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Introduction générale

Il y a deux milliards d'années, 1’évolution a produit des systémes biologiques constitués de
plusieurs cellules'. Ces ensembles cellulaires se sont développés, formant par la suite les
organismes pluricellulaires, dont les humains font partie. La pérennité de ces organismes est
assurée par la cohésion entre les cellules les composant. Mais il arrive qu’une ou plusieurs de
ces cellules dégénerent et adoptent un comportement anarchique, notamment en se multipliant
de maniere incontr6lée et formant ainsi un amas de cellules dites cancéreuses ou tumorales. Cet

amas cellulaire est appelé cancer.

Les pathologies cancéreuses sont donc trés anciennes, mais 1’accroissement de 1’espérance
de vie des humains depuis le XX®™ siécle a augmenté le nombre de malades car le
vieillissement d’un organisme a tendance a favoriser ’apparition de cellules cancéreuses. Le
cancer représente donc un enjeu majeur pour la médecine actuelle car cette maladie est la
premiére cause de mortalité en France : en 2018, il y a eu 157 400 déces dus a cette pathologie,

ce qui explique la nécessité de développer de nouveaux traitements anticancéreux.

De nombreuses thérapies ont été développées depuis plusieurs années, chacune d’entre
elles visant a éliminer les cellules cancéreuses de I’organisme. La chirurgie ablative du tissu
cancéreux est une des méthodes les plus utilisées. Cependant, cette méthode a ses limites :
toutes les cellules cancéreuses ne sont pas retirées de I’organisme suite a I’ablation de la tumeur.
De plus, dans certains cas le patient ne peut pas étre opéré. Par conséquent, des thérapies
anticancéreuses alternatives a la chirurgie ont été développées (Figure 1). Ces thérapies sont :

- La chimiothérapie, qui vise a administrer un composé toxique qui, une fois rentré dans

une cellule tumorale, va entrainer la mort de cette derniére?.

- L’immunothérapie, dont le but est de stimuler le systéeme immunitaire afin de rendre ce

dernier capable de reconnaitre les cellules tumorales et de procéder a leur élimination?®.

- L’hormonothérapie, qui consiste a inhiber la croissance de cellules tumorales sensibles
aux stimuli hormonaux®. En traitant ces cellules avec des molécules inhibitrices des récepteurs

hormonaux, la croissance tumorale peut étre stoppée.

- La radiothérapie, qui vise a irradier les cellules tumorales avec des rayons ionisants®.
Ces rayons vont provoquer des dommages sur I’ADN du noyau cellulaire, entrainant a terme la

mort de la cellule tumorale.
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Immunothérapie

Hormonothérapie -
, Anticorps agocytose, mort
Principe actif Récepteur N - . cellulaire
hormonal

Inhibition de la J
croissance tumorale ®
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Antigéne

ADN endommagé @ Agent anticancéreux
= Mort cellulaire <
- 3 Cellule = ® Perturbation du
! cancéreuse fonctionnement cellulaire
= Mort cellulaire
Radiothérapie Chimiothérapie

Figure 1 Les différents types de thérapies anticancéreuses

Tous ces traitements ont connu de nombreuses évolutions au cours des derniéres décennies.
Cette these se focalisera sur la chimiothérapie qui est la méthode la plus employée aujourd’hui.
L’avantage de la chimiothérapie est que les agents anticancéreux sont capables d’éliminer un
large panel de cellules cancéreuses, contrairement a I’hormonothérapie et a I’immunothérapie
qui sont spécifiques de certaines tumeurs. Cependant une limitation majeure de la
chimiothérapie vient de 1’absence de spécificité des agents anticancéreux. Ceux-Ci sont aussi
trés toxiques pour les cellules saines et entrainent des effets secondaires indésirables chez le
patient. De plus, les composés anticancéreux peuvent étre rapidement métabolisés apres
injection dans la circulation sanguine, ce qui entraine une faible biodisponibilité (proportion de

composé non métabolisé dans la circulation sanguine).

Actuellement, les enjeux majeurs des recherches en chimiothérapie sont i) d’augmenter la
biodisponibilité des principes actifs, ii) d’empécher leur élimination de I’organisme avant qu’ils
n’agissent sur les cellules tumorales et iii) d’accroitre la sélectivité de ces composés envers

leurs cibles, les cellules cancéreuses.

Un moyen d’obtenir ces critéres est d’incorporer un agent anticancéreux dans une matrice

nanomeétrique injectable par voie intraveineuse qui puisse par la suite délivrer le principe actif
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dans les tissus tumoraux. Ces nano-transporteurs sont appelés systemes de délivrance de

principes actifs.

Depuis les années 2000, les recherches sur les systemes de délivrance visent a développer
des nano-transporteurs capables de différencier les cellules cancéreuses des cellules saines afin
d’augmenter la sélectivité de 1’agent anticancéreux vis-a-vis des cellules cancéreuses®. Un
grand nombre de systemes de délivrance ont été développés dans ce but, notamment en
incorporant des motifs de reconnaissance spécifiques aux récepteurs biologiques surexprimeés
par les cellules tumorales. Les nano-transporteurs possédant des propriétés de ciblage actif

grace aux motifs de reconnaissance spécifiques sont qualifiés de nano-vecteurs.

Cette thése porte sur des systémes de vectorisation a base de polymeres. En effet, les
polymeres permettent de générer un grand nombre de systéemes en fonction de leur nature et de
I’architecture de leur architecture. De nombreux polymeéres sont biocompatibles (c’est-a-dire
qu’ils ne provoquent pas d’effet néfaste dans 1I’organisme) et ont été exploités pour préparer des

systemes de délivrance. On peut citer en particulier :

- Les polyesters aliphatiques, composés hydrophobes qui peuvent former des matrices
tres efficaces pour encapsuler et libérer une molécule hydrophobe comme le sont la plupart des
agents anticancéreux. Ces polymeres sont par ailleurs biodégradables : les fonctions esters de
ces polymeéres seront hydrolysées pour générer des composés de plus petite taille et inertes pour

les organismes ou I’environnement.

