détachement des cellules?’#2?82, Celles-ci, devenues circulantes, pourront ensuite coloniser un autre
tissu en s’y fixant par le biais des interactions entre CD44 et ses différents ligands mais également en
y proliférant rapidement. En effet, ces interactions protéine-ligand peuvent également stimuler la
production de facteurs de croissance. Enfin, des interactions entre CD44 et des fragments
d’hyaluronate sont impliquées dans I'angiogenése?’#?83, Tout ceci peut conduire 3 la formation de
métastases cancéreuses.

Ces différents mécanismes (libération des cellules, colonisation, et angiogenése) étant liés a la
quantité de protéine exprimée par la cellule, plus la quantité de CD44 a leur surface sera élevée et plus
ces phénomenes seront probables. A cause de cela, il est couramment supposé que le CD44 est
impliqué dans la formation de métastases cancéreuses, et que les cellules cancéreuses circulantes
I’expriment tres fortement.

Ainsi, avoir un systéme de détection capable d’identifier la présence de telles cellules cancéreuses
par ciblage de la glycoprotéine transmembranaire CD44 serait tres intéressant en termes de diagnostic
précoce de métastases cancéreuses. C’'est pourquoi nous avons cherché a développer un tel outil par
le biais d’objets hybrides y-Fe,03;@PEP-CD44.

1.2. Nécessité d’un nouveau protocole de synthese

Le protocole de synthese précédemment mis en ceuvre pour l'obtention des polymeres
magnétiques a empreintes de BSA ou de GFP est une synthese conduisant a I'obtention de couches
polymeéres relativement épaisses autour d’agrégats de nanoparticules de maghémite (Figure 56 page
60). Les empreintes situées dans I'épaisseur de la couche polymeére sont donc inaccessibles pour des
protéines immobilisées sur des surfaces, telles que des protéines membranaires.
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La GFP, et a plus forte raison la BSA, pouvant étre obtenues et employées en relativement grande
quantité en tant que gabarit lors des syntheses, cette approche était alors adaptée pour obtenir les
nano-hybrides y-Fe,Os@PEP. Les protéines d’intérét en nanomédecine, telles que la glycoprotéine
transmembranaire CD44 étant beaucoup plus difficile a produire ou a se procurer, il est nécessaire de
s’assurer que chaque protéine conduira a la formation d’une empreinte dite de surface (Figure 29d
page 34), exploitable lors du ciblage cellulaire. Aucune (ou presque) ne doit étre imprimée dans un site
inaccessible par la suite. Il faut donc repenser le protocole de synthése pour obtenir plus d’empreintes
de surface. Ce second protocole a été mis au point en imprimant de la GFP car cette protéine est plus
proche de CD44 que la BSA en termes de taille et de polarité de surface.

2. Les nouveaux objets hybrides y-Fe,Os@PEP
2.1. Fonctionnalisation de la maghémite avec un agent RAFT photo-polymérisable
2.1.1.Agent de fonctionnalisation

Les agents RAFT photo-polymérisables sont des composés chimiques employés lors de
polymérisations radicalaires contrélées qui agissent d’'une part en tant qu’agents de transfert et qui
sont capables d’amorcer la polymérisation par formation de radicaux libres lorsqu’ils sont soumis a
une illumination ultra-violette. La formation des chaines polymeéres aura lieu par incorporation de
monomeres au sein de I'agent RAFT et les polymeres obtenus posséderont une sous-partie de cet
agent a chacune de leurs extrémités.

L’agent RAFT photo-polymérisable que nous avons utilisé au cours de ce travail de doctorat est le
tétrafluoroborate de benzyl-diazonium modifié par le N,N-diethyldithiocarbamate (DEDTC) (Figure
121). Ce sel de diazonium posséde une fonction dithiocarbamate, ce qui lui confére ses propriétés
d’agents de transfert. Cette molécule a été préparée par Aazdine Lamouri du laboratoire ITODYS
(Université Paris Diderot) suivant un protocole publié par Griffete et al. en 20122,
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Figure 121 : Tétrafluoroborate de benzyl-diazonium modifié par le N,N-diethyldithiocarbamate.

Pour que le couplage puisse avoir lieu, il faut que le milieu réactionnel contienne un réducteur. Il est
alors intéressant d’exploiter le fait que la totalité des nanoparticules d’oxyde de fer n’a précédemment
pas été oxydée en maghémite, mais qu’il reste de la magnétite FesO, et donc du fer au degré
d’oxydation +lI. Les sels de diazonium étant des oxydants®®, I'ajout du tétrafluoroborate de benzyl-
diazonium-DEDTC va permettre d’oxyder la magnétite restante, et d’attacher I'agent fonctionnalisant
a la surface des oxydes de fer. Bien que cette réaction soit principalement décrite en milieu
basique®*286287 e|le peut également avoir lieu spontanément en milieu acide?.

Par la suite, nous chercherons a employer I'agent de fonctionnalisation présenté Figure 121 en tant
gu’amorceur de polymérisation par illumination ultra-violette, et en tant qu’agent de transfert afin
d’assurer le couplage entre les nanoparticules d’oxyde de fer et le polymére en croissance.

163



2.1.2.Mise en évidence de la fonctionnalisation

Le protocole de fonctionnalisation de surface étant nouveau au laboratoire, il fallait déterminer la
bonne quantité d’agent fonctionnalisant a utiliser pour recouvrir le plus possible la surface des
particules d’oxyde de fer tout en assurant leur stabilité dans l'eau. La mesure du rayon
hydrodynamique des particules fonctionnalisées nous a permis de déterminer s’il y avait ou non

agrégation, et donc de déterminer avec quelles quantités d’agent fonctionnalisant travailler. Afin de

MRAFT

faciliter la comparaison entre particules, nous avons défini un facteur R tel que R = en%

Mmaghémite

que I'on nommera aussi parfois %grarr Wt.
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Figure 122 : Evolution du diameétre hydrodynamique des nanoparticules fonctionnalisées en fonction de la quantité initiale
d’agent RAFT photo-polymérisable.

Comme on peut le voir sur la Figure 122, |a taille moyenne des nanoparticules augmente légérement
en présence de I'agent RAFT photo-polymérisable pour des facteurs R compris entre 0 et 1,37 %. En
effet, le diameétre hydrodynamique passe de 14 nm a 20 nm, soit une augmentation de 6 nm, ou encore
une couronne de 3 nm d’épaisseur autour des particules. Ce qui est cohérent avec la présence autour
des nanoparticules de I'agent RAFT photo-polymérisable employé lors de la fonctionnalisation. Au-
dela, on peut observer une forte augmentation du rayon hydrodynamique des particules. En effet, il
passe de 20 nm a 75 nm. Afin d’assurer la stabilité des particules fonctionnalisées, on travaillera avec
un facteur R inférieur ou égal a 1,4%.

La présence d’'une composante organique a la surface de la maghémite a été confirmée par la suite
par détermination du potentiel Zeta des suspensions et mesure de la perte de masse a 600°C (ATG).
En effet, le potentiel Zeta diminue (de 51,3 + 0,8 mV a 44 * 1,3 mV) et la perte de masse augmente
l[égerement (de 2%).

2.2. Photo-amorcage et dénaturation de protéines

L'amorgage que I'on envisage de mettre en ceuvre lors de ce protocole de synthése est un photo-
amorcage faisant appel a une illumination ultra-violette (UV). Les cycles aromatiques de certains acides
aminés, notamment Tyrosine, Tryptophane et Phénylalanine absorbent les rayonnements
ultraviolets®®, et peuvent alors étre photo-ionisés, conduisant a la libération d’espéces radicalaires?®
292 Creed s’est intéressé en 1984 plus spécifiquement aux phénoménes physico-chimiques pouvant
avoir lieu pour le Tryptophane?? et la Tyrosine?** aprés illumination UV. Cette revue mentionne que la
photo-ionisation de ces acides aminés n’a jamais été observée aprés I'emploi de rayonnements UV de
longueur d’onde supérieure a 300 nm. Quelques décennies plus tard, en 2016, Panikkanvalappil et
al.?®> ont démontré qu’une exposition continue aux UV de type C (UV-C) a 254 nm de différentes
lignées cellulaires pouvait endommager les protéines intracellulaires, tandis qu’aprées une exposition
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dans les mémes conditions aux UV de type A (UV-A) a 365 nm, ces effets n’ont pas été observés. Xie
et al. ont quant a eux exposé quatre protéines différentes (BSA, OVA, hémoglobine bovine et
myoglobine) a des UV-A & 365 nm durant 2h sans observer de dénaturation de celles-ci®®,

Les UV-C (100 - 280 nm) étant tres énergétiques (4,4 —12,4 eV), ils pourront induire la photo-
ionisation de certains acides aminés, causant des Iésions séveres aux protéines. Les UV-A (315 — 400
nm) étant quant a eux moins énergétiques (3,1 — 3,9 eV), ils auront beaucoup moins d’effets sur celles-
ci. On peut alors envisager que les protéines soient capables de maintenir leur conformation
tridimensionnelle le temps d’étre imprimées au sein de polymeéres sous application d’UV-A.

C’est pourquoi la longueur d’onde de la lampe UV choisie afin d’amorcer la polymérisation autour
des nanoparticules de maghémite est de 365 nm.

2.3. Optimisation du protocole de synthese avec la GFP

Comme précédemment au chapitre 2, de nombreux parameétres de synthése peuvent étre
optimisés. A nouveau, nous avons fait le choix de ne travailler que sur certains d’entre eux, et de
n’optimiser que les deux parameétres suivants :

e Composition du mélange de pré-polymérisation.

e Durée de l'illumination UV

Les meilleures conditions de synthése ont été déterminées par la réalisation d’isothermes
d’adsorption. La masse totale de particules disponibles pouvant varier entre les différentes synthéses,
pour les concentrations initiales en GFP nous raisonnerons ici plutét en mg/molsr, et non en mg/mL.

2.3.1.Composition du mélange de pré-polymérisation

L'agent réticulant ne fait normalement pas partie du mélange de pré-polymérisation, et nous avons
cherché a déterminer si cela influencait sur les propriétés finales des PEP magnétiques obtenus. Des
isothermes d’adsorption ont été réalisées sur des objets hybrides imprimés et non-imprimés obtenus
apres 5h d’illumination UV et dont le milieu de pré-polymérisation différait par la présence potentielle
de l'agent réticulant. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 123 (MBAM initial : MBAM
dans le mélange de pré-polymérisation).
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Figure 123 : Isothermes d'adsorption par des objets hybrides y-Fe,03;@PNI, ou y-Fe,0;@PEP-GFP obtenus avec différents
mélanges de pré-polymérisation, contenant ou non I’agent réticulant (le MBAM : méthyléne-bis-acrylamide).

Les polymeres imprimés synthétisés a partir d’'un mélange de pré-polymérisation ne contenant pas
I'agent réticulant adsorbent autant de GFP que les polymeéres non imprimés (courbes bleue et jaune
respectivement sur la Figure 123) tandis que les polymeéres imprimés synthétisés a partir d’'un mélange
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de pré-polymérisation contenant I'agent réticulant présentent une meilleure capacité d’adsorption vis-
a-vis de la GFP (courbe verte). En I'absence de I'agent réticulant dans le milieu de pré-polymérisation),
la dénaturation de la protéine sous action des rayons ultra-violets peut intervenir avant la formation
d’un polymeére suffisamment rigide pour conserver la forme de la protéine native, bien que le polymere
final soit tout de méme réticulé. En présence des monomeres d’agent réticulant, ceux-ci vont
également s’organiser autour de la protéine lors de la formation des complexes de pré-polymérisation.
Une structure réticulée rigide peut alors apparaitre des les premiers instants de l'illumination UV,
permettant de maintenir la conformation de la protéine native et donc de former les empreintes.

En conclusion, il semble nécessaire d’ajouter I'agent réticulant au milieu de pré-polymérisation,
pour que celui-ci puisse également s’organiser autour de la protéine a imprimer.

2.3.2.Durée d’illumination

Nous avons ensuite cherché a optimiser la durée d’illumination UV, pour synthétiser un polymeére
suffisamment épais pour contenir des empreintes, en un temps suffisamment court pour ne pas
modifier la structure tridimensionnelle des protéines a imprimer.

Nous nous sommes d’abord intéressés a l'influence de la durée d’illumination sur la capacité
d’adsorption de nano-objets hybrides y-Fe,03;@PNI. Comme nous pouvons le voir sur la Figure 124, les
isothermes d’adsorption ne différent pas significativement les unes des autres. Une fois le polymeére
formé autour des nanoparticules magnétiques, son épaisseur n’influence que peut le nombre de sites
potentiels d’adsorption non-spécifique. Nous avons décidé pour la suite de I'étude de ne faire
apparaitre qu’une isotherme d’adsorption sur les objets y-Fe;Os@PNI, pour ne pas surcharger les
figures.
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Figure 124 : Isothermes d'adsorption de la GFP sur des polyméres non imprimés obtenus en faisant varier le temps
d'illumination UV lors de la synthése.

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de la durée d’illumination sur la capacité
d’adsorption des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-GFP. Apres formation des complexes de pré-
polymérisation en présence de I'agent réticulant, la synthese du polymere se fait sous illumination UV
durant 1h a 5h. Les résultats obtenus sont regroupés sur la Figure 125 sous forme d’isothermes
d’adsorption. La Figure 125a est un agrandissement des isothermes globales (Figure 125b) afin de
mieux appréhender I'adsorption de la GFP aux petites concentrations (Ci compris entre 0 et 200
mg/molser).
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Figure 125 : Isothermes d'adsorption sur des polyméres magnétiques non imprimés ou a empreintes de GFP obtenus aprées
différentes durées d'illumination. Pointillés : modélisations par des équations de Langmuir.

La Figure 125 nous indique que la capacité d’adsorption des polymeres a empreintes de GFP
augmente avec la durée d’illumination du mélange réactionnel. En effet elle passe de 285 mg/g pour
des PEP magnétiques obtenus avec 1h d’illumination, a 498 mg/g pour des PEP magnétiques obtenus
apres 5h d’illumination. Lorsque la durée d’illumination est faible, une couche polymére peu épaisse
commence a se former. Aprés extraction, les protéines laisseront des cavités insuffisamment
profondes pour étre considérées comme des empreintes. La présence du polymere fournit cependant
des points d’interaction pour de I'adsorption non-spécifique. Lorsque la durée d’illumination
augmente, la couche de polymeére s’épaissit, jusqu’a pouvoir effectivement contenir des empreintes,
qui participeront alors activement a la reconnaissance des protéines et augmenteront drastiquement
la capacité d’adsorption des nano-objets hybrides.

Revenons maintenant un instant aux résultats présentés au chapitre 3. Certains d’entre eux
concernent aussi les performances en adsorption de nano-objets hybrides y-Fe,O; @PEP-GFP, obtenus
al’aide d’un autre protocole de syntheése. Il nous est alors apparu intéressant de regarder si la méthode
d’amorcage du polymere influait sur la spécificité (Tableau 17).

5 ’ | Qmax
Méthode d’amorgage |[Type de polymeére (mg/g) IF
Décomposition rédox PEP 57,5 2,31
18h de polymérisation PNI 24,9 /
lumination UV PEP 498 2,34
5h de polymérisation PNI 213 /

Tableau 17 : Comparaison des performances en adsorption des polymeéres a empreintes de GFP obtenus avec deux
méthodes différentes d'amorgage de polymérisation.

Le Tableau 17 nous indique que les deux méthodes de synthése produisent des particules de
spécificité similaire vis-a-vis de la GFP. En effet, les facteurs d’impression sont de 2,31 et 2,34. Ce
résultat n’est pas trés surprenant car la spécificité d’un polymeére est liée aux nombres d’empreintes
formées mais aussi a sa nature. Dans les deux cas, nous employons de I'acrylamide : les protéines vont
interagir de la méme maniére avec celui-ci. Et si avec la seconde méthode de polymérisation on
parvient a créer plus d’empreintes par nano-objet hybride, on a également des particules plus petites
(170 nm contre 415 nm) et donc plus de surface disponible pour adsorber de maniére non-spécifique
des protéines. Ces deux effets pouvant se compenser, on obtient des PEP de spécificité similaire. La
spécificité est donc ici une caractéristique intrinseque a la nature du polymere, et ne dépend pas de sa
méthode de synthése.
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2.3.3.Caractérisations des objets obtenus y-Fe;0s;@PEP photo-polymérisés

Seuls les principaux résultats concernant la morphologie, la taille et la sélectivité des nano-objets
hybrides synthétisés sont présentés ici. Pour plus de détails, le lecteur est invité a se référer a la
communication parue chez ACS Applied Polymer Materials (copyright ACS)?%.

2.3.3.1. Structure et morphologie

Les clichés MET obtenus pour les nano-objets hybrides photo-polymérisés montrent des
nanoparticules de maghémite au sein d’un polymeére, peu contrasté (Figure 126), qui ne forme pas de
couche homogéne autour des nanoparticules.

50 nm
—

Figure 126 : Clichés TEM de nano-objets hybrides y-Fe,O; @PEP-CD44.

A partir des clichés TEM, on peut estimer que les objets y-Fe,0; @PEP-CD44 ont une taille de I'ordre
de 350 nm, ce qui est cohérent avec la taille moyenne de ces mémes objets mesurée par diffusion
dynamique de la lumiere, et qui est de 390 nm.

Il est intéressant de noter une augmentation du diamétre hydrodynamique de ces nano-objets
hybrides aprés 7 jours passés dans un milieu de culture cellulaire. Celui-ci passe de 390 + 48 nm a 670
+ 56 nm. Cela peut s’expliquer par une agrégation faible des particules, mais plus vraisemblablement
par la formation d’une épaisse couronne de protéines autour des nano-hybrides, les protéines étant
présentes dans le milieu de culture, telles que les facteurs de croissance.

2.3.3.2. Le polymere est sélectif du gabarit

Afin de déterminer si le polymére imprimé synthétisé est bien sélectif de la protéine employée en
tant que gabarit, nous avons mesuré la capacité d’adsorption de nano-objets y-Fe,O3;@PEP-GFP et y-
Fe,0s@PNI vis-a-vis de I'OVA et du Lyz (dont les caractéristiques en termes de masse, forme et point
isoélectrique sont présentées page 87 du chapitre 3). Les résultats obtenus sont présentés dans le
Tableau 18.

Q (umol/g) GFP Q (umol/g) Lyz Q (umol/g) OVA
y-Fe,0; @PEP-GFP 17,1 9,3 8,6
y-Fe,0:@PNI 9,2 8,9 10,3

Tableau 18 : Capacité d’adsorption des nano-objets hybrides de polymére magnétique imprimé et non-imprimé vis-a-vis

de la protéine fluorescente verte, I'ovalbumine et le lysozyme.
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Comme on peut le voir, les objets y-Fe,03;@PEP-GFP adsorbent environ deux fois plus de GFP que
de lysozyme ou d’ovalbumine. Le polymere est bien sélectif de la GFP. La photo-polymérisation de
I'acrylamide permet la formation des sites de reconnaissance spécifique.

Il est également intéressant de noter I'absence de différences significatives dans les capacités
d’adsorption d’une part du PEP magnétique vis-a-vis du lysozyme et de I'ovalbumine, et d’autre part
du PEP et du PNI magnétiques vis-a-vis de chacune des protéines compétitrices. Ce dernier résultat
indique que I'adsorption de ces protéines est une adsorption purement non-spécifique, liée a la nature
méme du polymére et non pas aux empreintes.

2.3.3.3. Robustesse du protocole de synthese

Avant de travailler avec la protéine CD44 et afin de vérifier la robustesse du protocole de syntheése,
nous l'avons appliqué pour imprimer trois protéines classiques de tailles et points isoélectriques
variés : I'albumine de sérum bovin (BSA), I'ovalbumine (OVA) et le lysozyme (Lyz). Les caractéristiques
de ces protéines se retrouvent aux chapitres 2 et 3 (page 64 et page 87 respectivement). Une fois les
nano-objets hybrides obtenus, nous avons réalisé des isothermes d’adsorption des protéines
imprimées correspondantes.
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Figure 127 : Isothermes d'adsorption de la GFP, la BSA, I'OVA et le Lyz sur les polyméres magnétiques imprimés
correspondants (noir) ou non imprimés (orange).

Tous les polymeéres imprimés adsorbent plus de protéines ayant servi de gabarit que les polymeres
non imprimés correspondants (Figure 127). Il y a donc bien présence d’empreintes susceptibles de
reconnaitre les protéines natives. En observant plus en détails la Figure 127, on peut remarquer que
les hybrides y-Fe,Os@PEP-BSA, y-Fe,0;@PEP-OVA et y-Fe,Os@PEP-Lyz présentent des capacités
d’adsorption inférieures a celle que nous avons obtenue pour les hybrides y-Fe,0s@PEP-GFP. Au vu
des points isoélectriques des différentes protéines (Tableau 2 page 64 et Tableau 8 page 87) et du
solvant de synthése (HEPES, pH=8, 200 mM), il semblerait que la GFP, protéine la moins chargée, soit
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la protéine la plus susceptible d’interagir fortement avec les monomeéres fonctionnels, neutres, ce qui
conduit a I'obtention d’une capacité d’adsorption plus élevée.

Le protocole de synthése ici développé pour imprimer la GFP est donc robuste, car il permet
également d’obtenir des polyméres a empreintes de BSA, d’OVA et de Lyz. Nous I'avons par la suite
appliqué a I'obtention de nano-objets hybrides y-Fe,0O; @PEP-CD44.

3. Ciblage de cellules sur-exprimant la glycoprotéine transmembranaire CD44

Une fois les objets y-Fe;Os@PEP-CD44 synthétisés, la capacité d’adsorption et le facteur
d’impression ont été déterminés in vitro, puis nous nous sommes intéressés a leur emploi possible afin
de cibler des cellules cancéreuses exprimant CD44 a leur surface.

3.1. Mesure de la capacité d’adsorption et du facteur d’'impression

La protéine imprimée ici est onéreuse et disponible en faibles quantités seulement. Nous n’avons
donc pas pu caractériser en détails les performances d’adsorption in vitro des nano-objets hybrides.
Nous avons uniquement cherché a déterminer la capacité d’adsorption des objets obtenus ainsi que
le facteur d’impression, afin de s’assurer de la présence des empreintes.

Nano-objet hybride | Q (mg/g) IF
v-Fe,O;@PEP-CD44 36,37 2,35
v-Fe,0Os@PNI 15,48 /

Tableau 19 : Capacité d'adsorption des nano-objets hybrides imprimés ou non vis-a-vis de CD44.

Les résultats du Tableau 19 nous montrent que la synthése des empreintes est effective, les nano-
objets hybrides y-Fe,0;@PEP-CD44 adsorbant 2,35 fois plus de CD44 que les objets y-Fe;,0;@PNI.

3.2. Cellules cancéreuses humaines et toxicité des nano-objets hybrides

Avant de déterminer les performances en ciblage de nos objets hybrides, des cellules sur-exprimant
CD44 ont été cultivées, et des tests de cytotoxicité ont été menés. Ces études ont été menées en
collaboration avec I'Institut Galien, et notamment Stéphanie Denis qui m’a formée a la culture
cellulaire et a la réalisation des tests de toxicité.

3.2.1.Les cellules MDA-MB 231

Les cellules MDA-MB 231 représentent une des lignées cancéreuses que |'on retrouve fréquemment
dans les cancers du sein invasifs d’origine métastatique?®®2%, || s’agit d’une des lignées des cancers du
sein les plus étudiées dans les laboratoires de recherche. Qualifiée de triple négative car ne possédant
pas de récepteurs aux estrogénes ou a la progestérone, ou encore le récepteur 2 du facteur de
croissance épidermique humain, ce type de cancer est particulierement agressif et les possibilités de
le traiter sont limitées3%%3%, C’est pourquoi développer de nouvelles méthodes de ciblage envers les
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cellules cancéreuses triple négatives est crucial et nous avons ainsi cherché a travailler avec cette
lignée cellulaire, et a la reconnaitre grace aux protéines CD44 gu’elle exprime a sa surface3®,

3.2.2.Cytotoxicité des nano-objets hybrides

La viabilité des cellules MDA-MB 231 (test MTT) suivant différentes conditions expérimentales est
présentée sur la Figure 128. Les valeurs de viabilité sont normalisées par rapport aux cellules contréle.
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Figure 128 : Viabilité a 24h et 72h des cellules MBA-MD 231 traitées par différentes nanoparticules a différentes
concentrations (test MTT). PAM : polyacrylamide a des concentrations équivalentes a celles apportées par les objets y-
Fe,O;@PEP-CD44, hybrides PEP : y-Fe,03;@PEP-CD44 et hybrides PNI : y-Fe,O3;@PNI.
La premiere chose a remarquer sur la Figure 128 est que quelle que soit la nature des particules et
leur concentration, la viabilité cellulaire aprés 24h est au minimum de 85%, résultat plutot élevé qui
dénote I'absence de toxicité aiglie des particules.

Apreés trois jours d’incubation, d’autres tendances se précisent. Les particules d’oxyde de fer nues
ne semblent pas étre fortement toxiques pour les cellules, résultat cohérent avec ce que I'on peut
trouver dans la littérature3®, Dans un méme temps, le polyacrylamide induit une forte diminution de
I'activité métabolique des cellules, et la viabilité oscille entre 60% et 70% tout en étant trés peu
sensible a la concentration initiale en polymére. Les nano-objets hybrides quant a eux présentent un
comportement intermédiaire.

Afin de pouvoir considérer I'absence d’effet cytotoxique des particules, nous nous sommes imposé
d’avoir une viabilité cellulaire de minimum 75% aprés 72h d’incubation. C'est pourquoi nous
travaillerons par la suite lors des tests de ciblage principalement avec une concentration en particules
hybrides équivalente a 50 uM en fer et 3,05 mg/L en polymére.

3.3. Ciblage cellulaire

Les tests de ciblage ont été réalisés en collaboration avec Hervé Hillaireau et Juliette Vergnaud de
I'Institut Galien, qui m’ont formée sur le cytometre en flux et aidée a I'interprétation des résultats

Les tests de ciblage des cellules MDA-MB 231 ont été effectués en prenant comme contrdle
I'adsorption de particules hybrides non-imprimées a la surface des cellules. En effet, comme discuté
précédemment, la nature méme du polymeére peut induire une adsorption non-spécifique des
protéines. |l est nécessaire de connaitre celle-ci pour déterminer I'efficacité du processus d’impression
et la spécificité du ciblage. Un soin tout particulier a été apporté a la synthése des objets hybrides y-
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Fe,0s@PNI, afin d’obtenir une fluorescence par particule équivalente a celle que I’on a pour les nano-
objets hybrides y-Fe,0;@PEP-CD44. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 129.
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Figure 129 : Ciblage de cellules MDA-MB 231 a I'aide de nano-objets hybrides apreés incubation a différentes concentrations
et sur différentes durées. (a) Résultats obtenus par cytométrie en flux pour des cellules ayant été incubées durant des
temps variables avec des nano-objets hybrides y-Fe,03;@PEP-CD44 ou y-Fe,O3;@PNI a une concentration équivalente en
fer de 50 pM. (b) Pourcentage de cellules marquées par les nano-objets hybrides aprés différentes durées d’incubation a
différentes concentrations.

On peut voir sur la Figure 129a que le signal de fluorescence se décale d’autant plus vers des valeurs
de forte intensité que la durée d’incubation avec les objets est grande. Les nano-objets hybrides sont
donc capables de marquer les cellules. De plus, pour chaque temps d’incubation testé, le décalage en
intensité est plus important pour les cellules incubées avec les hybrides PEP magnétiques (traits pleins)

gu’avec les hybrides PNI magnétiques (traits pointillés).

Afin d’analyser de facon un peu plus précise les résultats obtenus par cytométrie en flux tels que
présentés sur la Figure 1293, il faut déterminer un seuil de fluorescence au-dela duquel le signal
mesuré est considéré comme lié a la présence de la rhodamine et non pas a I'auto-fluorescence des
cellules. Ce seuil a été fixé a 0,12% de cellules contréles positives. La fluorescence a laquelle nous nous
intéressons par la suite vient donc a priori bien de la Rhodamine et donc des nano-objets hybrides y-
Fe,0;@PEP-CD44 et y-Fe,0;@PNI.

En incubant les particules hybrides a 200 uM avec les cellules, celles-ci sont presque toutes
marquées immédiatement (Figure 129b, violet). En effet, plus de 95% des cellules sont marquées par
les objets hybrides PEP magnétiques apres seulement 30 minutes d’incubation. Les particules sont
peut-étre trop concentrées pour qu’un effet des empreintes soit détectable. De plus, la forte
concentration peut favoriser I’endocytose des particules. Le signal détecté en cytométrie en flux sera
le méme que pour des particules adsorbées sur les cellules, sans que le ciblage ait eu lieu.

En incubant les particules a 50 uM avec les cellules, leur marquage est plus lent : seulement 30%
des cellules sont marquées apres 1h d’incubation, contre 100 % a la concentration précédente. Mais
les objets-hybrides peuvent quand méme se fixer sur les MDA-MB 231 (Figure 129b, mauve). De plus,
on observe que pour un méme temps d’incubation I'on marque bien plus de cellules avec les objets y-
Fe,O;@PEP-CD44 qu’avec les objets y-Fe;Oz;@PNI (12 fois plus de cellules marquées aprés 1h
d’incubation et 4,7 fois plus aprés 5).

Bien qu’il existe une part d’adsorption non-spécifique et qu’il faille définir avec attention la
concentration de travail, le ciblage des cellules a I'aide des nano-objets hybrides y-Fe,O;@PEP-CD44
est effectif.
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4. Conclusion sur les performances des objets hybrides photo-polymérisés

Aprés avoir développé un nouveau protocole de synthese pour les objets hybrides y-Fe,O;@PEP-
CD44, nous les avons caractérisés puis nous nous sommes intéressés a leurs performances en termes
d’adsorption, d’abord in vitro puis en milieu biologique.

Obtenir des polyméres magnétiques a empreintes de protéines par photo-polymérisation est
possible, car nous avons imprimé avec succes la protéine fluorescente verte, I'albumine de sérum
bovin, 'ovalbumine, et le lysozyme grace a cette méthode d’amorcgage. L’optimisation du protocole
de synthese a permis de mettre en évidence le réle crucial de la composition du mélange de pré-
polymérisation pour la formation d’empreintes de protéines dans leur configuration native. Les
polyméres obtenus grace a cette méthode d’amorgage présentent des facteurs d’impression similaire
a ceux calculés pour les polyméres obtenus par amorcage rédox. Le facteur d’impression est donc une
caractéristique inhérente a la nature du polymere, et non a sa méthode d’obtention.

Dans un second temps, des objets hybrides y-Fe;Os@PEP-CD44 ont été synthétisés afin de
reconnaitre spécifiguement la glycoprotéine transmembranaire CD44, et ce avec un facteur
d’impression de 2,35. Lorsque ceux-ci sont mis en présence de cellules MDA-MB 231 a des
concentrations inférieures a 100 uM, ils ne présentent pas de toxicité aiglie et sont capables de cibler
la protéine CD44 exprimée a la surface des cellules.

L'objectif fixé est donc atteint, nous avons synthétisé avec succés un polymeére a empreintes de
protéines capable d’effectuer du ciblage cellulaire.

Au cours de ces travaux, la détermination du ciblage des cellules a I'aide des objets hybrides s’est
faite uniqguement par cytométrie en flux. Cette méthode ne permettant pas de discriminer de fagcon
certaine entre la fluorescence due aux particules adsorbées en surface des cellules et la fluorescence
des particules internalisées, il aurait été intéressant de compléter ces résultats en effectuant des
observations des cellules par microscopie confocale de fluorescence.

5. Matériels et méthodes

5.1. Réactifs employés

Les nanoparticules de maghémite ont été synthétisées suivant le protocole décrit dans le chapitre 2
page 70. L'agent de fonctionnalisation, le tétrafluoroborate de benzyl-diazonium modifié N,N-
diethyldithiocarbamate a été synthétisé par Aazdine Lamouri (laboratoire ITODYS, Université Paris
Diderot). La GFP a été produite par l'institut Curie. Nous nous sommes procuré les autres réactifs
aupres des fournisseurs suivants :

Acrylamide, méthylene-bis-acrylamide, HEPES, BSA, OVA, Lyz, milieu de culture L15, trypsine, PBS,
bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium, FBS, NaHCOs : Sigma.
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Acryloxyethylthiocarbamoyl-Rhodamine B: Polysciences Inc.; CD44 : Abnova; mMembranes de
dialyse de porosité 10kDa et 100kDa : Spectrum Labs ; acide acétique : Carlo Erba ; cellules MDA-MB
231 : ATCC ; mélange d’antibiotiques Pénicilline-Streptomycine : Gibco ; méthanol et DMSO : VWR.

5.2. Appareils de mesure

Les différents appareils employés pour caractériser les nano-objets hybrides obtenus ainsi que leurs
performances en termes d’adsorption in vitro sont ceux présentés aux chapitre 2 page 66 et chapitre
3 page 105.

Les plagues 96 puits ensemencées pour effectuer les tests de cytotoxicité ont été analysées avec un
lecteur de microplaques Multiskan MS Original Microplate Reader commercialisé par Thermo
Labsystems. Une partie des tests de cytométrie (incubation avec les particules a 200 uM) a été
effectuée sur un appareil BD Accuri C6 est commercialisé par BD Biosciences tandis que I'autre partie
a été réalisée sur un appareil Attune NxtT développé par Thermo Fisher Scientific.

5.3. Fonctionnalisation de la maghémite par I’'agent RAFT photo-polymérisable

La surface des nanoparticules d’oxyde de fer peut étre fonctionnalisée de maniére covalente en
utilisant la chimie des sels de diazonium et la présence de magnétite Fe;0, résiduelle (voir page 163).

Le protocole mis en ceuvre lors de cette fonctionnalisation est le suivant. Dans un premier temps,
on dissout une masse connue de I'agent fonctionnalisant, le tétrafluoroborate de benzyl-diazonium
modifié par le N,N-diethyldithiocarbamate (voir Figure 121), variant entre 4,8 mg et 96,5 mg, dans 30
mL d’eau distillée. Le milieu est placé 30 minutes sous agitation orbitalaire a 640 rpm, puis soumis a
des ultrasons durant 20 min, et de nouveau placé 30 min sous agitation orbitalaire a 640 rpm. Et ce
afin d’assurer la bonne solubilisation de I'lagent RAFT dans le milieu. Dans un second temps, on ajoute
au milieu précédent 4 mL d’'une suspension de nanoparticules magnétiques a la concentration 2,31 M
en fer, soit un ajout de 9,24 mmol de fer, ou encore 738 mg de particules. La suspension est placée
sous agitation orbitalaire durant 24h a 320 rpm. Enfin, dans un troisieme temps, les particules
fonctionnalisées sont lavées par dialyse dans |’eau distillée, durant 4 jours.

MRAFT

On définit alors un facteur R tel que R= en % que I'on nommera aussi parfois %garr Wt.