- Les polysaccharides sont un autre exemple de composés utilisés pour former des nano-
transporteurs car ces systemes sont dits « furtifs » : ils ne sont pas détectés par les systemes de
défense de I’organisme. Par ailleurs, la nature hydrophile de ces composés va permettre de
faciliter la solubilisation des nano-transporteurs dans les milieux aqueux comme les fluides
biologiques. De plus les fonctions chimiques présentes le long des chaines des polysaccharides
permettent de coupler par un lien covalent des molécules apportant de nouvelles propriétés aux

systemes de délivrance a base de ces polymeres.

Les copolymeres étudiés dans ces travaux sont des copolymeéres amphiphiles de polyester et de
polysaccharide. Parmi les structures copolyméres amphiphiles existantes, deux sont
majoritairement décrites pour le transport de principes actifs : les copolymeres a blocs et les
copolymeéres greffés. Les propriéteés de solubilité (hydrophilie/lipophilie) des copolymeres a

blocs peuvent étre modulées seulement grace a la longueur des chaines de polymeres,
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contrairement aux copolymeres greffeés dont les propriétés de solubilité peuvent étre modulées
non seulement par la longueur des chaines de polyméres mais aussi par le taux de greffage des
chaines latérales sur le squelette de la structure. Dans le cas des copolyméres greffes polyester-
polysaccharide on trouve essentiellement des composes avec un squelette hydrophile
(polysaccharide) et des chaines latérales hydrophobes (polyester) (structure « classique »).
L’originalité des travaux de recherche présentés ici vient de la structure des copolymeéres
synthétisés : structure dite « inverse » avec un squelette polyester et des chaines latérales de
polysaccharide. Ces structures sont actuellement peu décrites et pourraient servir a la formation
de nano-transporteurs possédant des propriétés physico-chimiques et biologiques originales
pour la délivrance d’agents anticancéreux (Figure 2). Les fonctions chimiques des chaines de
polysaccharide permettent de coupler des molécules fonctionnelles comme un fluorophore ou
un agent de vectorisation sur le copolymere.
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Figure 2 Structures de copolymeéres greffés, nano transporteurs et libération d’agents
anticancéreux

Au cours de cette thése, nous étudierons la poly (e-caprolactone) comme polyester et deux

polysaccharides, le dextrane et le chitosane pour des raisons qui seront precisees ultérieurement.
Cette these comporte trois chapitres :

- Le premier chapitre est une étude bibliographique portant sur les propriétés des
composés anticancéreux les plus utilisé€s, leurs limitations et ce qu’apportent les systémes de
transports de principes actifs a base de copolymeéres amphiphiles, notamment ceux a base de

polyesters et de polysaccharides.
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- Le second chapitre porte sur la synthése d’un copolymeére greffé poly(e-caprolactone)-
g-Dextrane (PCL-g-DEX), sur la formation de nano-objets chargés en agent anticancéreux et
sur les propriétés physico-chimiques et biologiques de ces nano-systemes pour le transport et

la délivrance intracellulaire de I’agent anti-cancéreux.

- Le troisiéme chapitre traite de la synthése d’une autre structure copolymere greffé, le
poly(e-caprolactone)-g-Chitosane (PCL-g-CHT), et sur la formation de nano-objets a partir de

ce copolymere.
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Chapitre 1

Etude bibliographique
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1. Les systemes d’incorporation de principes actifs pour les traitements anticancéreux

1.1. Modes d’action des composés anticancéreux
Le cancer est une pathologie provoquée par les mutations de certaines cellules de
I’organisme. Les causes de ces modifications peuvent étre d’origine génétique et/ou
environnementale. Les cancers sont distingués en fonction du type d’organe ou se trouvent les
cellules cancéreuses: cancer colorectal, cancer du sein, cancer du poumon... Cependant certains

comportements sont communs a I’ensemble des cellules cancéreuses :

-L’insensibilité aux signaux biologiques régulant la multiplication cellulaire, couplée a

une prolifération incontrélée.
-La capacité a étre indétectable par le systeme immunitaire.
-L’absence d’apoptose (phénoméne de mort cellulaire naturelle).

Quand elles sont suffisamment développées, les cellules cancéreuses sont capables de
provoquer 1’angiogeneése, c’est-a-dire la vascularisation des tissus tumoraux. Par conséquent,
dans le cadre d’une pathologie cancéreuse, le but d’un traitement par chimiothérapie est de
stopper la prolifération des cellules cancéreuses et d’éliminer la totalité de ces derniéres de
I’organisme. Il existe une grande variété de principes actifs anticancéreux qui vont agir de

différentes maniéres. Quelques exemples sont décrits ci-dessous (Figure 3)

-Les agents anti métabolites (exemple : le 5-fluoro-uracile) dont le but est de perturber

le métabolisme des cellules tumorales.

-Les agents alkylants (exemple : le Cis platine), agissant sur I’ADN en y introduisant
des groupements alkyle qui empéchent la lecture de I’information génétique de la cellule et

bloquent ainsi sa croissance.

-Les agents intercalants (exemple : doxorubicine), ont pour but de s’intercaler entre les
deux brins de la double hélice d’ADN rendant 1’information génétique contenue dans I’ADN

« intercalé » illisible par les ARN polymérases.

-D’autres principes actifs agissent directement sur la mitose des cellules
anticancéreuses, perturbant ainsi leur prolifération (exemple : Le paclitaxel qui perturbe le

fuseau mitotique, empéchant ainsi la mitose de la cellule cancéreuse).
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Figure 3 : Exemples d'actions des agents anticancéreux

Il existe donc un grand nombre de principes actifs ayant des actions diverses et qui peuvent
étre utilisés pour détruire les cellules cancéreuses. Cependant ces cellules sont trés similaires
aux cellules saines de 1I’organisme. De ce fait, il est difficile d’obtenir une bonne sélectivité sur
les cellules tumorales, les anticancéreux détruisent également les cellules saines. Cela se traduit
par les effets secondaires indésirables des chimiothérapies anticancéreuses, comme les risques

de cardiomyopathie avec la doxorubicine.