Mmaghémite

5.4. Synthese du polymere

Le protocole expérimental mis en ceuvre est le suivant :

e Formation du complexe de pré-polymérisation :

Dans un flacon en plastique de 40 mL (flacon en polypropyléne), on introduit 8 mL d’"HEPES 200 mM,
pH=8. On dissout dans le milieu 0,36 mmol de monomere acrylamide et 0,33 pmol de protéine. On
peut également ajouter directement 65 umol d’agent réticulant. Le milieu est placé sur un agitateur
orbitalaire a 240 rpm durant 2 heures.
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e Polymérisation :

On ajoute dans le flacon précédent 65 umol d’agent réticulant (le méthyléne-bis-acrylamide) s’il
n’est pas déja présent lors de la formation du complexe de pré-polymérisation, éventuellement 6,5
umol de monomeére fluorescent (tel que décrit page 55 du chapitre 2), et 5 mg de particules de
maghémite fonctionnalisées avec I'amorceur photo-polymérisable. Le milieu est dégazé a I'azote
durant 20 minutes, avant d’étre placé, ouvert et sous bullage d’azote, sous une lampe UV irradiant
a 365 nm durant un temps variant entre 1 h et 5 h.

e Purification :

La suspension obtenue est introduite dans une membrane de dialyse, elle-méme placée dans un
bécher rempli d’eau distillée, sous faible agitation magnétique. L'eau de dialyse est changée
régulierement jusqu’a ce qu’aucun signal n’y soit détecté par spectroscopie de fluorescence.

e Extraction de la protéine :

L'extraction de la protéine se fait suivant la méthode de dialyse mise au point lors de la synthése
des polymeéres a empreintes de BSA et de GFP obtenus avec un amorcage rédox (cf chapitre 2, partie
3.3.3). Apres extraction de la totalité de la protéine, les nano-objets hybrides sont remis en suspension
dans de I'HEPES a 200 mM, pH=8.

Les polyméres non imprimés sont synthétisés de la méme maniére, la seule différence étant
I’'absence de la protéine gabarit et donc de I'étape du complexe de pré-polymérisation. L'acrylamide
est ajouté en méme temps que I'agent réticulant et le monomere fluorescent.

5.5. Réalisation d’isothermes d’adsorption

Afin d’étre sGr d’étre a I’équilibre pour chaque mesure de cette étude, le temps de contact entre
particules hybrides et protéines a différentes concentrations est de 24h. Le protocole suivant a été mis
en ceuvre. Dans des flacons en plastique de 2 mL on introduit une masse connue avec précision de
nano-objets y-Fe,0Os@PEP-protéine ou y-Fe,0s@PNI obtenus par photo-polymérisation. On ajoute
ensuite 1,5 mL d’une solution de protéines dans de I’'HEPES, 200 mM pH=8, a des concentrations
variées, comprises entre 0 mg/mL et 0,3 mg/mL. Les flacons sont placés sur un agitateur orbitalaire
a 240 rpm durant 24h. Puis ils sont positionnés sur un aimant afin d’effectuer une décantation
magnétique. Les surnageants sont récupérés et analysés par fluoro-spectroscopie aprés dilution
éventuelle en fonction de leur concentration. Cette analyse permet de déterminer la quantité de
protéine encore présente en solution, et donc de déduire la quantité de protéine adsorbée par les
nano-objets hybrides.

Ce protocole a été mis en ceuvre pour déterminer les capacités d’adsorption de polymeres obtenus
suivant différentes conditions expérimentales initiales, et la masse totale de particules disponibles
peut varier entre les différentes synthéses. C'est pourquoi, pour les concentrations initiales en GFP
nous avons raisonné en mg/molser, et non en mg/mL.

Afin de déterminer la sélectivité des nano-objets hybrides, le protocole suivant est mis en ceuvre.
0,24 mg d’objets y-Fe,0s@PEP-GFP ou PNI sont dispersés dans une solution de protéine (GFP, Lyz ou
OVA) a 20 umol/molser dans I’'HEPES, 200 mM pH = 8. Aprés 15h d’agitation a 240 rpm, une décantation
magnétique est effectuée et le surnageant est analysé par spectroscopie UV-Visible afin de déterminer
la concentration en protéines résiduelle et de la déduire la quantité de protéines adsorbée.
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5.6. Mesure du facteur d’'impression des objets hybrides y-Fe,Os@PEP-CD44

Pour ce faire, 70 ug de nano-objets hybrides ont été dispersés dans 50 uL d’HEPES a pH=8, 200 mM,
contenant 3 ug de protéine CD44. Cette concentration a été choisie car c’est la concentration la plus
faible détectable en spectroscopie UV-Visible. La masse d’objets hybrides a ensuite été ajustée afin de
se placer dans des conditions permettant la saturation. Apres agitation orbitalaire a 240 rpm durant
une nuit, une décantation magnétique a eu lieu et les surnageants ont été analysés comme
précédemment pour en déduire la quantité de protéines adsorbées.

5.7. Culture des cellules

Aprés une formation dispensée par Stéphanie Denis, responsable de la culture cellulaire a I'Institut
Galien, j’ai pu étre autonome sur la culture des cellules nécessaires a la réalisation des tests de ciblage
de CDA44, ainsi qu’aux tests de cytotoxicité.

Apres décongélation, les cellules MDA-MB 231 ont été cultivées dans du milieu de culture Leibovitz
L15 suppléé de glutamine et bicarbonate de sodium, initialement absents, de sérum feetal de veau,
contenant les facteurs de croissance, et des antibiotiques (pénicilline et streptomycine). Au cours de
leur culture, chaque changement de contenant en laboratoire des cellules est comptabilisé comme un
passage, noté P, conformément aux explications fournies lors de la description de la culture des
cellules souches mésenchymateuses, décrite au chapitre 4, partie 3.1.1 page 138. Les cellules
employées ici pour les tests de cytotoxicité sont a P12 tandis que les cellules employées pour les tests
de ciblage sont a P12 ou P13.

5.8. Test de cytotoxicité MTT

5.8.1.Lletest MTT

Le test de viabilité cellulaire employé ici est le test dit « MTT ». Il s’agit d’un test a révélation retardé
car il évalue I'activité métabolique de la population cellulaire étudiée aprés incubation avec le composé
dont on cherche a déterminer la toxicité3%*. Pour ce faire un sel, le bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) est ajouté au milieu de culture a différents instants aprés
incubation des cellules avec les nano-objets hybrides. Les cellules encore en vie vont réduire ce
composé en MTT formazan, qui précipite alors sous forme de cristaux pourpres. Aprés dissolution de
ceux-ci dans le DMSO, une mesure de |'absorbance a 570 nm du milieu permet de déterminer la
quantité de sel initial convertie et de déduire le pourcentage résiduel d’activité cellulaire. Ce qui donne
acces a la viabilité cellulaire. En effet, 'enzyme responsable de la réduction du MTT est une
déshydrogénase mitochondriale, active seulement dans les cellules vivantes.
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MTT MTT formazan

Figure 130 : Structures moléculaires du MTT et du MTT formazan. Le second précipite sous forme de cristaux pourpres,
solubles le DMSO (absorbe a 570 nm).
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L’absorbance des particules, et plus particulierement des nano-objets hydrides fluorescents, a été
mesurée pour chaque concentration et retirée du signal total obtenu lors du test MTT afin de ne pas
fausser les résultats avec un signal du aux particules et non pas au MTT formazan formé.

5.8.2.Mise en ceuvre du test

Aprés leur culture jusqu’a P11, les cellules ont été réparties dans différents puits (10.000 cellules
par puits pour le test a 24h et 5.000 pour le test a 72h) contenant du milieu de culture, ce qui constitue
le 128™¢ passage. Aprés 24h, les cellules sont de nouveau adhérentes, et on ajoute alors dans les puits
la solution de nanoparticules a tester. Ici, nous avons cherché a évaluer la cytotoxicité des polymeres
hybrides y-Fe,0s@PEP-CD44 et y-Fe,Os@PNI, mais également du polymere imprimé seul (nommé
uniquement PAM ou polyacrylamide par la suite) et des nanoparticules magnétiques seules, afin de
déterminer l'influence de chacune des parties a la toxicité de I’hybride. Nous avons étudié plusieurs
concentrations pour les différents objets, tel que présenté dans le Tableau 20, et les cellules sont
placées a l'incubateur durant 24h ou 72h.

Particules étudiées Concentrations testées Pourquoi ?

1 uM en fer — 0,061 mg/mL en PAM

4 uM en fer — 0,244 mg/mL en PAM

7 UM en fer — 0,427 mg/mL en PAM

10 uM en fer — 0,61 mg/mL en PAM

25 uM en fer — 1,51 mg/mL en PAM

50 uM en fer — 3,05 mg/mL en PAM Cytotoxicité des nano-objets

75 uM en fer — 4,56 mg/mL en PAM hybrides y-Fe,0; @PEP-CD44

100 uM en fer — 6,1 mg/mL en PAM

125 uM en fer — 7,61 mg/mL en PAM

150 uM en fer — 9,15 mg/mL en PAM

175 uM en fer — 10,66 mg/mL en PAM
200 uM en fer fer — 12,2 mg/mL en PAM

y-Fe:03:@PEP-CD44

10 uM en fer
H Influence des particules d’oxyde
25 uM en fer s
y-Fe 03 de fer sur la cytotoxicité des
50 uM en fer . .
nano-objets hybrides
100 uM en fer
0,61 mg/L )
Influence du polyacrylamide sur
. 1,51 mg/L " :
Polyacrylamide la cytotoxicité des nano-objets
3,05 mg/L :
hybrides
6,1 mg/L

10 uM en fer — 0,61 mg/mL en PAM
25 uM en fer — 1,51 mg/mL en PAM
50 uM en fer — 3,05 mg/mL en PAM
100 uM en fer — 6,1 mg/mL en PAM

Tableau 20 : Conditions expérimentales mises en ceuvre lors des tests de cytotoxicité. Dans chacun des cas, deux temps de
contact avec les cellules ont été étudiés : 24h et 72h. PAM : polyacrylamide.

Influence des empreintes sur la
cytotoxicité des nano-objets
hybrides

V-FEZOa@PN|

Aprés incubation des cellules durant 1 a 3 jours, une solution de MTT est ajoutée a chaque puits. Au
bout de trois heures environ, des petits cristaux bleus se sont formés. On retire alors le milieu de
culture cellulaire et on le remplace par du DMSO afin de solubiliser ces cristaux3®®, puis la densité
optique de la solution a 570 nm est lue. La quantité de MTT métabolisée est alors comparée entre
cellules contréles et cellules ayant été en contact avec des particules, puis traduite en termes de
viabilité cellulaire. Chaque condition est testée sur 6 puits.
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5.9. Ciblage cellulaire

5.9.1.Possibles biais expérimentaux lors du ciblage

Avant d’effectuer les différents tests de ciblage, plusieurs parameétres expérimentaux critiques a
optimiser ont été identifiés. Il s’agit principalement de :

- la méthode de récupération des cellules aprés incubation avec les particules. Classiquement,
les cellules MDA-MB 231 sont détachées des puits avec de la trypsine. Or il n’est pas a exclure
gue cette enzyme puisse également cliver les protéines CD44 et donc détacher de la surface
des cellules des objets hybrides y-Fe,Os@PEP-CD44. Une autre maniere de détacher les
cellules du puits est I'emploi d’'un grattoir. Cette méthode entraine la mort d’un certain
nombre de cellules, mais pourrait étre intéressante si elle permet de mettre en évidence un
biais introduit par I'usage de la trypsine.

- la concentration en particules ajoutées au milieu : plus la concentration est élevée, plus le
risque de sédimentation des particules est important, mais a de trop faibles concentrations, la
probabilité de rencontre particule — protéine diminue drastiquement.

- la durée d’incubation des particules avec les cellules, afin de leur laisser le temps de se fixer
aux récepteurs en surface tout en minimisant leur internalisation.

5.9.2.0ptimisation des conditions expérimentales — contréle du ciblage avec y-Fe,0;@PNI

Afin de déterminer les conditions expérimentales conduisant a I'obtention des meilleures
performances possibles en termes de ciblage, chacun des puits de 2 plaques 12 puits ont été
ensemencés avec 200.000 cellules a P12 dans 1,5 mL de milieu de culture complet. Nous avons choisi
cette densité ainsi : 200.000 cellules par puits correspond a une densité équivalente a celle que nous
avions ensemencée pour réaliser les tests de cytotoxicité, en considérant le moment des tests apres
I’'ensemencement (1 jour pour le ciblage contre deux jours pour la préparation des puits pour le test
MTT). Toutes les incubations se font ensuite par ajout de nano-objets hybrides dispersés dans 500 pL
de milieu de culture complet (ajout du milieu seul pour les cellules contréle).

Concretement, les expériences ont eu lieu telles que schématisées sur la Figure 131 (en ne
représentant que les plaques réellement employées au cours de I'étude).

PEP 60 m PNI 80 m % % PEP 120 m PMI 120 m
Contréle 200 uM 200 pM f" m".::; g’;‘t’;ﬁ 50 uM 50 uM
Trypsine Trypsine ¥ps Grattoir Grattoir

PEP 10 m PMI 10 m PEP 120 m PMI 120 m PEP 60 m PEP &0 m PEP 180 m PMI 1BD m
200 pM 200 pM 200 pM 200 pM 50 uM 50 um 50 pum 50 pm
Trypsine Trypsine Trypsine Trypsine Trypsine Grattoir Grattoir Grattoir

PEP 30 m PMI 30 m PMNI 60m PNI &0m PEP 300 m PMNI 300 m
200 p 200 M 50 pum 50 pum 50 pm 50 pm
Trypsine Trypsine Trypsine Grattoir Grattoir Grattoir

Figure 131 : Conditions expérimentales appliquées aux différentes cellules ensemencées dans des plaques 12 puits. m :
minutes. PEP et PNI désignent respectivement les objets y-Fe,O3;@PEP-CD44 et y-Fe,0;@PNI.

Nous avons d’abord testé une concentration en particules incubées de 200 uM, pour des durées
variant entre 10 et 120 minutes (Figure 131 puits orangés). A la fin de I'incubation, les puits contenant
les cellules sont lavés deux fois avec 1 mL de PBS, puis les cellules sont détachées avec de la trypsine.
Pour ce faire, on ajoute 250 uL de trypsine puis on place 3 minutes a I'incubateur. On arréte ensuite
I’action de I'enzyme par ajout de 750 pL du milieu de culture complet. On centrifuge alors la suspension
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cellulaire 5 min a 1000 rpm puis on re-disperse le culot de cellules dans 750 uL de PBS. La suspension
cellulaire est alors analysée par cytométrie en flux en pompant I'échantillon a 14 uL/min et en
mesurant I'intensité de fluorescence de 10.000 cellules. Les résultats sont analysés suivant la méthode
décrite en annexe 3 page 223.

Cependant, le détachement des cellules par la trypsine peut induire un biais en décrochant des
particules fixées a leur surface. Nous avons donc voulu voir si la méthode de détachement avait une
réelle influence sur les résultats obtenus. Pour ce faire, des nano-objets hybrides a une concentration
de 50 uM ont été incubés durant 1h avec des cellules (Figure 131 puits bleus péles). Celles-ci ont
ensuite été détachée par action de la trypsine tel que décrit ci-dessus ou en grattant délicatement le
fond du puits a I'aide d’un outil adapté, avant de centrifuger la suspension de cellules ainsi formée (5
min, 1000 rpm) et de re-disperser les cellules dans 750 pL de PBS. La suspension cellulaire est alors
analysée par cytométrie en flux en pompant I’échantillon a 100 puL/min et en mesurant l'intensité de
fluorescence de 10.000 cellules. Les résultats analysés suivant la méthode décrite en annexe 3
page 223.

% de cellules marquées
v-Fe,0s@PEP-CD44 - Trypsine 27,70
v-Fe,O;@PEP-CD44 - Grattoir 29,00
v-Fe,03s@PNI - Trypsine 2,31
v-Fe,0s@PNI - Grattoir 2,35

Tableau 21 : Cellules marquées par les objets hybrides en fonction de la méthode de détachement.

Les résultats obtenus ne varient pas significativement en fonction de la méthode de détachement
(Tableau 21) mais pour des raisons pratiques, notamment le temps limité lors des tests effectués avec
la faible concentration en particules, les autres cellules des puits bleus (Figure 131) ont également été
détachées avec un grattoir. L'absence de différence entre résultats obtenus pour un détachement avec
la trypsine ou un détachement manuel indique qu’il sera possible de comparer I'ensemble des résultats
obtenus lors de ces tests de ciblage.
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Chapitre 5 : Vers I'impression d’une protéine d’intérét pour la nanomédecine : CD44
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Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés au développement d’'un nouveau systeme
hybride composé d’un polymére a empreintes de protéines couplé a des nanoparticules magnétiques,
en allant de la synthése a la dégradation en tissu cellulaire, et en considérant également ses
applications potentielles en nanomédecine (ciblage cellulaire et dénaturation de protéines).

La fonctionnalisation de surface des nanoparticules magnétiques a été réalisée afin de pouvoir
amorcer une polymérisation d’acrylamide. En présence des protéines ciblées, utilisées comme
gabarits, cette polymérisation méne a I'obtention de nano-objets hybrides magnétiques y-Fe,Os@PEP
(PEP : polymeres a empreintes de protéines). En absence de protéines, nous obtenons des particules
hybrides magnétiques y-Fe;Os@PNI (PNI: polymeéere non imprimé). Les objets obtenus ont été
caractérisés avec attention, afin de déterminer notamment la part organique, et donc de polymere, au
sein de I’hybride, mais également leur taille et leur capacité a produire de la chaleur par application
d’un champ magnétique alternatif (hyperthermie magnétique).

Par la suite, 'adsorption des nano-objets hybrides a été caractérisée par de nombreux tests in vitro.
Ceux-ci ont permis d’optimiser le protocole de synthése mis en ceuvre pour leur obtention, et
également de mettre en évidence la sélectivité des PEP magnétiques vis-a-vis de la protéine ayant servi
de gabarit lors de I'impression. L'étude d’objets hybrides y-Fe,Os@PEP spécifiques de la GFP a permis
de montrer I'absence de désorption de la protéine sans action d’un stimulus chimique extérieur. Nous
avons également pu démontrer que la protéine adsorbée par le polymére peut étre dénaturée par la
chaleur dégagée par les nanoparticules magnétiques lors de I'application d’un champ magnétique
alternatif. Enfin, le ciblage de cellules exprimant la GFP a leur surface a 'aide d’objets y-Fe,Os@PEP-
GFP est convaincant, et dans ce cas, il est encore possible de dénaturer par hyperthermie magnétique
les protéines adsorbées. L'étape suivante est alors de s’intéresser au devenir de ces objets apres leur
adsorption a la surface de cellules.

Le devenir des nano-objets en tampon lysosomal (tampon d’acide citrique au pH proche de 4,8) se
traduit par une dégradation de ceux-ci par les agents chélatants du fer. Ce résultat a été confirmé par
observation de la dégradation des objets hybrides y-Fe,0s@PEP-GFP dans des amas formés de cellules
souches mésenchymateuses humaines durant trois semaines. Cette dégradation s’accompagne d’une
forte expression de ferritines dans les cellules, protéine responsable de la prise en charge du fer au
sein de I'organisme, a I'origine de la faible cytotoxicité observée pour ces objets hybrides.

Forts de ces résultats, nous avons développé un second protocole de synthese afin de synthétiser
des polymeres a empreintes d’une protéine d’intérét en nanomédecine, le complexe de différentiation
44, ou CD44. Cette protéine étant exprimée a la surface de cellules cancéreuses triple négatives, elle
peut étre un moyen de reconnaissance, si on I'imprime dans un PEP magnétique. Les résultats obtenus
en termes de ciblage de ces cellules cancéreuses montrent |'efficacité de celui-ci, et laissent présager
d’un emploi futur des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP en nanomédecine.

Les travaux présentés ici ouvrent de nombreuses perspectives dans les différents thémes abordés.

Tout d’abord, afin d’améliorer la sélectivité des polyméres imprimés vis-a-vis de la protéine cible et
notamment diminuer I’adsorption non-spécifique de protéines compétitrices, il serait avantageux de
mieux optimiser la chimie du polymeére. Cela peut se faire par le biais d’'un mélange de monomeres
fonctionnels, qui peuvent étre choisis apres simulation numérique de leurs interactions possibles avec
la protéine gabarit et les principales protéines identifiées comme compétitrices en fonction de
I"application finale désirée.

Concernant la biocompatibilité des nano-objets hybrides y-Fe,Os;@PEP, il serait intéressant de
passer a des tests sur petits animaux afin d’avoir une idée de leur furtivité. En effet, les nanoparticules
magnétiques sans coating particulier présentent une clairance assez rapide, et l'influence de
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I'enrobage par le PEP serait intéressante a étudier. Une étude compléte de la toxicité des
nanoparticules pourrait étre réalisée, en considérant cette fois tous les organes impliqués dans la prise
en charge et le traitement des substances étrangeres, et notamment le foie et la rate. Il serait
également intéressant d’effectuer un marquage isotopique au 3C du polymeére afin de suivre sa
distribution dans I'organisme, aprés injection mais également au cours de la dégradation des nano-
objets hybrides.

Ensuite, concernant les performances des nano-objets hybrides y-Fe,Os@PEP-CD44, il serait
maintenant intéressant d’aller plus loin et de démontrer la véritable inhibition de la protéine par
application d’'un champ magnétique alternatif. On peut alors envisager d’inoculer une tumeur faite de
cellules exprimant CD44 telles que les MDA-MB 231 a de petits animaux avant de leur injecter des
particules y-Fe,0s@PEP-CD44. Nous pourrions ensuite appliquer un champ magnétique alternatif a
une partie des animaux, et aprés quelques jours comparer I'état de tumeurs (taille, adhésion des
cellules...) ayant ou n’ayant pas été soumises a ce champ magnétique alternatif.

A plus long terme, il serait également intéressant de synthétiser des nano-objets hybrides
magnétiques possédant une double couche de polymere imprimé. La premiére couche serait un
polymére a empreintes d’anti-cancéreux, tel que la doxorubicine. Tandis que la couche externe serait
un polymeére a empreintes de protéines, par exemple CD44. Le rble des nanoparticules magnétiques
serait alors double. Aprés avoir permis d’accumuler les nano-objets hybrides auprés des cellules a
cibler, par exemple de la tumeur a traiter aprés injection in vivo, elles permettraient également
d’effectuer un relargage actif de I’anticancéreux grace a l'application d’'un champ magnétique
alternatif et a leurs propriétés d’hyperthermie magnétique. On peut ainsi envisager de créer un
systéme de délivrance ciblée et contrélée de médicaments.
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2. Relaxométrie

2.1. Atomes, moment magnétique et spin

Le noyau des atomes peut étre séparé en deux composantes : les neutrons, qui comme leur nom
I'indigque sont neutres, et les protons, qui sont chargés. Nous allons ici nous intéresser uniquement aux
noyaux des atomes d’hydrogéne, comptant un seul proton.

Ces protons tournent sur eux-mémes et possedent donc un moment cinétique intrinseque,
également appelé spin. Le spin est aligné suivant I'axe de rotation du proton. Comme les protons sont
chargés, leur rotation induit également I'apparition d’un vecteur d’aimantation microscopique, appelé
moment magnétique, lui-aussi aligné suivant leur axe de rotation.

M

s

Figure 132 : Proton P tournant autour d'un axe de rotation, possédant un moment cinétique intrinséque S et induisant un
moment magnétique microscopique L.

Dans un milieu donné contenant de nombreux protons, par exemple dans I'eau, et en I'absence
d’un champ magnétique, ces protons vont s’orienter de facon aléatoire. Il n’y aura donc pas de vecteur
d’aimantation macroscopique résultant.

2.2. Champs magnétiques et excitation des spins

2.2.1.Champ magnétique intense By et aimantation macroscopique

Comme nous venons de le voir, dans un milieu donné en I'absence de champ magnétique, les
noyaux d’hydrogéne (ou protons) vont s’orienter de maniere aléatoire. Il n’en résultera pas
d’aimantation macroscopique. Par contre, en présence d’'un champ magnétique extérieur, les protons
vont s’orienter suivant I'axe de ce champ. lls seront soit dans un état « parallele » soit dans un état
« anti-paralléle ». Comme il y a un peu plus de protons dans le sens « paralléle », cela va créer un
vecteur d’aimantation macroscopique, somme des vecteurs d’aimantation microscopiques, d’intensité
M et d’axe celui du champ magnétique Bo.

En plus d’étre alignés suivant I'axe du champ magnétique By, les protons vont précesser autour de
celui-ci a une fréquence dite fréquence de Larmor wo égal a yBo, avec y le rapport gyromagnétique du
proton (42,58 MHz.T pour I'hydrogéne). Les protons sont également en rotation sur eux-mémes,
chacun avec une vitesse angulaire légerement différente de la fréquence de Larmor. Les spins sont
alors déphasés, et I'aimantation transversale est nulle.

214



Le champ magnétique orienté suivant z et d’intensité By sera par la suite appelé uniquement champ
magnétique Bo.

2.2.2.Champ magnétique B; ou impulsion radiofréquence

L’aimantation du champ magnétique By étant trés supérieure a I'aimantation macroscopique, on ne
peut pas étudier I'évolution de I'aimantation M. Pour ce faire, il va falloir dévier M de I'axe de Bo. Cela
va se faire lors d’'une phase d’excitation par apport d’énergie externe de la part d’'un champ
magnétique radiofréquence d’intensité By, plus faible que Bo, formant un angle /2 avec la direction
du champ Bo, tournant autour de I'axe z a une fréquence égale a la fréquence de Larmor des protons
considérés.

Sous I'effet de cette impulsion radiofréquence, la composante longitudinale M, de M va s’annuler
tandis que sa composante transversale My, va étre maximisée. Tous les spins sont alors en phase.

2.3. Relaxation des spins

2.3.1.Principe général et équations de Bloch

Comme on I'a vu précédemment, on peut diviser I'aimantation macroscopique en deux grandeurs :
une aimantation longitudinale M, suivant I'axe du champ magnétique BO, et une aimantation
transversale, My, dans le plan xOy. L’excitation des protons par une impulsion radiofréquence (ou
champ magnétique B;) tournant a une vitesse angulaire égale a la fréquence de Larmor, et suivant un
axe formant un angle /2 avec le champ BO va avoir pour effet :

- Ladisparition de I'aimantation longitudinale M,
- L’apparition d’'une aimantation transversale My,.

Aprés l'arrét de I'impulsion radiofréquence, les spins vont retourner a leur état d'origine, donc
alignés suivant le champ Bo. IL s’agit de la relaxation des spins. On peut distinguer la relaxation
transversale qui suit la disparition de I'aimantation My, et la relaxation longitudinale qui suit la
repousse de |'aimantation M,.

Ces deux composantes, My, et M,, peuvent étre décrites a I'aide des équations de Bloch3% :

——==y(M ABy) —
dt 14¢ 0) T,
dMZ — —_— (M() - MZ)
=y(MABy) ————
dt ¥( 0) T,

Avec My I'aimantation totale a I'équilibre selon I'axe z, et T; et T, les temps de relaxation
correspondants respectivement a la récupération de la composante longitudinale et a la décroissance
de la composante transversale de I'aimantation.

Le produit vectoriel entre I'aimantation et le champ Bo correspond au couplage entre moment
magnétique et champ magnétique, tandis que les termes en 1/T; et 1/T, sont liés aux processus de
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relaxation. De maniere générale, le temps de relaxation T, est inférieur ou égal au temps de relaxation
T,. Ces temps dépendent fortement de la mobilité des molécules, et donc de la température du milieu,
mais également des autres atomes présents, comme par exemple atomes paramagnétiques, tels que
le fer, le gadolinium ou le manganése307:308,

On a par exemple dans I'eau T1=T,~3 secondes a 20°C et T1~T,~ 4 secondes a 30°C39%310,

2.3.2.Temps de relaxation spin-réseau T;

Comme expliqué plus haut, 'impulsion radiofréquence m/2 bascule I'laimantation dans le plan xOy
et fait donc disparaitre la composante longitudinale de I'aimantation. Apres 'arrét de I'impulsion
radiofréquence, les spins vont revenir a leur état d’équilibre, entrainant une réapparition progression
de I'aimantation M,. |l s’agit de la « relaxation longitudinale », qui sera plus ou moins rapide en
fonction du milieu considéré : plus le milieu sera rigide et plus la repousse de 'aimantation M, sera
lente. Cette relaxation suit une exponentielle croissante avec la constante de temps T, (d’aprées les
équations de Bloch) :

M, () = Mo. (1 — exp (;—t))

Ou My est I'aimantation totale a I'équilibre suivant I'axe z, et ol T; est le temps de relaxation
longitudinal, soit le temps nécessaire pour que 'aimantation longitudinale M, retrouve 63% de sa

valeur d’origine (voir Figure 133).
1
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Figure 133 : Repousse de I'aimantation longitudinale M, et évolution du temps de relaxation spin-réseau T;.

La relaxation longitudinale est également appelée « relaxation spin-réseau » car elle repose sur un
échange d’énergie, principalement thermique, entre les protons et les molécules voisines3't, On aura
par exemple un transfert d’énergie entre les spins des protons de deux molécules d’eau distinctes.

2.3.3.Temps de relaxation spin-spin T

Comme nous venons de le voir, I'impulsion radiofréquence /2 bascule I'aimantation dans le plan
x0y et induit I'apparition d’'une composante transversale de I'aimantation. Apres I'arrét de I'impulsion,
les spins vont progressivement se déphaser, et la composante transversale de I'aimantation va
disparaitre. Il s’agit de la « relaxation transversale », qui traduit la perte de cohérence des spins, plus
ou moins rapide en fonction du milieu considéré. Cette relaxation suit une exponentielle décroissante
avec la constante de temps T, (d’apres les équations de Bloch) :
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—t
M,y (t) = M. eXp(T—Z)

Ou My est I'aimantation totale a I’équilibre suivant I'axe z, et ou T, est le temps de relaxation
transverse, soit le temps nécessaire pour obtenir une décroissance de 63% de I'aimantation transverse
My (voir Figure 134).
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Figure 134 : Disparition de I'aimantation transversale M,, et évolution du temps de relaxation spin-spin T.

La relaxation transversale est également appelée « relaxation spin-spin » car les protons excités vont
certes transmettre leur énergie aux molécules voisines, mais surtout aux spins voisins non encore
excités3!!, Par exemple, on aura un transfert d’énergie entre les spins des deux protons d’'une méme
molécule d’eau.

2.4. Mesure de T, par une séquence d’écho de spin

La séquence d’écho de spin CPMG312313 (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) est trés largement utilisée afin
de mesurer des temps de relaxation T,. Cette méthode consiste a suivre I’évolution de I'aimantation
totale dans le plan xOy et donc a effectuer des mesures directes de I'aimantation transversale. On peut
représenter la séquence de maniére schématique de la fagon suivante. Une impulsion radiofréquence
/2 est appliquée, ce qui va basculer les spins dans le plan transversal (Figure 135B). Ceux-ci ayant des
vitesses différentes, ils vont se défocaliser (Figure 135C et Figure 135D). L’application d’une impulsion
radiofréquence m au bout d’un temps T (Figure 135E) va permettre de les re-focaliser a un temps t = 2t
(Figure 135F et Figure 135G). Il s’agit de ce que I'on appelle le sommet de I'écho. Une mesure de
|’aimantation est alors réalisée. Les spins se défocalisant de nouveau, on appliquera une nouvelle
impulsion radiofréquence 1t a un temps t = 31, ce qui permettra une nouvelle focalisation de ceux-ci et
une nouvelle mesure d’aimantation a t = 4t. Et ainsi de suite, jusqu’a ne plus avoir de signal
correspondant a la composante transversale de I'aimantation.

Figure 135 : Représentation schématique de la séquence d'écho de spin.
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La courbe représentant la décroissance de I'aimantation transversale au cours du temps est obtenue
en tragant I’évolution des sommets des échos au cours du temps (Figure 136).

Figure 136 : Reconstruction de la courbe de décroissance de I'aimantation transversale a partir de la mesure des sommets

des échos. Ordonnées : Mxy (u.a) et abscisse : temps (u.a).

Sur la figure ci-dessus, FID désigne le signal de précession libre, soit le signal obtenu juste apres
basculement de I'aimantation dans le plan xOy. T, correspond quant a lui au temps caractéristique de
la décroissance de ce signal, et donc au temps nécessaire aux spins pour se défocaliser complétement.

2.5. Mesure d’un profil de Ty

Un profil de temps de relaxation longitudinaux T, correspond a la mesure de ce temps de relaxation,
pour un méme échantillon, aprés application d’'un champ radiofréquence B; a différentes fréquences
et donc différentes intensités. En fonction de la fréquence de résonnance du champ magnétique By,
deux séquences peuvent étre employées : une avec pré-polarisation des échantillons (séquence PP,
faibles champs / faibles fréquences jusqu’a 4 MHz environ) et une sans polarisation (séquence
NP)314:315,
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3. Cytomeétrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d’analyse qui permet la mesure de différents paramétres
physiques de cellules en suspension®, tels que leur taille ou leur intensité de fluorescence relative,
que celle-ci soit due aux protéines qu’elles expriment, ou a des nanoparticules internalisées ou fixées
a leur membrane externe.

3.1. Principe de la méthode

La cytométrie en flux est principalement développée pour I'analyse cellulaire, et est utilisée en
laboratoire d’analyse médicale ou en biologie cellulaire, notamment en hématologie. Mais c’est une
technique qui est également capable d’analyser nombre d’objets distincts, qu’ils soient d’origine
biologique tels que les virus*'’, ou chimique tels que des microparticules de polymeére3®. 'unique
contrainte est que les objets a analyser doivent étre individualisés et en suspension dans un liquide.

Un cytométre en flux est composé de trois parties majeures, comme représenté sur la Figure 137.

Systéme numérique
pour l'analyse
Systéme fluidique pour le
transport de I’échantillon

Détecteurs : diffusion orthogonale
de la source et signaux de

LASER (source) fluorescence

Détecteur : diffusion axiale de la source

Figure 137: Schéma de principe d'un cytométre en flux (adapté de http://cytobase.montp.inserm.fr/Cours/Cours.html)

- Un systéme fluidique va conduire I’échantillon jusqu’a la zone de mesure et le mettre en forme selon
un principe de focalisation hydrodynamique. La cellule de flux permet d’aligner les objets pour les faire
passer au centre du faisceau laser et les séparer les uns des autres.

- Un systéme optique constitué d’un laser et d’'un banc optique, afin de détecter les objets.

- Un systéme numérique qui va permettre de convertir les photons détectés en signal électrique et
gérer I'affichage des mesures ainsi que leur sauvegarde.