Par conséquent le but actuel de la recherche sur le cancer est de développer des thérapies

qui vont étre les plus sélectives possibles vis-a-vis des cellules cancéreuses.

1.2. Propriétés pharmacocinétiques des principes actifs anticancéreux
Les propriétés pharmacocinétiques des principes actifs vont dépendre de leurs
caractéristiques physico-chimiques. Ces derniéres vont influencer le devenir des composé dans
I’organisme. Il existe une treés grande diversité de composés anticancéreux, dont les propriétés
pharmacocinétiques sont présentées dans le Tableau 1 qui illustre aussi les propriétés et les

limitations actuelles des anticancéreux.

- Le volume de distribution correspond au rapport entre la quantité totale d’un principe

actif contenu dans un organisme sur la concentration plasmatique de ce compose. Cette valeur
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donne une indication sur les propriétés de distribution du composé dans 1’organisme. Un
volume bas indique que le principe actif aura tendance a rester dans la circulation sanguine et
sera faiblement absorbé dans les tissus. A I’inverse un volume plus élevé traduit une grande
absorption du principe actif dans les tissus, cela peut également signifier que le composé est

davantage métabolisé.

- Le temps de demi-vie, dans le cadre médical, est une valeur indiquant le temps apres
I’injection d’un principe actif pour que la concentration de ce composé dans le plasma sanguin

soit divisée par deux.

- La clairance est le volume de plasma théorique nécessaire pour éliminer un principe
actif dans un tissu biologique par unité de temps. Cette valeur de clairance indique donc la
capacité d’un tissu biologique a éliminer un composé d’un volume de fluide biologique au cours

du temps : plus la clairance est élevée, plus le principe actif sera éliminé rapidement.

- La dose létale médiane est la quantit¢ de principe actif pour laquelle 50% d’une

population donnée (cellule ou organisme) meurt. Plus cette dose est faible, plus le composé est

toxique.
Dose létale
\Y Temps . ) . .
o ) Clairance médiane Part liée aux Voie
distribution | de demi- ) )
_ mL/min/m? (DLso) protéines d’élimination
L/m? vie
Hg/kg
- 74-76% Majoritairement
Doxorubicine | 809 -1214 20-46h - 21 800 (protéines hépatique, et
plasmiques) rénale
89-98%
. 7 000- . .
Paclitaxel 227-688 52,7h 32530 (protéines Hépatique
23800 .
plasmiques)
90% (Albumine, | Majoritairement
. . 20-30 15 000- Non
Cis platine 11-12 ) o transferrine, y rénale, et
min 16 000 indiqué ) )
globuline) hépatique
Majoritairement
5-fluoro- Non 10-20 Non .
] o ) o 230 000 8-12% hépatique, et
uracile indiqué min indiqué )
rénale

Tableau 1 Propriétés pharmacocinétiques de 4 anticancéreux (Source : Drugbank.ca)

Il est a noté que les valeurs présentées dans ce tableau portent sur des composés anticancéreux

administrés par voie parentérale. Cependant, il existe d’autres méthodes d’administration
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comme la voie orale. En fonction de la voie d’administration employée, les parametres

pharmacocinétiques changeront.

Le montre que les principes actifs anticancéreux utilisés actuellement ont des propriétés

pharmacologiques différentes.

- La doxorubicine et le paclitaxel ont de hauts volumes de distribution a I’inverse du cis

platine qui, par conséquent, restera plus longtemps dans la circulation sanguine.

- Le temps de demi-vie des anticancéreux va de quelques minutes (cis platine et 5-
fluorouracile) a plusieurs heures (doxorubicine et paclitaxel). Ces valeurs montrent que certains
anticancéreux sont tres rapidement éliminés de 1’organisme. Par conséquent, une faible part de
ces composés atteindra les tissus cancéreux, la majorité étant rapidement éliminée de

I’organisme.

- Laclairance montre que les anticancéreux seront éliminés plus ou moins rapidement de
I’organisme, que ce soit par voie métabolique ou rénale. Le fait que certaines protéines se lient
a ces composés montre que 1’organisme est capable de traiter ces composés des qu’ils se

trouvent dans la circulation sanguine.

- La toxicité des anticancéreux (cf. DLso) empéche d’injecter de grandes quantités de
principe actif qui permettraient d’augmenter la part de composé qui agira effectivement sur les

cellules cancéreuses.

2. Les systemes de délivrance de principe actif

Il est nécessaire de développer un moyen de pallier les inconvénients des chimiothérapies
anticancéreuses. Il consiste a utiliser un agent anticancéreux incorporé dans un systeme de
transport et de délivrance de principe actif. Le but des systemes de délivrance est de permettre
la solubilisation du composé anticancéreux dans la circulation sanguine afin d’assurer
I’acheminement de cet agent jusqu’a la zone tumorale, ainsi que sa libération une fois les
cellules cancéreuses atteintes. De ce fait, les systemes de délivrance d’agents anticancéreux

modifient le devenir de ces composés une fois dans I’organisme :

- D’une part, ils protégent les tissus sains vis-a-vis de la toxicité du principe actif

incorpore.
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- D’autre part, ils empéchent la métabolisation prématurée du principe actif par les

systemes de défense de 1’organisme.

- Enfin, en délivrant le principe actif uniquement sur la zone ciblée de 1’organisme,

I’action du composé est augmentée et ses effets secondaires sont limités.

2.1. La taille des systémes de délivrance
La taille des systémes de délivrance est un parametre important. En effet, selon cette taille,

le mode de fonctionnement des systemes de délivrance sera différent.