Les cytometres en flux peuvent analyser jusqu’a plusieurs dizaines de milliers d’objets par seconde,
et déterminer la valeur de plusieurs parametres simultanément pour chacun des objets. Pour ce faire,
deux méthodes d’analyse sont classiquement utilisées. La premiére se fonde sur une mesure de
courant électrique, il s’agit de la méthode Coulter. La seconder se fonde sur I'analyse de la lumiere
diffusée par les objets analysés. Les principaux parametres mesurés par la cytométrie en flux sont :
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- La diffusion axiale de la lumiere, qui donne accés a la taille des objets, par exemple des cellules.

- La diffusion orthogonale de la lumiére, liée a la présence d’hétérogénéités dans I'indice de réfraction
des objets (par exemple dues aux organites des cellules).

- Une (ou plusieurs) intensité de fluorescence. Cela peut par exemple permettre de détecter des
nanoparticules fluorescentes adsorbées sur la membrane plasmique de cellules, ou internalisées par
celles-ci. Le nombre de signaux de fluorescence mesurables simultanément dépend du systeme
optique du cytométre en flux.

3.1.1.Analyse par mesure du courant électrique

Les cytometres en flux de ce type fonctionnent sur le principe suivant. Deux compartiments
contenant un liquide conducteur sont séparés par un orifice de petite taille. L'application d’un courant
constant entre les deux compartiments va induire une différence de potentiel électrique. Lorsqu’une
cellule, mauvais conducteur électrique, va passer d’'un compartiment a l'autre, la différence de
potentiel va augmenter. Cela peut se traduire par la génération d’un pic de tension.

Cette méthode permet de détecter les cellules, déterminer leur concentration, mais également
mesurer leur volume. En effet, le pic de tension généré par le passage d’une cellule est affecté par le
volume cellulaire. Apres calibration, il est donc possible de remonter a la taille des cellules a partir du
signal mesuré.

Cette méthode, également appelée méthode Coulter du nom de I'ingénieur a I'origine du premier
appareil*’®, est la méthode la plus utilisée dans les appareils de détermination de formule sanguine.
Elle est robuste et peu colteuse, sa seule limitation étant la nécessité pour les cellules d’avoir un
volume suffisant pour modifier de maniére significative la résistance du systéme lors de leur traversée
de l'orifice.

3.1.2.Analyse par mesure de la lumiére diffusée

Les cytometres en flux de ce type fonctionnent sur le principe de la microscopie a champs sombre.
La technique est apparue avec les travaux de Gucker a la fin des années 194032, Les photons produits
par une source laser sont focalisés par un jeu de lentilles. Entre la derniére lentille et I’échantillon, I'on
place un cache afin de ne pas illuminer directement le photo-détecteur par le faisceau incident.
Lorsqu’un objet va passer dans la zone de mesure, il va diffuser des photons vers le détecteur, qui
produira alors un signal en retour. En absence d’objet, le photo-détecteur ne détecte pas de photons,
et ne produit donc pas de signal.

Le principale avantage de cette technique de détection de cellules est son utilisation de la lumiére
est ses mesures fondées sur la détection de photons. Elle peut donc étre facilement couplée a des
mesures de fluorescence.
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3.1.3.Cytométrie en flux et détection de fluorescence

Les spectrofluorimétres, employés habituellement pour mesurer des intensités de fluorescence,
fonctionnent en décomposant la lumiére et en sélectionnant une longueur d’onde de mesure a l'aide
d’un monochromateur. L'intensité lumineuse est mesurée pour la longueur d’onde choisie a I'aide d’un
photo-détecteur. lls peuvent donc mesurer la fluorescence a différentes longueurs d’onde, mais une a
la fois, et I'enregistrement d’un spectre de fluorescence prend alors plusieurs minutes.

Un cytometre en flux analysant plusieurs milliers d’objets par seconde, la mesure de fluorescence
pour chacun d’entre eux doit étre effectuée en quelques microsecondes. La lumiere est alors
décomposée non pas a l'aide de monochromateurs mais de filtres, tels que des miroirs dichroiques
passe-haut, réfléchissant les longueurs d’ondes inférieures a une valeur seuil vers un photo-détecteur,
et laissant passer les longueurs supérieures (voir la partie optique du schéma de principe d’'un
cytometre, Figure 137).

Un cytometre en flux permet donc de mesurer la fluorescence rapidement, avec une mauvaise
résolution spectrale mais avec une bonne sensibilité. Si I'on cherche a observer différents marquages
de cellules, il est alors nécessaire de travailler avec des fluorophores possédant des spectres d’émission
bien séparés les uns des autres.

3.2. Protocole expérimental mis en ceuvre

3.2.1.Présentation des appareils de mesure

Appareil BD Accuri Cé6

L’appareil BD Accuri C6 est commercialisé par BD Biosciences (Figure 138).

Fb

Ji“f” -

Figure 138 : Cytometre en flux BD Accuri C6.

Le systeme optique de cet appareil est constitué de deux sources laser, une a 488 nm et |'autre a
640 nm, ainsi que deux détecteurs, I'un pour la lumiére directe émise dans I'axe de la source laser
(appelé signal FSC, ou forward scatter) et I'un pour la lumiére réfléchie (signal SSC ou side scatter). Il
est complété par quatre filtres de fluorescence, nommés FL. Les trois premiers, centrés respectivement
sur 533 + 30 nm et 585 + 40 nm et passe-haut a partir de 670 nm vont de pair avec la source laser a
488 nm tandis que le quatrieme, centré sur 675 +25 nm, accompagne la source a 640 nm. Le
fluorophore employé ici étant la rhodamine, nous utilisons le filtre FL2 (585 + 40 nm). Les différents
capteurs et filtres sont visibles sur la Figure 139.
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Figure 139 : Photographie des différents filtres et détecteurs du cytomeétre en flux BD Accuri C6.

Les résultats obtenus sont enregistrés, visualisables et analysables a I'aide d’un logiciel fourni par le
constructeur : CFlow Plus. Au sein de celui-ci, on peut employer soit des feuilles de travail (workplace)
soit des modeles prédéfinis (template). Un workplace s’utilise lors de différentes expériences (96
mesures d’échantillons différents possibles par feuille) alors qu’un template sera favorisé quand une
grande répétabilité est nécessaire, lors de cycles de vérification de I’étalonnage par exemple.

Appareil Attune NxT

L’appareil Attune NXT est commercialisé par Thermo Fisher Scientific (Figure 140).

Figure 140 : Cytomeétre en flux Attune NxT.

Le systéme optique de cet appareil est constitué de deux sources laser (488 nm et 637 nm), ainsi
gue deux détecteurs optiques, pour les signaux FSC et SSC. Ce systéme est complété par de nombreux
filtres de fluorescence, dont le filtre BL-2 (585 + 16 nm) qui nous intéressait pour la rhodamine.

Les résultats obtenus avec ce cytometre en flux sont enregistrés, visualisables et analysables a I'aide
d’un logiciel fourni par le constructeur. Cependant, je ne disposais pas de la licence afin de pouvoir
utiliser ce logiciel pour traiter les données enregistrées. A la place, une version d’essai gratuite du
logiciel FlowJo a été employée.

3.2.2.Passage des échantillons

Chaque session d’analyse des échantillons se faisait d’apres les étapes suivantes. Apres avoir allumé
I"appareil et I'ordinateur de contréle qui lui est relié, il faut s’assurer que la bouteille de déchets est
vide et remplir la bouteille de liquide de gaine (ici, de I'eau milli-Q contenant une solution
bactériostatique pour éviter la contamination). Une purge de la sonde est effectuée avant de vérifier
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I’étalonnage du systéme avec ce que I'on appelle des billes de validation. Un cycle de vérification est
d’abord effectué avec des « billes 8-pics » pour le laser a 488 nm, puis un second cycle a lieu avec des
« billes 6-pics » pour le laser a 640 nm. Les deux cycles se font en faisant circuler la solution a une
vitesse de 14 pL/min dans le systéme et en comptant 500.000 événements, puis les résultats sont
enregistrés dans une feuille modele prédéfinie. Si les résultats obtenus sont conformes aux attentes,
I"appareil est utilisable.

Les étapes décrites ensuite sont a réaliser a chaque fois que I'on veut analyser un échantillon
différents (par exemple des cellules incubées différents temps avec les particules, ou alors avec des
objets hybrides différents). Le systéme est rincé en faisant circuler de I'eau milli-Q durant au minimum
2 min, a une vitesse de 60 pL/min. Puis I’échantillon est homogénéisé par agitation douce avant d’étre
mesuré. Pour ce faire, il est pompé dans le systéme a une vitesse de 14 yL/min et on considére la
mesure satisfaisante aprés avoir compté 10.000 cellules. Le systeme est alors rincé de nouveau comme
décrit précédemment et prét pour mesurer le prochain échantillon.

3.2.3.Analyse des résultats

Les résultats bruts obtenus sont analysés a I'aide du logiciel CFlow Plus pour I'appareil Accuri C6 ou
Flowlo pour I'appareil Attune.

Lorsqu’un objet passe devant les sources laser, il est comptabilisé comme un événement. L'appareil
étant trés sensible, ces objets peuvent étre des cellules vivantes, des cellules mortes, des déchets ou
des débris cellulaires, des impuretés du milieu, des poussiéres, des particules décrochées de la surface
des cellules... Tous ces évenements seront affichés sur un premier graphe « SSCvs FSC ». Leur signature
spécifique permet de déterminer leur nature, et donc de déterminer s’il s’agit ou non de cellules
vivantes. Les premieres cellules analysées étant les cellules contrdle, n’ayant subi aucun traitement
avec quelques particules que ce soit, I'observation du graphe « SSC vs FSC » nous permet de définir
guels éveénements comptés par le cytomeétre correspondent a la population de cellules vivantes. Cette
zone du graphe est alors entourée manuellement et constitue ce qui sera appelé le « gate P1 ». Lors
des mesures ultérieures, seuls les événements a I'intérieur de cette zone seront considérés. Nous nous
intéressons ensuite au signal mesuré grace au filtre FL2 (pour I"appareil Accuri) ou BL2 (pour I'appareil
Attune), qui nous informe de I'auto-fluorescence des cellules. On y définit un seuil, appelé M1, a
environ 0,1 % de la fin de la distribution d’auto-fluorescence des cellules. Tout le signal de fluorescence
mesuré au-dessus de ce seuil sera considéré comme étant d{ a la présence de la rhodamine, et donc
de particules a la surface des cellules.

Le « gate P1 » et le seuil M1 vont s’appliquer pour toutes les séries de mesures effectuées par la
suite dans une méme feuille de calcul. A partir de 1a, nous pouvons obtenir les informations qui nous
intéressent : le nombre de cellules dans P1, le nombre de cellules fluorescentes dans P1 (pour calculer
le % de cellules positives, i.e. le % de cellules a la surface desquelles des nano-objets hybrides se
collent), et I'intensité moyenne du signal de fluorescence (proportionnelle au nombre de nano-objets-
hybrides présents a la surface des cellules ou internalisées par celles-ci).

Une feuille type de résultats obtenus avec le logiciel CFlow Plus est présentée sur la Figure 141. Dans
I'espace A2, des cellules controles ont été mesurées (image du haut) tandis que dans I'espace B5, il
s’agissait de cellules incubées avec des particules y-Fe,03;@PEP-CD44 (image du milieu). Comme on
peut le voir, apres traitement le signal de fluorescence se décale vers les plus fortes intensités de
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maniere homogene : le fluorophore est bien détectable et semble se fixer sur toutes les cellules (image
du bas ; noir : cellules non traitées et vert : cellules traitées avec y-Fe,Os@PEP-CD44).
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4. Publication —Magnetic protein imprinted polymers: a review

Les pages suivantes présentent la publication acceptée par Jounal of Materials Chemistry B (RSC) en
février 2018.
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Magnetic protein imprinted polymers: a review

Charlotte Boitard, ' * Agnés Bée, Christine Ménager and Nébéwia Griffete ' *

Protein imprinted polymers have received a lot of interest in the past few years because of their
applications as tailor-made receptors for biomacromolecules. Generally, the preparation of these
polymers requires numerous and time-consuming steps. But their coupling with magnetic nanoparticles
simplifies and speeds up the synthesis of these materials. Some recent papers describe the use of
protein imprinted polymer [PIP) coupled to magnetic iron oxide nanoparticles (MION) for the design of
MION@PIP biosensors. With such systems, a target protein can be specifically and selectively captured
from complex media due to exceptional chemical properties of the polymer. Despite such
performances, only a limited number of studies address these hybrid nanosystems. This review focuses
cn the chemistry and preparation of MION@PIP nanocompeosites as well as on the metrics used to

rsc.liimaterials-b characterize their performances

1. Introduction
1.1. Generalities

In a very recent paper, Peppas et al' demonstrated that synthetic
materials capable of protein recognition are very promising as
low-cost platforms for applications in drug delivery, sensing,
and tissue engineering. Compared to other recognition systems
such as antibodies, PIPs present many advantages. They offer
higher recognition selectivity because they are able to recognize
only one protein from a complex mixture, are reusable and are
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often easier to synthesize. Functional monomers are pre-
organized in the presence of a targeted protein before being
polymerized with a cross-linking agent. After the extraction of
template proteins, the polymer matrix contains tailor-made
binding sites, perfectly complementary to the protein. The most
important challenges for the development of PIPs are the
proteins themselves. Because of their nature, they are highly
sensitive to harsh synthesis conditions, and the PIP experi-
mental protocols are difficult to develop. Nevertheless, some
successful PTP nanoparticles have been synthesized, offering
really good characteristics regarding their ease in use or per-
formances toward protein binding. However, the protein
imprinting process is still challenging, because of the large
size of the template and ditfusion limitations of proteins inside
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the polymer. To overcome this last drawback, methods for
producing PIP with smaller dimensions have been proposed,
opening up applications in nanomedicine. For example, PIP
nanogels for albumin recognition have been described to avoid
immunological response in vive.” Other PIP nanogels have been
imprinted against proteins overexpressed on the cell surface,
such as the human vascular endothelial growth factor,”* an
effector of angiogenesis involved in a lot of cancers. And
magnetic antibody-like nanoparticles were used for sclective
protein sequestration in living cells.”

Magnetic iron oxide nanoparticles in nanomedicine have
been the subject of extensive research over the past few decades
because of their low toxicity®™ as well as their magnetic proper-
tics permitting their use as imaging contrast agents.” ! Duc to
their remarkable hyperthermia properties, they can be used for
cancer treatment or for drug release.**** MION have a high
surface to volume ratio, allowing a great surface for functiona-
lization to attach biomacromolecules, or polymers. Furthermore,
the magnetic properties of iron oxide nanoparticles enable their
use for magnetic decantation and scparation, greatly facilitating
the development of new preparation pathways for biomacro-
molecule recognition systems. However, it is often necessary to
functionalize iron oxide nanoparticles with an appropriate
organic ot inorganic coating to make performing recognition
systems. Among the recognition systems mentioned in the
literature,"* ' protein imprinted polymers scem to be the most
promising ones, because of their recognition sites able to
selectively and specifically recognize targeted biomacro-
molecules.'*>'

1.2. Aim of the review

In nanomedicine, MION play a key role due to their biocompati-
bility and their intrinsic properties, explaining the increasing
number of atticles on magnetic nanoparticles and PIPs. Many
reviews dealing with the synthesis of protein imprinted
polymers®*®* on the one hand and with hybrid nanoparticles
containing both an inorganic and an organic part>® on the other
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hand have already been reported in the literature. Nevertheless,
to the best of our knowledge, the combination of these two
research fields, namely the synthesis of hybrids composed of
magnetic iron oxide nanoparticles as an inorganic part, and
protein imprinted polymers as an organic one has never been
the main focus of a review so far. Lv et al superficially men-
tioned this nanocomposite in 2013*° but synthesis condlitions
were not thoroughly discussed.

In the present review, we consider all the synthesis steps
of the MION@PIP nanohybrids, examining experimental
conditions, as well as the metrics used to assess the perfor-
mances of the synthesized nanomaterials, Tn the first part, we
will summarize the fundamentals of the protein imprinting
technique and of the advantages of coupling imprinted polymers
with magnetic nanoparticles. Assets and limitations of protein
imprinting will be discussed, before examining experimental
conditions for all synthesis steps. The final section is devoted
to the performances of the nanomaterials based on magnetic
protein imprinted polymers.

2. Fundamental aspects of magnetic
protein imprinted polymers
2.1. Imprinting technique

Protein imprinted polymers are cross-linked polymer networks
presenting very specific recognition sites for a template
protein.”™"? The monomers, denoted as functional monomers,
interact with the template proteins by forming a complex, called
a pre-polymerization complex, generally either by hydrogen
bonding or hydrophaobic interactions, as described by Mosbach
and co-workers?” or by Wultf®® et al Monomers are then poly-
merized in the presence of proteins. Thus, a cross-linked polymer
network is formed, containing the template proteins. After their
extraction from the matrix using an appropriate method, they
leave imprints corresponding to the specific binding sites of the
protein of interest. These imprints perfectly correspond, both
chemically and physically, to the template protein. The protein
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imprinted polymer is thus able to specifically and selectively
recognize the template from a mixture containing analogous
proteins.?°

One of the main interests of protein imprinted polymers is
their potential use as synthetic antibodies. They present a lot
of advantages compared to the natural ones,” such as low
production cost (10°s £ for mg quantities compared to 100 000°s £),
case of obtention (synthesis completed in days and not months),
high synthesis reproducibility, mechanical and chemical robust-
ness to a wider range of solvents, pH and temperature conditions,
and they do not need the production of animal hosts.