Les systtmes de délivrance massifs (implants) ou de [’ordre du micromeétre
(microparticules injectables par voie intramusculaire ou sous cutanée) constituent une matrice
qui va libérer les principes actifs par diffusion. Les avantages de ces systemes sont la protection
du principe actif tant qu’il est contenu dans la matrice et une délivrance prolongée de ce principe
actif en fonction de la vitesse de diffusion. Ceci évite d’avoir une concentration plasmatique en
principe actif trop élevée (au risque d’atteindre des doses toxiques) juste apres ’injection
comme une métabolisation trop rapide du composé au bout d’un certain temps. Cela est illustré

dans la Figure 4 ci-dessous.

Conceniration plasmigue en principe actif’
4

Concentration maximale toxique

Principe actif non encapsulé

» Temps

Figure 4 lllustration de [’effet de l’incorporation d’un principe actif sur sa concentration
plasmique au cours du temps

Un exemple de systeme a base de microparticules de PLGA et de PLA assurant la libération
d’acétate de leuproreline a été étudié par Okada’. Dans cette étude, des microparticules de PLA
et de PLGA ont eté testées en tant que systeme de délivrance sur un temps prolongé (3 mois
maximum). Les polyesters PLA et PLGA constituent des matériaux biocompatibles et
biodégradables de choix pour constituer des systemes de délivrance. L’optimisation de la
préparation des systémes montre que ces derniers peuvent assurer une libération constante de

leuproreline sur 3 mois, ce qui n’est pas possible dans le cas d’injection du principe actif non-
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encapsulé. Les produits de dégradation ultime des microparticules de PLA et PLGA sont I’acide

lactique et 1’acide glycolique, qui sont des composés non-toxiques (Figure 5),
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Figure 5 Représentation de la degradation de microparticules de PLGA ou PLA

Cependant, la dégradation des microparticules de PLA et PLGA augmente 1’acidité dans
les tissus proches de ces systéemes. Cela peut poser probléme pour la stabilité des principes
actifs, notamment quand ces derniers sont des peptides qui peuvent étre dégradés par 1’acidité

du milieu.

Les systemes de délivrance nanométriques ont été développés pour répondre au besoin de
systémes injectables par voie intraveineuse qui utilisent la circulation sanguine afin de rejoindre
le site d’action du principe actif. De nombreux systémes nanométriques de délivrance ont été

étudiés et sont détaillés dans le paragraphe suivant.

2.2. Les différents nano-systéemes de délivrance
Plusieurs systémes transporteurs d’anticancéreux ont €ét¢ commercialisés, notamment le
Doxil® (doxorubicine) et I’ Abraxane® (paclitaxel). Les études suivantes présentent les apports

de ces systémes par rapport a 1’'usage d’anticancéreux non-encapsuleés.

Luo et al.® ont montré que la formulation de doxorubicine dans des liposomes (Doxil® et
Myocet®) permet de diminuer la cardiotoxicité de ce principe actif. Cette étude montre
également que la distribution de la doxorubicine dans les tissus varie selon le type de liposome
utilise. Par conséquent, il peut étre judicieux de développer des systémes de transport dont les

propriétés permettront de cibler différents types de cancer.
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Sofias et al.® ont comparé deux formulations commerciales du paclitaxel : le Taxol® et
I’Abraxane®. Ces deux formulations (a base notamment d’huile de ricin polyoxyéthylée, et
d’éthanol anhydre) permettent de solubiliser le paclitaxel afin de permettre 1’accumulation
d’une plus grande quantité de principe actif dans les tissus tumoraux. Cependant, cette étude
précise que le Cremophor EL® (une huile de ricin PEGylée) contenu dans le Taxol® peut
provoquer des réactions d’hyper sensibilité chez le patient. Ce défaut du Taxol® souléve la
question de 1’'usage des produits utilisés pour préparer les systémes de délivrance et la nécessité

de développer des systémes avec des excipients non-toxiques.

Les limitations de ces deux formulations montrent qu’il reste nécessaire de développer de
nouveaux systemes palliant aux défauts des systemes de délivrance d’anticancéreux
commercialisés. Aussi, depuis quelques années de nombreux systemes de délivrance
d’anticancéreux ont été reportés dans la littérature. Beaucoup de composés différents ont été
utilisés pour constituer la matrice des systémes de délivrance (tensio-actif, polymere, silice,
métal, ...). La matrice idéale d’un systéme de délivrance doit contenir le principe actif pour le
libérer ensuite uniquement dans les zones tumorales. Cette matrice devra étre hydrosoluble afin
de permettre la circulation du systéme dans 1’organisme. Par ailleurs, la matrice devra étre
biocompatible, c¢’est-a-dire ne provoquer aucune réaction néfaste de 1’organisme. Elle devra
¢galement étre biodégradable, c’est-a-dire se dégrader en formant des produits de dégradation

non toxiques qui seront ensuite éliminés de 1’organisme.
Selon la nature de ces composes, différents systemes ont été préparés (Figure 6) :

-des nanoparticules & base de polyméres, de silice ou de métaux'® dont le principe actif

incorporé va diffuser a travers la matrice.

*Des nanoparticules de polyméresi!: En effet, les copolyméres amphiphiles peuvent
également former des nanoparticules de polymére ou des micelles en fonctions de certains

parameétres. (Figure 6b)

*Des nanoparticules métalliques. En général ces nanoparticules sont recouvertes d’une
couche de composé rendant biocompatible le systeme (exemple : nanoparticules de Fe3Oa
recouvertes de chitosane!?). (Figure 6e : couche de protection en bleu, partie métallique du

systéme en rouge)
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*Des nanoparticules de silice mésoporeuse. De maniére similaire aux nanoparticules
métalliques, elles sont recouvertes d’une couche de composé améliorant les propriétés de ces
systémes en terme de libération de principe actif'3. (Figure 6f : couche de protection en bleu,

partie silice du systeme en gris)

- des micelles'* qui sont des systémes amphiphiles dynamiques qui pourront se modifier
en fonction de leur environnement, modifiant ainsi le mode de libération du principe actif. Les
micelles a base de polyméres® sont constituées d’une structure copolymére amphiphile. Sur la

Figure 6a la partie hydrophile est en bleu et la partie hydrophobe en orange.

- des liposomes®® qui contiennent un volume de solution aqueuse. Les liposomes!’ sont
des structures généralement sphériques constituées d’une bicouche contenant un volume de

phase aqueuse. (Figure 6d, partie aqueuse en bleu, partie hydrophobe en orange).

- des hydrogels®® qui peuvent servir de systéme de délivrance de principe actif, mais
également de systéme d’ingénierie tissulaire. Ces structures peuvent étre de deux types : Soit
des hydrogels chimiques qui se forment grace a des liaisons covalentes soit des hydrogels
physiques qui se forment grace a des liaisons secondaires (liaisons hydrogéne ou liaisons
hydrophobes) (Figure 6c)

Ces différentes structures sont schématisées dans la Figure 6.

ﬁﬁ\g
I r?eu 52

a. Micelle b. Nanoparticule
polymeére polymere

f. Nanoparticule
de silice
mésoporeuse

e. Nanoparticule

¢. Hydrogel d. Liposome métallique

Figure 6 Les différents systémes de libération de principes actifs reportés a. micelle
polymére!®, b. nanoparticule polymére!!, c. Hydrogel, d. liposome!’, e. nanoparticule
métallique (FesO4) mésoporeuse®?, f. nanoparticule de silice mésoporeuse®®

Il existe également des structures a base de nanocapsules lipidiques qui sont capables

d’encapsuler divers agents anticancéreux dans leur partie hydrophobe®®.
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Dans le cadre de cette these, on s’intéressera uniquement aux systémes de délivrance a base
de polymeres. En effet certains polymeres présentent plusieurs avantages en tant que nano

transporteurs :

- Biodégradabilité : les systémes basés sur ces composés ne provoqueront pas de réaction
néfaste de 1’organisme et seront dégradés par hydrolyse (exemple : PLA et PLGA décrits

précédemment, PCL).
- Furtivité : IIs ne seront pas détectés par les systémes de défense de I’organisme.

- Facilité d’obtention de structures différentes, comme des copolymeéres greffés ou a
blocs, ce qui permet de moduler les propriétés des systemes de délivrance baseés sur ces

polymeéres.

- A partir des polyméreson peut préparer tous les types de nano systéemes, des
nanoparticules ou des micelles en fonction de la structure du polymere utilisé et des parametres

de préparation.

Différentes générations de nano-transporteurs sont reportées. Dans le paragraphe suivant
les propriétés des différentes générations sont expliquées afin de montrer in fine I’intérét des
structures copolymeres amphiphiles fonctionnalisées pour la formation de systeme de

délivrance adéquats.

2.3. Les générations de systéme de délivrance.
Les nano-objets ont connu un certain nombre d’évolutions au cours du temps. Ces
évolutions successives permettent de classer les différents systemes de délivrance en trois

générations.

2.3.1. La premiére génération : L’incorporation de principe actif

Les premiers systéemes décrits ont pour fonction de transporter les principes actifs dans le
sang en les encapsulant, afin d’augmenter la biodistribution du principe actif hydrophobe a
I’intérieur de I’organisme. Le probléme de ces systémes de délivrance est leur élimination
rapide du sang par les systémes de défense de I’organisme avant que le principe actif n’agisse.
Des opsonines vont tres rapidement recouvrir le nano-transporteur pour faciliter son élimination
par le systeme réticulo-endothélial (SRE). Par conséquent il a fallu développer de nouveaux
systemes de délivrance capables d’éviter le SRE et donc de séjourner plus longtemps dans

I’organisme (Figure 7).
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Figure 7 Hllustration de I'opsonisation et de la phagocytose de nano-transporteurs

2.3.2. Laseconde génération : Le développement de systémes « furtifs »
Pour éviter ces problémes d’opsonisation, des transporteurs dits de seconde genération ont
été développés qui possédent des propriétés de furtivité, ¢’est-a-dire la capacité a ne pas étre
détectés rapidement par 1’organisme. Ces transporteurs possedent donc une plus grande demi-

vie dans la circulation sanguine, augmentant ainsi les chances d’atteindre les tissus tumoraux.

Pour obtenir ces propriétés de furtivité, le transporteur est entouré d’un composé non-
détectable par les opsonines qui protége ainsi le cceur du systéme contenant le principe actif.
Ces composés sont trés géneralement des polyéthers hydrosolubles, le plus couramment utilisé
étant le poly(éthyléne glycol) (PEG). C’est un polyéther biocompatible mais non biodégradable
qui sera éliminé par filtration rénale. Les masses molaires de PEG permettant son élimination
sans effets secondaires sont de 400 g/mol & 20 000 g/mol selon Knop et al.2° En dessous de 400
g/mol, les oligoméres de PEG sont oxydés par des enzymes déshydrogénases en métabolites
toxiques, tandis que des chaines de masses molaires supérieures a 20 000 g/mol ne seront pas

aisément éliminées par les reins.
D’autres polymeres alternatifs au PEG ont été étudiés :

- D’autres polyéthers comme le poly(propyléne glycol) et le poly(tétraméthyléne glycol)
ont été décrits pour constituer des systémes similaires aux systemes polyester-PEG mais ils sont
moins utilisés que ce dernier car le PEG est disponible dans le commerce avec un large

catalogue de masse molaire et un faible cot?..

- Les poly(2-oxazoline) sont, comme le PEG, des polymeres non-biodégradables. Un

copolymeére poly(L-lysine)-g-poly(2-methyl-2-oxazoline) a été synthétisé par Konradi et al.??

36



qui ont montré que la poly(2-methyl-oxazoline) (PMeOXx) est aussi efficace que le PEG pour
empécher 1’adsorption des opsonines sur les nano-transporteurs. La PMeOx est donc un
candidat potentiel pour remplacer le PEG qui peut se révéler instable chimiquement sur le long

terme en milieu in vivo.