2.2, Advantages of coupling imprinted polymers with
magnetic nanoparticles

When one cites magnetic nanoparticles, one generally refers to
iron, cobalt, nickel and some of their oxidizing materials or
alloys. However the coupling of cobalt, nickel and their deriva-
tives with PIPs is limited due to their toxicity in the biological
and pharmaccutical ficlds. The most widcly employed mag-
netic material to be coupled to protein imprinted polymers is
magnetite,”** Fe,0,, due to its excellent characteristics, such
as low toxicity and low production cost. It is also very easy to
synthesize. The other magnetic material coupled to PIPs is
maghemite, v-Fe,05,"* presenting the same main characteristics
as Fe;0,. Although chemically more stable than magnetite,
maghemite may be less employed because of the oxidation step
required. The magnetic iron oxide nanoparticle size covers a
broad spectrum, ranging from 10 nm to 100 nm, depending
on the synthesis methods used, the co-precipitation® pathway
leading to smaller nanoparticles than by solvathermal®® synthesis.
The nanoparticle size will affect the speed of their recovery using
magnetic decantation: the biggest particles having higher mag-
netic susceptibility are recovered the fastest.**"

Nanomaterials with different morphologies can be synthesized.
Three different kinds of MION@PIP nanoparticles are described in
the literature. First, one can synthesize core-shell nanoparticles
with a single magnetic iron oxide nanoparticle as a core and a
protein imprinted polymer as a shell (Fig. 1a). Second, multicore-
shell nanoparticles can be obtained, composed of multiple iron
oxide nanoparticles as a core and a PIP layer as a shell (Fig. 1b).
And third, PTP gels containing MTON nanoparticles (Fig. 1¢) should
be mentioned. No distinction will be made in this review between
these three possible structures of MION@PIP nanomaterials.

MION@PIP can be separated from solution using an external
magnetic field. Compared to the more traditional separation
methods, such as (:emrifugation‘w and filtration, magnetic
separation is far more rapid, effective and simpler. These
advantages are the reason why magnetic protein imprinted
polymers are widely used in protein enrichment,***® or
separation.***? Some applications are nowadays appearing in
nanomedicine. Takeuchi et @l.” used protein imprinted polymers
to improve nanoparticle stealth /n vive, in order to have more
furtive MRI contrast agents. However, polymer coatings modify
MION relaxation properties,™ which may hinder their imaging
properties. A compromise between stealth and contrast effeets
might be needed. Another application in nanomedicine may be

This journal is © The Royal Sociatly of Cremsry 2018
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Fig. 1 Three different kinds of MION@PIP nanomaterials (black: MION
and blue: PIP)

cell manipulation. Some magnetic nanoparticles are employed
in cellilo to magnetically guide cell growth in order to develop
neurones,*® and having PIP coating may reduce their aggregation
by enhancing their stealth. These applications required a very
good control of the material chemistry.

3. Assets and limitations of the protein
imprinting technique

The polymer imprinting technique is a very powerful tool,
which proved to be successful toward a lot of molecules with
industrial relevance, such as antibiotics or endocrine disrupting
agents for waste water treatment,***> or drugs like aspirin or
doxorubicin for a controlled release under a magnetic alternative
field, due to the hyperthermia properties of iron oxide
nanoparticles.**"*"”

However, when the template is a protein, some new challenges
appear.”'® Proteins may present the advantage of being composed
of a lot of amino acids susceptible to binding by functional
monomers;*® they are hydrosoluble and can be denaturized by
the use of organic solvents, employed in almost all protein
imprinted polymer synthesis.”*"® Therefore, synthesis must
be carried out in water or in aqueous buffers. Functional
monomers and cross linking agents have to be hydrosoluble,
limiting their choice.?**® Morcover, proteins are bigger and a
lot more flexible than templates usually used for the imprinting
process, e.g. antibiotics or endocrine disrupting agents. Hence,
protein cannot access binding cavities inside the polymer matrix,
thus hindering the development of the PIP technique.™ Never-
theless, synthetic pathways were developed to obtain protein
imprinted polymers®®** for analytical or diagnosis purposes.™
In 2016, Licherzeit et a.** developed a PIP able to specifically trap
high density lipoproteins, exploited as a cardiovascular bio-
marker, because of the inverse correlation existing between its
concentration in human serum and the risk of coronary disease.
Great interest is now focused on the use of PIPs in nanomedicine.
Some of them have been suceessfully employed by Ceechini et al.*
to target specific cells in zebra fish embryos and by Koide et al.* to
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inhibit ir vive the action of the human endothelial growth factor.
Moreover, despite the challenges appearing with the size of the
template, the success regarding the impression of biomacro-
molecules pushes researchers to use more complex templates,
such as bacteria’® or viruses.>

Other than these challenges in protein imprinting due to the
nature of the protein itself, limiting the choice of monomers,
solvents, initiators, and the useful temperature range, other
cnes appear during the synthesis or the characterization of the
nanomaterials. A good control of the polymerization will be
needed to ensure the possible access of the proteins to the
binding sites, and a better homogeneity of the nanomaterials,
which may prove difficult in aqueous synthesis carried out at
ncar-ambient temperatures. Morcover, the obtained particles
may be difficult to characterize. In particular, difficulties may
arise when one wants to assess the size of the hybrid nano-
materials, either using dynamic light scattering (DLS) or trans-
mission electronic microscopy (TEM). When measuring
hydrodynamic diameters, authors should keep in mind that
different analytical equipment will use different observation
angles, sometimes leading to different results. The observation
angle used should thus be mentioned to allow a better compar-
ison between different systems. Furthermore, TEM imaging of
nanomaterials is not easily accessible for some laboratories,
and may also not be accurate enough to sce organic polymers,
due to some poor contrast cxisting between them and the most
widely used carbon-covered grids. Authors should be careful to
use appropriate grids when imaging their materials,

All these challenges, inherent to the nature of the protein,
the polymer synthesis and the nanomaterial characterization,
may be the reason why PIP synthesis, and cven more when
coupled to magnetic nanoparticles, is therefore a very recent
field of research, currently in full development.*® The first
studies of such hybrid systems were carried out in 2006 by
Lu et al.” but it was not until 2010 that real interest in the
subject appeared, notably with the work of Kan et al.*

4. Magnetic protein imprinted polymer
nanomaterial synthesis

The synthesis of magnetic protein imprinted polymer nano-
systems could be achicved through the following synthesis
steps: (1) the choice of the protein to be imprinted, (2) the
magnetic particle functionalizatien, being responsible for the
morphology of the resulting nanomaterial (Fig. 1) and leading
to either a surface or bulk imprinted protein (Fig. 2), (3) the
choice of the functional monomers and crosslinking agents,
(4) the synthesis of the polymer, occurring in water or in
physiological buffers, and (5) the extraction of the template
proteins, All these steps are thoroughly described below.
When proteins are immobilized onto the nanoparticle surface,
and with a good control of the thickness of the polymer
layer synthesized,” ' the imprints obtained are rather two-
dimensional than three-dimensional. When speaking of two-
dimensional imprints, one is referring to cavities at the surface
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(b)

Fig. 2 Different kinds of recognition sites: either at the surface forming
two-dimensional, or surface imprints (a) or fully embedded inside the
palymer forming three dimensional, or bulk, imprints (B) (black: MION,
blue: PIP).

of the polymer: only a part of the protein is imprinted, and
proteins do not need to diffuse inside the polymer to reach
recognition sites (Fig. 2a). In contrast, three-dimensional
imprints are fully embedded inside the polymer and the whole
tertiary conformation of the protein is imprinted (Fig. 2b).

4.1, Imprinted proteins

The choice of the protein template is crucial before synthesizing
PIP. Although human and animal proteomes display a wide
variety of proteins, only a very few of them have currently been
used as template proteins, as one can see in Fig. 3, which reports
the distribution of the number of publications on MION@PIP
according to the nature of the imprinted protein. Among the most
commonly used proteins, one can mention bovine serum albumin
(BSA), imprinted by Lu et al. in 2006°” and Tan et al. in 2008,%
bovine hemoglobin (BHb) used by Li et al. in 2009, Kan et al. in
20107 and Tiu et al. in 2014,"" and finally lysozyme, imprinted by
Lu et al. in 2006"" and Jing et al. in 2010.%°

There are several possible reasons for this limited choice of
protein. First, this research on protein imprinted polymers
combined with magnetic nanoparticles is relatively new. Even
though the synthesis of protein imprinted polymers begins
to be rather well controlled, the addition of magnetic

3% = BSA
Bl = BHb
5%\ » Lysozyme
Ova
mCytc
= Rnase

= Other proteins

Fig. 3 Distribution of the number of publications on MION@PIP according
to the nature of the imprinted protein, considering all the published work in
this research field (59 publications, from 2006 to 2017). BSA' bovine serum
alburmin, BHb: bovine hemoglobin, Ova: ovalbumin, Cyt ¢ cytochrome ¢,
Rnase: ribonuclease.
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nanoparticles modifies the synthesis protocols already established.
These must therefore be optimized, using relatively inexpensive
and sparsely varied proteins in order to be able to camy out several
experiments and determine the best experimental conditions.
Second, not all proteins can be readily obtained, synthesized or
purchased, in quantities sufficient to carry out both syntheses and
performance assessments. It is therefore necessary to imprint
proteins available in the market in large quantities, which once
again reduces the choice to the three so-called classical proteins:
BSA, BHb, and lysozyme. However, the evolution in the nature
of proteins used as templates should be noted in the last few
years, The share of articles related to the three classical proteins
decreases while in the meantime, more articles report the syn-
thesis of imprinted polymers using non-classical proteins, such as
human hemoglobin® (HHb), human serum albumin®*®” (HSA),
or immunoglobulins.®® This could lead to some great innovations
in the years to come.

Moreover, the protein template used can be of two different
types. It can either be the whole protein or an epitope of the
protein of interest. An epitope is a small portion of protein,
consisting of a few amino acids. The sequence considered must
be located at the surface or at the end of the protein in order to
be able to induce recognition by the imprinted polymer. The
epitope must also be sufficiently characteristic of the protein
to be specifically recognized. The imprinting of epitopes
comparcd to the one of whole proteins has many advantagces,
such as the possible use of harsher synthesis conditions.
However, it requires very good knowledge of the protein struc-
ture in order to choose the right epitope, which is often more
difficult to obtain than the whole protein, because it is generally
synthesized on demand. This may be why very few articles
mention the use of this imprinting method. To the best of our
knowledge, only five studies have reported the successful
synthesis of magnetic imprinted polymers using protein epitopes
as templates.™™"7?

Regarding the proteins successfully imprinted, very few
applications of hybrid systemis have emerged. The main one is by
far the use of magnetic PIP nanomaterials as a solid extractor.
And this, in order to carty out an analysis of complex biological
media, such as egg white"' ™ or bovine blood,"™”" or alternatively to
provide an enrichment in one specific protein of these media, ™"

Another application, still marginal, was developed by Liu
et al.® in 2015. Liu developed the idea to sequester a speeific
protein, DNase I, in cellulo. To this end, they synthesized
magnetic DNase 1 imprinted polymers, called ANPS5. Intra-
cellular fluorescent assays were carried out to follow the activity
of two proteins: DNase T and a competitive protein, 3'-exo-
nuclease. Both imprinted and non-imprinted polymers were
made using a co-monomet, fluorescein-o-methacrylate, in
addition to the functional monomer, in order to have a green
fluorescence of particles (FAM-NPs). DNase 1 and 3'-exo-
nuclease were hybridized with a nucleic-acid based fluorescent
probe to obtain fluorescent proteins (TAMRA Probe-D for
DNase I and Gy5 Probe-E for 3™-exonuclease).

Despite being an experimental protocol to be further
optimized, in particular in order to minimize the non-specific
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Bright field FAM-NPs Probe-D  Probe-E

(a

CP5

Fig. 4 Intra-cellular fluorescence to follow the activity of twe proteins,
DNase | (yellow, TAMRA Probe-D} and 3'-exonuclease (red, Cy-5 Probe-E),
after internalization of magnetic imprinted polymer nanoparticles (ANPS)
and non-imprinted ones {CP5] {green). Reproduced with permission from
ref. 5. Copyright 2015 Royal Society of Chemistry.

adsorption of other protcins on the surface of the polymer, this
work remains a success.

As one can see in Fig. 4, both magnetic imprinted (ANPS3)
and non-imprinted (CP5) polymer nanomaterials were success-
fully internalized by the targeted cells. CP3 nanoparticles do
not interfere with the cell activity. Indeed, the results obtained
by fluorescence microscopy concerning the DNase I and
3’-exonuclease activities are substantially identical for the
control cells and for the cells having internalized CP5 nano-
particles {images Fig. 4(h-1) and (g-k), respectively). The inter-
nalization of the ANPS nanoparticles results in a sudden loss
of DNase I activity (absence of yellow fluorescence in Fig. 4c)
without disrupting the activity of the 3'-exonuclease (image
Fig. 4d). Thus, synthesized Fe;0,@PIP nanoparticles are able to
selectively trap DNase [ i cellulo.

In conclugion, the protein imprinted polymers coupled
to magnetic iron oxide nanoparticles present nowadays little variety,
BSA, BHb and lysozyme are mainly used, which limits the possible
applicadons of these systems. Imprinting of proteins presenting
major biological interest is therefore really innovative.

4.2. Magnetic nanoparticle functionalization

The interaction of magnetic iron oxide nanoparticles with
imprinted polymers often implies a surface modification of
the nanoparticle, making them much more suitable for the
synthesis of magnetic PIPs. Diifferent strategies are proposed to
design surface-functionalized nanoparticles, and the main ones
are displayed in Scheme 1.

First, one should note that seme functionalizations involve a
silica layer,™"***® §i0, and some do not involve it. Covering the
surface of iron oxide nanoparticles, magnetite or maghemite,
with a silica layer (Fig. 5, top) makes them more resistant to
dissolution under acidic conditions. Moreover, silica coating
can prevent oxidation of magnetite nanoparticles and can also
minimize their aggregation in the reaction medium and

I Mater. Chem. 3, 2018, 6. 15631580 | 1567
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Scheme 1 Main ways to functionalize MION,
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Fig 5 Top: Surface functionalization of magretic iron oxide nano-
particles by a layer of silica (black: MION and orange: silica layer). Bottom:
Loss of magnetism due to the presence cof this silica layer {a: Fe:Oq,
b Fe:0,@Si0; and ¢ Fe;0.@%i0, @PIP). Reproduced with permission
from ref. 40. Copyright 2011 Royal Society of Chemistry.

6000 4000

ultimately in the polymer. However, the SiO, coating acts as an
insulator, resulting in a decrease in the magnetic properties of
the final object, characterized by a decrease of magnetization at
saturation®® (Fig. 5, bottom). However, its presenec inereases
the size of the final particles, by adding a layer of non-negligible
thickness. This may prove to be problematic for injection
in cellulo as reported by Liu et al.” Finally, silica is easier to
functionalize than iron oxide, preferentially forming covalent
interactions, thus more resistant than the non-covalent ones,
like eclectrostatic or hydrogen bonding, between iron oxide
surfaces and functionalizing molecules.

Second, with or without a silica layer, nanoparticles can
subsequently be functionalized by organic molecules. These
can have two main functions.

On the one hand, functionalization can be performed to
cnhance the interactions between the nanoparticles and the poly-
mer. This is done using organic melecules having a polymerizable
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Fig. 6 Top: Magnetic nanoparticle surface functionalization using a
polymerizable group: VTEO or vinyltriethoxysilane (blue: MION). Repro-
duced with permission from ref. 52. Copyright 2017 Elsevier. Bottom:
Surface functionalization using a silica layer combined with a polymeriza-
tion initiator: 2-bromoisobutyryl bromide [black: MION, blue; silica layer].
EtsN: triethylamine, THF: tetrahydrofuran. Reproduced with permission
from ref. 75. Copyright 2010 Elsevier.

group, such as a carbon-carbon double bond™® (eg VTEO:
vinyltriethoxysilane, Fig. 6 top), or by a polymerization
initiator*"”? (e.g. 2-bromoisobutyryl bromide, Fig. 6 bottom).

On the other hand, functionalization can be done to promote
interactions between nanoparticles and proteins, The organic
molecules functionalizing the surface of the nancparticles may
have functions able to form hydrogen bends with the amino acids
of the proteins (Fig. 7). The functional groups concerned are
amines NH, and their derivatives>®”"*"" ag well as carbonyl C—O
and their derivatives.” "™

Finally, other types of functionalizations are possible and should
be mentioned. For example, one can use an ionic liquid cation, such
as 3-chloropropyltrimethoxysilane 1-methylimidazole,” as displayed
in Fig. 8, top. The protein will then interact with the nanoparticles by
performing an anion exchange, taking the place of chloride. The aim
is the same as previously described, ie. immobilize proteins at the
MION surface to obtain two-dimensional imprints.

One can also first encapsulate several magnetic nano-
particles within a polymer, such as poly acrylic acid, chitosan

A T“.E/NHE " ® Tg/“

HN—Fei0q —nH, — —Fo0s—

an" « [
HaN '|‘H1 Ho ‘l
COOH
HOOC\ COOH
HOOC COOH  + ‘ —_— e
HOOC COOH e

Fe 0,@CO0H

Fig. 7 Top: Magnetic nanoparticle surface functionalization with an
amine derivative (green: MION and entangled chains: proteins). Repro-
duced with permission from ref. 76, Copyright 2014 Royal Society of
Chemistry. Bottom: Surface functionalization with a carbexylic acid (black:
MION and entangled chains: proteins). Reproduced with permission from
ref. 80. Copyright 2015 Springer.
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Fig. 8 Top: Magnetite nanoparticle functionalized with an ionic liquid (black:
MION, yelow: silica coating). Reproduced with permission from ref. 61. Copy-
right 2017 Elsevier. Bottom: Synthesis of a chitosan shell over several magnetic
nanoparticles, itself to be further functicnalized through the synthesis of a
PIP coating {brown: MION, blue: polyacrylic acid-block—chitosan shell)
Reproduced with permission from ref. 81, Copyright 2015 Elsevier.