- Les poly(aminoacides) comme le poly(hydroxyéethyl L-glutamine) (PHEG) et le
poly(hydroxy-éthyl L-asparagine) (PHEA) ont été utilisés avec des chaines lipidiques par
Romberg et al.Z pour former des liposomes amphiphiles biodégradables par des protéases. Ces
poly(aminoacides) apportent la furtivité aux systémes transporteurs de principes actifs, tout en
pouvant étre dégradés par voie enzymatique, contrairement au PEG, ce qui facilite 1’élimination

des liposomes de 1’organisme.

- Les polysaccharides tels que le dextrane et le chitosane sont capables d’augmenter la
durée de vie de systémes de délivrance d’anticancéreux®*, de plus ces composés sont

biocompatibles et biodégradables®

Les différents exemples décrits ci-dessus montrent que de nombreux systemes furtifs vis-a-
vis des opsonines du SRE ont été développés, les principales structures polymeres assurant cette

furtivité sont reportées dans la Figure 8 ci-dessous.
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PHEA PHEG PMeOx Chitosane Dextrane

\ Couronne hydrophile. Furtivité
® Absence

» d’opsonisation

Nano-transporteurs
Immunoglobuline

Figure 8 Apport de la furtivité face a [’opsonisation d 'un nano-transporteur

Les deux premiéeres génerations de systemes de délivrance d’anticancéreux fonctionnent

via un ciblage dit passif di a I’effet « EPR (Enhanced Permeation Retention) » (Figure 9). Cet
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effet se base sur le phénomene de vascularisation des tumeurs au cours de leur croissance : les
vaisseaux sanguins formés dans les tumeurs sont moins architecturés et possedent des pores de
plus grand diamétre. Hashizume et al.?® indiquent que I’intervalle entre des cellules vasculaires
issues de cancer du sein chez la souris est usuellement de 100nm et peut aller jusqu’a 0,3 a 4,7
pum. Par conséquent, en utilisant des systémes avec un diameétre approprié (10 — 100nm) les
nano-objets traversent la paroi des vaisseaux et s’accumulent a ’intérieur des tissus cancéreux

pour y délivrer le principe actif incorporé?’

a.

@ Principe actif
Vecteur

(&) Cellule endothéliale (5)7= s

(&) Cellule tumorale 5 - €

Circulation
sanguine

Figure 9. Effet EPR a. Les transporteurs atteignent les tumeurs via les defauts de
vascularisation des tumeurs. b. Selon sa taille, les nano-objets s ’accumulent dans les tissus
tumoraux, contrairement aux anticancéreux de faible masse molaire (adapté de Biswas et al.?8)

En plus de ’effet EPR, d’autres moyens existent afin de faciliter la délivrance de principe

actif exclusivement dans la zone tumorale, il s’agit des systémes dits stimuli-dépendants :

D’une part les systémes dépendants d’un stimulus interne : les systémes pH sensibles?®,

thermosensibles®® ou les systémes libérant un anticancéreux au contact de réductase®%,

- D’autre part les systémes libérant le principe actif en réaction a un stimulus externe : les
nanoparticules magnétiques qui, au contact d’un champ magnétique appliqué sur les tissus

tumoraux visés, vont libérer 1’anticancéreux*?.

Cependant les systemes basés sur I’effet EPR et sur les systémes stimuli-dépendants
fonctionnent via un ciblage passif des cellules tumorales. C’est pourquoi une troisiéme

génération de systémes de délivrance est en cours de développement.

2.3.3. Latroisiéme génération : systéeme de délivrance a ciblage actif
Contrairement aux deux genérations precédentes ces systéemes sont capables de différencier

une cellule tumorale d’une cellule saine grace a des ligands qui interagissent avec les récepteurs
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biologiques surexprimés par les cellules cancéreuses. Ils possedent des propriétés de ciblage
« actif » de cellules tumorales et sont qualifiés de vecteurs de principe actif. Pour cibler les
cellules tumorales, des motifs de reconnaissance moléculaire sont couplés a la surface du
vecteur. Une fois le vecteur injecté, ces ligands sont en contact avec le milieu extracellulaire3*
et interagiront avec les récepteurs biologiques des cellules cancéreuses une fois que le systéme
de vectorisation atteindra les tissus tumoraux (Figure 10).

@ Ligand
V' Récepteur

* # Vecteur a ciblage actif

(&) Cellule endothéliale ==
ﬁ!‘:s? ==

= cellule tumorale :- =)=
€ PE DL DE DE DED Q(Zw._) = C.® T
* Circulation
*¥ # W * W sanguine

(=l ==l DDBD - 3 - -
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Figure 10. Ciblage actif de tissus tumoraux via les récepteurs surexprimés a) par les cellules
tumorales, b) par les cellules endothéliales des vascularisations tumorales (adapté de Biswas
et al.?®)

Par ailleurs, il existe également des nanovecteurs appelés immunovecteurs. Ces vecteurs
ont des propriétés de reconnaissance cellulaire basées sur les intéractions anticorps /

antigénes.[Référence]

Apres cette présentation des différentes générations de systémes de délivrance, 1’étude
bibliographique portera plus particulierement sur les systemes de délivrance a base de

polymeres.

3. Les systémes de délivrance a base de polymeéres
Dans le cadre de cette these, ce sont des nano-transporteurs de seconde et troisiéme
géneration constitués de polymeres qui ont eté synthetisés et caractérisés. Le choix des

polymeres s’explique par leurs nombreuses propriétés :

- L’usage de polymeres biocompatibles et biodégradables permet d’obtenir des systémes
de délivrance qui, apres la libération du principe actif, seront éliminés de 1’organisme sans

toxicitg?5:35:36,
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- Les polymeéres hydrophobes pourront incorporer des composes hydrophobes comme la

plupart des principes actifs anticancéreux.

- Les polyméres hydrophiles permettront la solubilisation du systéme de délivrance in
vivo et formeront une couronne de protection sur les systemes de délivrance vis-a-vis des

mécanismes de défense de 1’organisme (furtivité).

- Des systemes de délivrance amphiphiles sont préparés en combinant un polymere
hydrophile et un autre hydrophobe dans une structure copolymeére. Selon la nature des composés
utilises, il est possible de moduler les propriétés physico-chimiques et biologiques de ces
systemes en fonction des propriétés du copolymeére le constituant. Des copolymeéres
amphiphiles plus hydrophobes ont tendance & former des nanoparticules, alors que des
copolymeéres amphiphiles plus hydrophiles forment des systemes micellaires caractérises par
des concentrations micellaires critiques (c’est-a-dire la concentration minimale pour laquelle
un composé forme des micelles) plus basses que celles des micelles des tensioactifs classiques.
Celasignifie que les micelles polymeres ont une meilleure stabilité dans 1’organisme par rapport
aux micelles de tensioactifs classiques. Ces micelles ont les propriétés des systemes micellaires
classiques en terme de libération de principe actif : ce sont des systemes dynamiques sensibles

au milieu extérieur qui ne fonctionnent pas uniquement par diffusion du principe actif.

3.1. Les polyesters aliphatiques pour la libération de principes actifs

Les polyesters aliphatiques ont été largement décrits pour I’incorporation des composés
anticancéreux. Ces polyesters sont hydrophobes et vont donc incorporer aisément des
molécules hydrophobes. Dans le cadre de cette bibliographie, 1’accent sera mis sur les
copolymeéres a base de PCL et de PLA, deux polyesters tres souvent décrits du fait de leur
propriétés de biocompatibilité et surtout de biodégradabilité qui constituent un avantage majeur
pour préparer des systémes de délivrance de principe actif dont la matrice est non-toxique 3738,

Polyester Acronyme Structure Monomere
Poly(acide o OO
- PLA HO * OTH .
actique
que) n o o
@) o)
Pol €-
y PCL 0 @)
caprolactone) HO H

Tableau 2 Structures du PLA et de la PCL
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La préparation de ces polyesters se fait en général par polymérisation par ouverture de

cycle qui permet d’obtenir des polyméres de haute masse molaire®® (Tableau 2).

Le PLA est le polyester le plus largement utilisé pour encapsuler des principes actifs. Sa
biodégradabilité a été largement étudiée. 11 s’hydrolyse in fine en acide lactique pris en charge
par I’organisme dans le cycle de I’acide tricarboxylique (cycle de Krebs). Le PLA est ¢liminé
de I’organisme sous forme d’eau et de CO». Un point important est que la vitesse d’hydrolyse
du PLA est aisément modifiée en fonction de différents paramétres® : La stéréochimie des
motifs acide lactique, la capacité de I’eau a diffuser ou non & travers la matrice de

PLA (hydrolyse a cceur ou en surface) et le pH .

La PCL est un polyester plus hydrophobe que le PLA. Sa vitesse d’hydrolyse est donc plus
faible que celle du PLA. La PCL n’ayant pas de carbone asymétrique, il n’est pas possible de
moduler sa stéréochimie et donc son taux de cristallinité et par voie de conséquence sa vitesse
d’hydrolyse. Dans le cadre de cette thése c’est ce polyester qui a été sélectionné pour préparer
de nouveau systéme de délivrance d’anticancéreux car une méthode modification chimique
appelée « voie anionique » a été développée au laboratoire sur ce polyester. Cette méthode sera

détaillée plus loin.

Les nano systemes de délivrance a base de polyesters aliphatiques sont rapidement reconnus
par les immunoglobulines du plasma et éliminés par le systeme réticuloendothélial ce qui
empéche le principe actif incorporé d’atteindre les zones tumorales ciblées. Les travaux de
Krause et al.*! ont démontré que les nanoparticules de PLA, aprés injection intraveineuse, ont
tendance a s’accumuler dans le foie, principal organe de métabolisation. En effet, 2h apres une
injection intraveineuse des nanoparticules de PLA, 42% de la dose injectée se retrouve dans le

foie.

3.2. Les copolymeres amphiphiles « furtifs »
3.2.1. Syntheése de copolymeres a blocs polyester-PEG
Les nano-transporteurs polyester étant trop rapidement éliminés de I’organisme, des
structures a base de copolymeéres amphiphiles ont été synthétisées et étudiées. Les copolymeres
amphiphiles & base de polyester ont été largement décrits**4?-4 pour former des systémes furtifs
de délivrance d’agent anticancéreux dans 1’organisme. Comme indiqué précédemment, le

polymere hydrophile le plus décrit pour apporter le caractere furtif est le PEG. D’autres
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polyéthers ont été reportés comme le Poly(propyléne glycol)*, mais le PEG reste le polyéther
majoritairement utilisé car il est disponible commercialement avec un grand panel de masses
molaires disponibles tout en étant peu colteux. Dans ce paragraphe les structures décrites sont
uniquement a base de PEG. Une fois couplé avec un polymere hydrophobe comme le PLA ou
la PCL, le PEG va permettre leur solubilisation en milieu aqueux sous forme de micelles. Le
PEG constitue la couronne hydrophile de ces systemes qui sera en contact avec le milieu

biologique, formant ainsi une protection autour du cceur hydrophobe.

Plusieurs types de copolymeres a base de PEG et de polyester ont été décrites et utilisées,
les copolymeres a blocs (diblocs ou triblocs), et les copolymeres greffés. Les copolymeéres a
blocs sont généralement synthétisés par la méthode dite de « grafting from » : Les chaines de
polyester sont formeées par polymérisation par ouverture de cycle du monomere a partir des

fonctions alcool réactives aux extrémités des chaines de PEG. Les nano-objets formés a partir
de ces copolymeres peuvent avoir différentes structures (Figure 11).