. ) 51,82 -
or sodium alginate,*** i

step by a protein-imprinted polymer (Fig. 8, bottom).

tself to be covered in a further synthesis

4.3. Type of polymer

The choice of the monemer to be polymerized to form the protein
imprinted polymer is mainly based on its ability to form inter-
actions with the selected protein. These interactions can be of
two kinds. First, hydrogen bond-type interactions involving, on

) OH

(a
”=°§/L
NH

1
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the one hand, the amino acids of the protein sequence and on
the other hand amine functions, or derivatives, or carbonyl-
derived functions present in the monomer structure. Second,
interactions can be of hydrophobic type, involving the proteins
and the alkyl chains of certain monomers. The most widely
used monomers presented in Fig. 9 are commented on below.

acrylamide (Fig. 9a) and its derivatives such as N-isopropyl-
acrylamide are widely used™7*% % mainly because they are
capable of forming numerous hydrogen bonds with the proteins
to be imprinted, due to the presence of the amine group.
Furthermore, as the syntheses of imprinted polymers are carried
out in water, N\N-methylene-bis-acrylamide (Fig, 9b) is found to be
a first class crosslinking agent.

Boronic acids, such as 3-amino-phenylboronic acid (Fig. 9¢),
are mainly used in syntheses involving iron oxide nanoparticles
functionalized by a silica layer.®>% Indeed, these acids exhibit
high affinity for silica and thus promote the interaction of the
nanoparticles with the polymer during its synthesis. In addition,
the amine function can interact with the proteins, promoting
their incorporation into the polymer coating and the formation of
three-dimensional imprints.

Among the most widely used silane monomers, 3-amino-
propyltriethoxysilane, octyltrimethoxysilane™ (Fig. 9d) and
tetraethoxysilane should be mentioned.” They exhibit strong
affinities toward silica, thus facilitating their interaction with
nanoparticles coated by a $i0, layer. Morcover, they very often
display long alkyl chains, favoring the hydrophobic interactions
with the proteins. Another advantage of silane-based inorganic
polymers is their enhanced resistance to dehydration and
temperature changes compared to organic polymers allowing
the use of harsher extraction methods.

Then, dopamine (Fig. 9¢) is widely used as a monomer,
primarily because of its ability to form a self-assembled

o1 o L
polymer.****" It is therefore not necessary to use conditions

(b) o] o
© "‘\/U\/\)k% o

NH,
CH,
| @ o
Ho” om o~ S’i CH,
g 0/ h \\/\/\\/\/
(e) NH, ro
CH,
HO
OH

Fig. 9 Most widely used monemers: acrylamide (a), N.N-methylene-bis-acrylamide (b). 3-amino-phenylboronic acid (c). octyltrimethoxysilane (d),

and dopamine (e}
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Fig. 10 Synthesis pathway toward the obtention of home-made cyclodextrins (monomers 1 and 2). (1); mono-6-{p-tolylsulfonyll-b-cyclodextrin.
{2): mono-6A-deoxy-6-(1-vinylimidazolium)-b-cyclodextrin tosylate. Reproduced with permission from ref. 39. Copyright 2017 Elsevier

potentially destructive for the protein, such as heating or free
radical formation steps to initiate polymerization.

Finally, one should note that some researchers synthesize
their own functional monomers in order to maximize selective
inter-
actions with the protein to be printed. For example
Zhang et al.*® used cyclodextrin and their strong ability to be
functionalized to obtain home-made monomers providing both
strong electrostatic and hydrophobic interactions with the
targeted protein (Fig. 10).

4.4. Polymerization initiation and control

The next step, after the choice of the monomers, is the initiation of
polymerization. Polymerizations are chain-growth, and more pre-
cisely free-radical ones. Among the most widely used method to
produce free radicals, one should cite the use of UV-light,” thermal
or redox decomposition®* of initiators. Thermal decomposition is
the least used one because of the degradation risks for the template
protein. Uv-irradiation may also lead to protein lesions, explaining
why the preferred method to create free radicals while synthesizing
PIP is the redox decomposition.™

The polymerization can be a controlled one, aiming to
decrease the number of termination or transfer reactions by
controlling the quantity of radicals present. A fraction of these
free radicals is protected through an inert form, and an activation-
deactivation equilibrium is established between the growing,
active chains and the dormant ones. Ideally, the polymer chains
are all rapidly created at the beginning of the polymerization and
grow simultaneously, following these activation-deactivation
cycles. These polymerization processes are of acdvantage when
a control of the polymer layer thickness is needed,”® eg in
order to have really thin ceatings with two dimensional imprints of
proteins immobilized at the surface of nanoparticles.

4.5. Extraction methods

onee the polymer is synthesized, proteins are trapped inside.
It is therefore necessary to extract them in order to obtain
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imprints and to assess the performances of the synthesized
magnetic imprinted polymer nanomaterials. In order to
do so, different methods exist, which could be classified
among five main categories, as displayed in Fig. 11. Both
weakly acidic or basic conditions®®* can he employed, but
also a salt, or one or more organic solvents. Tt is also possible
to cnvisage the use of surfactants such as 8DS (sodium
dodecylsulfate), in a neutral,****™" or slightly acid or hasic
medium.

As one can see in Fig. 11, the last mentioned method is the
most common. Indeed, nearly half of the published articles use
a slightly acidic (or more rarely basic) solution containing a
surfactant.?> 489899 Hawever, this method presents the risk
of polluting the imprints formed inside the polymer by the
residual presence of surfactant after the extraction step, even
after being washed with distilled water,"™

The second most employed method is the use of salts,
and typically sodium chloride solution at concentrations ranging
from 0.2 to 2 mol L™".%%%%1%% The change in the ionic strength
of the medium results in a change in the conformation of the
proteins, attenuating or even suppressing their interactions with
the polymer and therefore allowing their release.

v

Fig. 11 Distribution of the number of publications on MION@PIP according
to the nature of the employed extraction method.

£2,101,102

= Mildly acidic or basic
aqueous solutions

= Aqueous surfactant
solutions

= Salts in agueous
solutions

= Organic solvents
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The use of organic solvents,™***™ pure or in mixture, also
results in a change in the conformation of the proteins
cnabling their release. However, it may also induce an irrever-
sible alteration of the polymer, and therefore a loss of imprints.
This may be the reason why this extraction method is far less
usual than the use of aqueous solutions.

4.6. Summary of the synthetic conditions employed to obtain
MION@PIP

Table 1 summarizes the most used experimental conditions
toward the obtention of MION@PIP.

View Article Online

Review

5. MION@PIP nanomaterial
performances

The efficiency of MION@PIP is mainly characterized by their
specificity and selectivity performances. Specificity is due to
the fact that PIP particles adsorb more protein than the
non-imprinted polymer (NIP) while selectivity is due to the
ability of the PIP to bind the template protein better than other
proteins. Information about both these parameters is obtained
from adsorption isotherms, which describe the distribution
of the template protein between MION@PIP and solution.
To build these adsorption isotherms, the quantity of protein

Table1l Overview of the experimental conditions employed for MION@PIP synthesis. AcOH: acetic acid, BHb: bovine haemoglobin, BSA: bovine serurn
albumin, HAS: human serum albumin, MBAM: methylene-bis-acrylamide, SDS: sodium dedecylsulfate, w- water

Tmprinted Control of Extraction
protein Tnitiation  polymerization  Functional monomer Cross-linlcer method Application Ref.
Alpha — — Ethyl-co-vinyl aleohol — SDS/w Protein separation 104
fetoprotein from cellular culture
medium
BHb Redox No 3-Aminobenzeneboronic acid 3-Amino- SDS/w Electroluminescent 96
benzeneboronic immuneassay
acid
— No 3-Aminopropyltriethoxysilane and — NaOH Protein separation 76
octyltrimethoxysilane from bovine serum
— — Dopamine and copper ions — Enzyme, then Protein separation 87
KOH from bovine blood
Redox No Itaconic acid, methaerylic acid MBAM SDS/AcOH Protein separation 42
from bovine blood
No 3-Aminopropyltriethoxysilane and NaOIl 105
octyltrimethoxysilane
BSA Redox No Methyl methacrylate Ethylene glycol NaOH —
dimethacrylate
Redox Yes Acrylamide, N[3-(dimcthylamino)- MBAM Nacl Protein scparation 84
propylFmethacrylamide and from bovine seram
N-isopropylacrylamide
Redox No N-Isopropylacrylamide and MBAM SDS/AcOH — 98
methacrylic acid
— — Dopamine — SDS/AcOH Protein separation 91
from bovine blood
BSA and Redox No Actylamide MBAM SDSACOH — 57
lysozyme
Cytochrome Redox No Special monomer, cyclodextrin-based, MBAM Mixture of 39
4 synthesized for this purpose methanol and
acetic acid
Horse radish — — Dopamine — SDS/ACOH — 106
peroxidase
HSA — No 3-Aminopropyltrimethoxysilane and =~ — NaCl — 66
tetraethyl orthosilicate
Lysozyme Redox Yes Acrylamide and MBAM SDS/AcOH Protein separation 75
N-isopropylacrylamide from egg white
— — Dopamine — STIS/ACOH — 60
Redox No Acrylamide, methacrylic acid, and MBAM NaCl — 81
dimethyl-amino ethyl-methacrylate
— — Dopamine — SDS/ACOH Protein separation 86
from egg white
Acid No 3-Aminopropyltrimethoxysilane and ~ — SDS/AcOH Protein separation 80
tetraethyl orthosilicate from egg white
Ovalbumin  — No Chitosan Glutaraldehyde  NaCl — 82
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adsorbed at equilibrium (Q. in mg g™ is plotted versus the
initial concentration of protein in solution (C; in mg mL™). The
quantity adsorbed is normalized by the mass of the adsorbent
to allow a comparison of different materials. The maximum
amount of adsorbed protein (called Q.. represents the
adsorption capacity of the materials, which is a characteristic
of the considered materials. There are several models for
predicting the equilibrium distribution. However, the Langmuir
and Freundlich models are the most widely used, and will be
more thoroughly described. In order to be sure to reach equili-
brium for adsorption experiments and determination of adsorp-
tion capacities, adsorption kinetics studies are performed, The
last performance to be assessed is the reusability of MION@PIP
nanomatcrials, to know how many adsorption-desorption cycles
can be performed with a single sample of nanomaterials before it
loses its adsorption properties.

In order to evaluate all these parameters, batch adsorption
experiments are carried out according to the following protocol.
A known mass of MION@PIP (or MION@NIP) is dispersed in
an aqueous protein solution at the initial concentration C;
(mg mL *). The resulting mixture is shaken and the nano-
materials are magnetically collected at pre-determined times
before supernatants are analyzed, mainly by UV-Vis spectro-
photometry or liquid chromatography, to determine the
concentration of proteins remaining in solution. The amount
of adsorbed protein (), in mg g~* with the amount of protein in
myg and the amount of dry MION@PIP in g} is deduced as
follows:

1)

where ¢; (mg mL™Y) and G (mg mL™*) are respectively the
initial and final concentrations of the protein samples, ¥ (mL)
is the volume of the protein solution and m (g) is the mass of
MION@PIP (or MION@NIP) nanomaterials, When assessing
the properties of their MION@PIP nanomaterials, authors
should keep in mind that synthesis and adsorption tests have
to be carried out under the same conditions, regarding pH,
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ionie foree, and temperature to be sure that protein conforma-
tions do not change between impression and recognition. The
experimental conditions used for performance assessments
may be better described in some publications to ensure the
relevance of the results.

5.1. Adsorption kinetics

First, adsorption kinetics is investigated in order to determine
the minimum time required to assess adsorption equilibrium.
Two major trends should be mentioned, according to the two
possible kinds of imprints, When the PIP synthesis leads to
the formation of surface imprints, also mentioned as two-
dimensional imprints, the adsorption kinetics are very rapid
and the equilibrium is reached within an average time of
30 minutes.”" """ In contrast, when the imprints are three-
dimensional, the adsorption kinetics are much slower. The
proteins must diffuse into the polymer, and the time to reach
cquilibrium inereases to hours.*** One should note that
in both cases, the time to reach the equilibrium is smaller for
MION@NIP than for MION@PIP. Indeed, non-imprinted polymers
have lower adsorption capacities, and non-specific adsorption is
faster because there are no particular binding sites to reach. Gao
et al.” reported this difference in kinetic rates by investigating the
adsorption of bovine serum albumin on both MION@PIP and
MION@NIP, as displayed in Fig. 12A.

The kinetic models classically used to determine the rate
determining step in adsorption processes are based (i) on the
composition of the solution where the rate of adsorption at
time ¢ is determined by the difference between the state of the
system at ¢ and its equilibrium state, (ii) on diffusion, the rate
of adsorption being determined by molecular diffusion. In the
protein imprinted polymer literature, most authors describe
their experimental data with models based on the composition
of the solution. Among these models, pseudo-first order and
pseudo-second order models*®®*°
models. The pseudo-first order model considers that the rate
of occupation of the adsorption sites is proportional to the

are the most studied
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(A) Adsorption kinetics of bovine serum albumin on imprinted magnetic polymer nanocomposites (Fes04@BSA-MIPs) and non-imprinted

magnetic polymer nanocomposites (FezO4@NIPs). (B) Second-order kinetics maodel to evaluate the kinetic mechanisms of Fe;0.@BSA-MIPs and
Fez04@NIPs. Reproduced with permission from ref. 94, Copyright 2013 Royal Society of Chemistry
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number of unoccupied sites, and that adsorption is reversible.
The linearized rate equation is described below:

Qr=Q1 — e )

where k, (min ") is the pseudo-first order rate constant, also
known as the Langergren constant, Q. and Q, (mg g~ ') are the
amounts of protein adsorbed at equilibrium or at time ¢
respectively. The half-equilibrium time (min) corresponds to
In(2)/k;.

The pseudo-second order model considers both rapid
adsorption onto highly reactive sites and slower adsorption
on sites with lower energy. Its linearized rate equation is as
follows:

Lo, 1 @)

Q0 legz ’
where k, (g mg * min ‘) is the pseudo-second order rate
constant and Q, and Q; (mg g ') are the amounts of proteins
adsorbed at equilibrium and at time ¢ respectively. The initial
adsorption rate (mg g~' min™") corresponds to k,Q.” and the
half-equilibrium time (min) is 1/k,Q,. This model was applied
by Gao et al®* for bovine serum albumin on both MION@PIP
and MION@NTIP (Fig. 12B).

From the kinetics studies, one retrieves important information.
The first one is the equilibrium time, deduced from the experti-
mental data representing the evolution of the amount of the
adsorbed protein as a function of time. And the second one is
the order of the kinetic rate. Both pseudo-first order and pseudo-
second corder models are equally employed by authors to fit
their experimental data, according to the following trend. When
imprinting relatively big proteins, such as BSA, or synthesizing
highly cross-linked polymers, the limiting adsorption step is the
time needed by proteins to reach their binding sites and authors
preferentially use a pseudo-first order model. In contrast, when
working with smaller proteins, such as lysozyme, or when having
pootly cross-linked polymer networks, the limiting adsorption rate
is the formation of the hydrogen bonds between the polymer and

0,012+
0.0104
0.0084
0005+
0.004
00024

0.0004

c (mgmL"/q (mgg™

View Article Online

Review

the protein. In this case, authors favour the use of the pseudo-
second order model.

5.2, Isotherm analysis

Once the equilibrium time is determined, protein adsorption
isotherms can be performed on both MION@PIP and MIONG@NIP.
In order to better describe these experimental isotherms, linearized
Langmuir'"" and Freundlich'"” models are widely used. The
Langmuir isotherm model basically applies for monolayer
adsorption onto a homogeneous surface, while the Freundlich
model is preferentially used to deseribe multilayer adsorption
onto a heterogencous surface. The most widely used linearized
Langmuir model can be expressed as follows:

Ce C, 1

D e Yo @
23 Omax K Owax

While the most used and linearized Freundlich model obeys the
following equation:

In{Qe) = In(Ky) + m-In(C) (5)

where €, is the equilibrium concentration of protein (mg mL™),
Q. is the equilibrium amount of the adsorbed protein
(mg ¢ "t mg of proteins, and g of hybrid nanomaterials),
Quax 15 the theoretical maximal amount of the adsorbed protein
{mg g™"), also known as the adsorption capacity, Ky, (mL mg™)
is the Langmuir constant related to the affinity of binding sites
or imprints, while K, ((mg ) (mL mg~'}") is the Freundlich
coetficient and m is the heterogeneity index. Strongly hetero-
geneous pelymers have low m coefficient, while more homo-
geneous ones have higher m values.

An example of experimental data obtained for bovine hemo-
globin adsorption on MION@PIP by Ti et @L®® and fitted with
both Langmuir and Freundlich adsorption models is displayed
in Fig. 13. The linearized Freundlich model (Fig. 13B) suits
these experimental data better than the linearized Langmuir
model (Fig. 13A),

00 02 04 06 08 10

C, (mgmL")

Fig 13 Langmuir {A] and Freundlich (B} isotherm fit for bovine hemoglobin adserption on MION@PIP. Reproduced with permission from ref 88

Copyright 2016 Royal Society of Chemistry.
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Fig. 14 Scatchard plot to estimate the binding nature of bovine hemao-
glokin on Fe;0,@PIP. Q: the amount of BHb bound to Fe;O,@BHL-MIPs;
[BHbI: concentration of free BHb. Reproduced with permission from
ref, 40, Copyright 2011 Royal Society of Chemistry.

Another model, far less usual than the Langmuir or
Freundlich ones, but also employed in some publications to

analyse adsorption isotherms is a variation of the Scatchard-
113

Rosenthal plot™ " as follows:
QC . Ql‘llil}. - Q\:
o (6)

where Ce, Qg and Quay are previously described. Kp (mg mL ™)
is the dissociation constant between the template protein and
the polymer. For some systems, Scatchard plots are found not
be single straight lines, but composed of two distinct linear
portions with different slopes (¢f Fig. 14). This indicates the
presence of two kinds of binding sites on PIPs: one is specific,
due to the presence of imprints, while the other is non-specific,
due to the polymer itself.

5.3. Adsorption specificity

The efficiency of an imprinted polymer is related to the specific
adsorption of the targeted protein. The aim of adsorption
specificity studies is to determine the extent of adsorption
due to the presence of imprints or due to the polymer itself.
Indeed, polymers can sometimes also bind proteins, e.g
through the formation of hydrogen bonds, and induce a so-
called non-specific adsorption since it is not related to the
presence of the imprints. To assess the specificity, adsorption
isotherms of the template protein are made on both the
magnetic imprinted (MION@PIP) and magnetic non-imprinted
(MION@NIP) polymers.

Isotherms obtained for bovine hemoglobin on  both
MION@PIP and MION@NIP by Li et al®™ are displayed in
Fig. 15, and are respectively called MMIPs and MNIPs by the
authors. Using this example, one can show that MION@PIP
adsorb more protein than MION@NIP, proving the existenee
and efficiency of the imprints.

1574 | ] Mater Chem, 5, 2018, 6, 15485

238

View Article Online

Journal of Materials Chemistry B

1009 & MMIPs

—&— MNIPs
804
604

‘™
E’ 40
T
0
T T T T T T
0.0 02 0.4 06 08 1.0
C,, mgmL’

Fig. 15 Adsorption isotherms of bovine hemaoglobin on the magnetic non
imprinted polymers (MNIPs) and magnetic imprinted polymers (MMIPs]
Reproduced with permission from ref. 88, Copyright 2016 Royal Society of
Chemistry,

The most relevant parameter to assess the adsorption
specificity is the imprinting factor, or IF. One can calculate
the imprinting factor according to the following equation:

[
IF == 7
Qmax,NIP )

where Quuere (Mg g ') and Quuaxne (mg g ') are the amounts
of adsorbed proteins at saturation (adsorption capacities) for
the imprinted and non-imprinted polymers respectively, and
are obtained by performing adsorption isotherms. High
imprinting factors indicate specific adsorption of the targeted
protein onte PIPs. The best imprinting factors are obtained
either with P1P presenting really high adsorption capacities, or
with NTPs having really low adsorption capacities. A very high
performing system regarding the imprinting factor is the one of
Kartal et al,* displaying an imprinting factor close to 30.
However, this performance can be described as isolated,
and related to the great attention given to the choice of
the functional monomer to reduce non-specific adsorption.
Indeed, imprinting factors are generally between 3 and 6, but
it is important to denote a tendency of improvement over the
86:90:11 Thig are due to the greater care taken in
choosing the experimental synthesis conditions,”*” as displayed in
Fig. 16, but also to a better comprehension of protein-monomer
interactions to guide the choice of the monomer employed, in
order to reduce the non-specific adsorption.”'™

It has to be noted that having high imprinting factors is of
prime interest, more important than having high adsorption
capacities, when synthesizing PIPs. Hao et al.”! optimized their
gynthesis conditions for both magnetic imprinted [BHb-MMIPs)
and non-imprinted polymers (MNIPs), in order to always obtain
the higher possible adsorption capacities for the PIP, and the
lowest for the NIP. For this reason, Hao et al. present both
adsorption capacities and imprinting factors when testing the
effect of some experimental conditions on the performances of

last few years.
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Fig. 16 Effects of (&) template protein and [B) monomer (gelatin) initial quantities, (C) polymerization time and (D) washing cycles on the recognition
behavior of MION@PIP taward bovine hemaoglobin, BHe-MMIPs; protein imprinted magnetic polymers and MNIPs; magnetic non-imprinted polymers.
Red line: imprinting factors for different experimental conditions. Reproduced with permission from ref. 74. Copyright 2016 Elsevier.

both MION@PIP and MION@NIP (IF: red dots and lines in
Fig. 16B and C). In their work, they made the choice to optimize
the initial quantities of template proteins (Fig. 16A) and monomers
(Fig. 16B), as well as the polymerization time (Fig. 16C) and the
number of extraction cycles (Fig. 16D, here called washing times).

One can see in Fig, 16A that increasing the initial amount
of the template protein increased the adsorption capacity of
MION@PIP before reaching a plateau. At first, more template
proteins meant more possible imprints, until the initial
amount of monomers is not enough to interact with all the
proteins and no more imprints could be made. From this
figure, one can deduce that a compromise can be made in
order to have the highest amount of the adsorbed protein by
using the lowest amount of template protein during the synthesis,
to reduce preduction costs, Moreover, as displayed in Fig, 16B,
with magnetic imprinted polymers prepared using 40 mg of the
template protein, the amount of bovine hemoglobin (BHb) bound
to MION@PIP increased with increasing amount of monomer,
reaching a maximum before decreasing again. One explanation is
that the increasing thickness of the polymer hindered the access
to the imprints. No such effect is observed for the protein
adsorption on MION@NIP. Their adsorption capacity only
increased with the initial quantity of monomers, because there
are no imprints, and only their outer surface is of interest with
this surface increasing with the polymer thickness. The same
trend is observed for the variation of the adsorption capacity
of MION@NIP with the polymerization time. In contrast, the

This journal is © The Royal Sociatly of Cremsry 2018
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adsorption capacity of MION@PIP first highly increased and
then decreased with increasing polymerization time (Fig. 16C);
8 hours seem to be optimal. shorter polymerization times may
lead to PIP layers not thick enough to have the highest possible
number of imprints, while longer polymerization times may
hinder access to imprints due to higher degree cross-linking
and longer paths ingide the polymer to reach the binding sites.
Concerning the extraction, it has to be long enough to remove
all the proteins trapped inside the cavities, but really high
extraction times do not seem to influence the protein recovery
{Kig. 161)).

5.4. Adsorption selectivity

Another useful characteristic to study the performances of
imprinted polymers is their selectivity. The main criteria to
determine whether PIPs present good selectivity toward the
template protein is the selectivity coefficient, z, caleulated as
follows:

o Qe ®)

O omax competitor
with Qi remplare AN Qruxgomperiror e the  maximum
adsorption capacities of the PIP toward the template protein
and a competitive one respectively. The higher the « coefficient,
the better the selectivity of the imprinted polymer. Usually,
imprinted polymers are considered as selective enough toward
the template protein with « values higher than 2.

JoMater Chem, B, 2018, 6, 15631580 | 1575
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Selectivity can be studied in two different ways. Either the
adsorption efficiency of imprinted polymers, and sometimes of
non-imprinted polymers, toward different proteins is analyzed
using solutions containing a single protein at a time,***%
the analyses are performed using solutions containing simulta-
neously the template protein and at least another one. In this
case, it is referred to as a competitiveness test.”*

When proteins are tested one by one, the analysis can be
carried out by UV-Visible spectrometry,'® chromatography®® or
gel electrophoresis.'"® However, when several proteins are
present simultaneously, analysis by UV-Visible spectrometry
becomes difficult, if not impossible, Indeed, all proteins exhibit
an absorbance peak wavelength between 275 and 285 nm, due
to the presence of amino acids with aromatic rings, and it is not
possible to distinguish the contribution of each of the proteins
to the main absorbance peak. This explains the preferential use
of chromatography or gel electrophoresis by some authors
when evaluating the selectivity and competitiveness of their
systems.

Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) is widely used to visualize the purity of the
extracted protein, when testing the performances of imprinted
polymers for real sample analysis, as displayed in Fig. 17.
In this example, the extraction of lysozyme from egg white
using MION@PIP was investigated. First, MION@PIP particles
were incubated in egg white solution. One can clearly sce the
band corresponding to lysozyme in diluted egg white (lane 2,
14.4 kDa). After the diluted egg white solution was treated with
MION@PIP, the band of Tysozyme disappeared (lane 3), implying
that lysozyme was efficiently extracted from the egg white solution
by MION@PIP. For comparison, the band of lysozyme is still
obvious in lane 4, corresponding to egg white solution treated
with MION@NIP. This result confirms the great specificity of the

or
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Fig 17 SDS-PAGE analysis of egg-white Lane 1. protein moleculsr
weight marker (14.4 kDa: lysozyme). Lane 2: 20-fold dilution of egg white
before treatment. Lane 3. remaining 20-fold dilution of egg white
extracted by a lysozyme imprinted polymer. Lane 4: remaining 20-fold
dilution of egg white extracted by a non-imprinted polymer. Lane 5: eluate
from the rebound PIP-lysozyme in egg white dilution. Reproduced with
permission from ref. 86. Copyright 2015 American Chemical Society

e
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polymer toward lysozyme. Moreover, the brightness of the bands
corresponding to other proteins does not seem to vary, suggesting
a high adsorption selectivity toward lysozyme. After extraction of
lysozyme from MIONG@PIP having previously absorbed it, eluate
was analyzed and one can clearly see that only the band corres-
ponding to lysozyme appeared (lane 5), confirming the fact that
MION@PIP are highly specific toward the template protein.

5.5. Nanocomposite reusability

Finally, attention is paid te the regeneration capacity of
magnetic protein imprinted polymers. As mentioned above,
the current main application of these nanoparticles is their use
as an extraction agent. For this reason, systems must be
reusable. They are therefore subjected to a large number of
successive protein adsorption-extraction cycles in order to
evaluate the decrease in their adsorption capacity when used
many times in a row. Extraction steps are carried out using the
same agents as previously described. Existing systems exhibit
good maintenance of their adsorption capacities for use ranging
from 3 to 12 cycles. 3102104

5.6. Impact of the magnetic core on the adsorption
performances

The size of the iron oxide nanoparticles usecd as magnetic cores
covers a wide range of values, from 20 to 200 nm. One could
also wonder whether the size of these MION does influence the
adsorption performances of the coupled PIP. This influence is
not easy to assess because as previously mentioned, adsorption
performances depend on a lot of different parameters, such as
the selvent, the functional monomers and cross-linking agents,
the initiators, the crosslinking rate, the extraction method
employed, and the polymer size or thickness. It is also really
difficult to find two or more publications carrying out the exact
same synthesis protocol and differing only by the size of the
iron oxide nanoparticles to make proper comparisons.

Nonetheless, when comparing performances MION@PIP
having imprinted the same protein through a radical polymeri-
zation process, using functional monomers from the same
family and whose template proteins are extracted substantially
using the same method, we can make some relevant compar-
isons even if some improvements are still possible, Table 2
compares the adsorption performances of three different PIPs
coupled to MION of different sizes in terms of specificity and
selectivity.

From Table 2, one can see that the size of the magnetic
nanoparticles used seems to have no significant effects in terms
of adsorption specificity or selectivity, which are two of the
main parameters concerning the adsorption performances of
MIONGEPIP.

Adsorption capacities are currently calculated in milligrams
per gram of hybrid nanomaterials. But due to the wide range of
possible structures for the materials and polymer thickness,
one gram of MION@PIP nanoobjects does not contain the
same quantity of polymers, and furthermore not the same
number of recognition sites from one synthesis to another.
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Table 2 Adsorption performances of PIP and MION@PIP nancmaterials having MION of different sizes

MION size (nm) Imprinted protein Functional monomers Extraction method ¥ sclectivity Ref.

[ vz Acrylamide derivatives NaCl 2.24 2.7 20
0.5 mol . ' Toward Rnase A

200 Lyz Acrylamide derivatives NaCl 2.32 2.64 81
0.5 mol L7* Toward Rnase A

60 BHb Silane derivatives NaOH 4.79 4.31 76
0.1 mol L7" Toward BSA

200 BHb Silane derivatives NaOH 4.90 4.96 40
0.1 mol L7 Toward BSA

Table 3 Perfarmance summary of some magnetic protein imprinted
polymer nanoparticles

Equilibrium Number of

Imprinted protein  IF time regeneration cycles Ref,
Alpha fetoprotein 3, 13 30 min 12 104
BSA, lysozyme and 8 1h 10 95
creatinine

Human serum 29,92 45 min 10 66
albumin

Lysozyme 2,95 5 min 1 78

It seems therefore not to be relevant to compare adsorption
capacities for different nanomaterials.

Adsorption kinetics really depends on the polymer thickness.
A pertinent comparison of adsorption kinetics should be done
when normalizing the equilibrium time by the thickness of the
polymer to be passed by the proteins, As these values are not
available in the literature, it is not relevant here to compare
adsorption kinetics for different MION@PIP nanomaterials.

Thus the effect of the magnetic nanoparticle size, or even
presence, on the comparable adsorption performances of the
different MION@PTP nanomaterials seems to be negligible.

5.7. Summary of the best performances obtained

Table 3 suminarizes systems nowadays presenting the best
performances according to one or many of the above mentioned
characteristics.

6. Conclusion and outlooks

This article provides an up-to-date review on hybrid nano-
systems composcd of magnetic nanoparticles and protein
imprinted polymers. The outstanding recognition properties
of protein imprinted polymers make them the perfect candidate
for the development of synthetic antibody-like nanomaterials, by
showing great potential in terms of protein adsorption selectivity,
specificity and adsorption kinetics. Their magnetic properties
facilitate their processing, manipulation, and practical use, opening
a way toward industrial and pharmaceutical applications.

To synthesize MION@PIP nanocomposites, several surface
functionalizations of magnetic nanoparticles are possible, in
order to facilitate the interactions of the iron oxides with the
polymer or to secure the protein to be printed near the surface
of the particles. Various monomers can then be employed to
form the imprinted polymer. These are chosen according to the

This journal is © The Royal Sociatly of Cremsry 2018
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two criteria. They have to be able to engage hydrogen bonds
with amino acids and thus have strong affinity with proteins,
and they must intcract with the functionalization of the nano-
particles. The choice of monomers can be optimized to both
reduce the non-specific adsorption and enhance the selectivity
of the imprinted polymer. The protein extraction methods used
are diverse and influence the performances of the synthesized
systems. Optimization of the synthesis protecols must be
carried out to obtain systems having high specificity, selectivity,
and rapid adsorption. The MION@PIP nancmaterials must
be physically and chemically resistant and used for numerous
adsorption-desorption cycles. Regarding all the synthetic con-
ditions used in the past decade to obtain some new magnetic
protein imprinted polymers, we may suppose that in the years
to come, more and more home-made functional monomers,
designed to reduce the non-specific adsorption, will be
employed in controlled radical polymerization in order to have
thinner polymer coatings and more homogeneous materials.
The work of Koide et al® as well as Cecchini ez al.* may be
pioneering in terms of in vivo applications, many of them will
appear due to the wider range of proteins being imprinted
nowadays.

However, MION@PIP nanocomposites are still a very new
research field, demanding a lot of improvements from the point
of view of real-life and nanomedicine-related applications, but
also in a more trivial way to facilitate the comparison hetween the
performances of two ditferent MION@FIP. Nowadays, authors
present adsorption capacities in milligrams per gram of hybrid
nanomaterials. But due to the wide range of MION size, possible
structures for the hybrids and polymer thickness, it may be
more accurate to present results in milligrams per gram of the
imprinted polymer. As a result, one should be able to make
more valid comparisons of adsorption capacities and kinetics.
Concerning the nanomedicine-related applications, the main
issue to be addressed is the nature of the imprinted protein.
Nowadays, a great amount of MION@PTP researches deal with
BSA, BHb or lysozyme. But some recent studies showed the
potential of PIPs toward the recognition and selective trapping
of proteins is of real, clinical interest.>* One can also suppose
that in the years to come, MION@PLP using proteins with such
a clinical significance will be developed. The second issue to be
addressed will be the size of the final nanomaterials. Magnetic
iron oxide nanoparticles do not have a negligible size in the
nano-world and coupling them to protein imprinted polymers
will lead to the obtention of objects maybe too big to be

I Mater Cherm 8, 2018, 6, 1563-1%
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internalized by cells, thus hindering some applications like the
trapping of some specific proteins in celfulo. Authors will have
to carefully control the thickness of their polymers and the size
of their resulting objects to prevent the decrease of their field
of potential applications. After overcoming the challenges
inherent to the synthesis of the MION@PFIP nano-objects, the
next step will be to test their adsorption properties in the
presence of some protein corona, which is known to form
around nano-objects in biological samples. This corona being
potentially able to reduce or prevent the adsorption of a specific
protein, some in vitro experiments in complex media may be of
interest, before going to applications in real samples to bind
proteins of biological relevance. And finally, an assessment of
the toxicity of the obtained nanomaterials before using them in
nanomedicine will be needed. To the best of our knowledge,
only one publication deals with the biocompatibility and inter-
nalization of protein imprinted polymers,''” but such studies
will have to become routine to better comprehend their possible
interactions with cells,

Combining MION@PIP with other kinds of nanoparticles,
such as carbon nanotubes,**®" is another fascinating direction
for further studies. One asset of these hybrids is the possible
synthesis of two-dimensional materials such as thin films, which
can be implemented e.g. in electrochemical devices for sensing
applications allowing a more direct detection of the protein
trapped by the PIP.

From what has been stated above, the synthesis of protein
imprinted polymers has entered a new dimension in which
their recognition capacities, their possible coupling to mag-
netic iron oxide nanoparticles and their processing abilities
allow the design of new and unique biomimetic sensors with
analytical performance far above other existing systems, such
as liquid chromatography.
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