O‘ \/l 0 o 0 0
o. o) lo. A .o ,.0| o. W ol lo._ U o
R™ X Tome H[ R X X[ RJH  MeO X[ RV TR X OMe

Copolymeére dibloc Copolymére tribloc Copolymeére tribloc
polyester-b-PEG polyester-b-PEG-b-polyester PEG-b-polyester-b-PEG

H

Figure 11 Les trois structures de copolymeéres a blocs a base de polyester et de PEG et les
morphologies des micelles issues de ces copolymeres

Shan et al.*® ont couplé des chaines de PEG sur les deux extrémités d’une chaine de PLA
(copolymere mPEG-b-PLA-b-mPEG) pour préparer des nanoparticules par une méthode
d’évaporation de solvant. Les nanoparticules obtenues ont été injectées a des souris pour

déterminer leur durée de vie dans le flux sanguin (Tableau 3).
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Nanoparticules Nanoparticules
PLA MPEG-b-PLA-b-mPEG
%PEGylation 0% 5% 15% 30%
Taille [nm] 187.7 193.0 189.9 1715
Taux de charge en
_ 24.79 23.05 33.17 16.77
hémoglobine [%0]
AUC(0-36h) plasma
306.266 1221.96 1331.49 1733.29
[Y6dose*h]
Clairance [h] 0.1280 0.0161 0.0073 0.0051
Temps de demi-vie
1 1 1 6
dans le sang

Tableau 3 Etude in vivo de nanoparticules a base de PLA et PEG, adapté de Shan et al.*®

Le pourcentage de PEGylation correspond au pourcentage d’unités éthyléne glycol par
rapport a la totalité des unités monomeres dans le copolymére. L’AUC (Area Under Curve)
correspond a 1’aire sous la courbe du pourcentage de la quantité de nanoparticules injectées
encore dans le plasma multiplié par le temps. Plus ce pourcentage est élevé et meilleure est la
biodisponibilité des nano objets. On constate que les AUC des nanoparticules a base de
copolymeres sont plus élevées que celles de I’homopolymére. Par ailleurs, plus le pourcentage
de PEGylation est élevé, plus I’AUC sera grande. La PEGylation permet donc d’accroitre la

durée de vie des nanoparticules dans le plasma.

Les structures les plus couramment décrites sont des copolymeéres diblocs et triblocs. En
fonction de la longueur des chaines de PEG et de polyester la balance hydrophile/lipophile
(BHL) sera modulée, impactant les propriétés des systémes de délivrances d’anticancéreux. Un
grand nombre de structures polyester—PEG constituant des transporteurs de principes actifs ont
été décrites. Quelques exemples de ces structures et leur utilisation en tant que systéme
d’incorporation de biomolécules sont reportés dans le Tableau 4. 1l y est mis en évidence que
les nano-transporteurs basés sur un copolymere polyester-PEG sont capables d’incorporer lant
des principes actifs plutdét hydrophobes de quelques centaines de daltons. Cependant ces
systéemes de délivrance ont une limitation majeure : ’absence de fonction chimique réactive sur

les chaines et donc le manque de site de fonctionnalisation sur le nano transporteur.
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Taux de
Référence Structure | Nano-objets | Principe actif | charge Applications
[%0]
Yameen et al.*” | PCL-b-PEG Micelle Doxorubicine | 0,76-1,24 Anticancéreux
Sawdon et ) ) ) )
PCL-b-PEG Micelle Acyclovir 3,2-8,7 Anticancéreux
Peng*®
PCL-b- _ ) o Prévention spasmes
Ge et al.* Micelle Nimodipine | 3,03-4,96 L
PEG-b-PCL artériels cérébraux
PCL-b- _ _ : .
Zhang et al.%® Micelle Paclitaxel 28,98 Anticancéreux
PEG-b-PCL
PCL-b- ) o _ )
Zhang et al.! Nanoparticule | Doxorubicine | 0,6-8,72 Anticancéreux
PEG-b-PCL

Tableau 4 Les structures Polyester - PEG

3.2.2. Syntheése de polyester modifié pour la préparation de copolymeéres greffés
Les copolymeéres présentés précédemment sont des copolymeres a blocs et ce sont de trés
loin les plus courants. Cependant, quelques structures de copolymeres greffés a base de PEG et
de polyester ont été reportées (Figure 12). Rappelons qu’il n’est pas possible avec un polyester
non modifié de générer des structures copolymeéres greffées, des modifications chimiques du

polyester sont nécessaires.

900000800

000000000

Structure copolymeére a bloc
-h-PEG

Structure copolymére greffée
-g-PEG
Figure 12 Structures copolymeére bloc et copolymere greffé a base de PEG et de polyester

Dans le cadre de cette étude, deux voies de fonctionnalisation visant a preparer des
polyesters fonctionnalisés sont présentées : les modifications chimiques avant ou apres

polymeérisation.
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La méthode de modification chimique avant polymérisation consiste a préparer une lactone
fonctionnelle puis de la polymériser. Le Tableau 5 présente quelques exemples de
fonctionnalisation de la lactone et la structure du polyester obtenu.

Référence Monomeére Polyester fonctionnalisé

Rj)ko R 0
Oj(k H 0
L R
Trimaille et al.** o ° OH
o R

R=-CHs; ou autre

Copolymere de PLA
groupement alkyle

o) o J
o H
Q HO o
p m
. o) o)
Rieger et al.*
O n
i OMe

M Copolymere PCL-g-PEG

i J
| (0] H
El Habouni et al.?’ \C) HO 0
| PO m

Copolymere PCL iodé

e

(0]

(0]

i Oo H

o HO o)
o}

071)\ V4 n m

0]

Coumes et al.?’ Z

Copolymere PCL propargylée

Tableau 5 Exemples de fonctionnalisation de lactones pour la synthése de polyesters modifies

Trimaille et al.>* ont montré que le remplacement du méthyle du D,L lactide par un autre
groupe alkyle permet de synthétiser par ROP des polyesters dérivés du PLA. Ces polymeres
constituent potentiellement un moyen de moduler les propriétés des systéemes basés sur ces

composés mais ils ne possedent pas de fonction réactive sur la chaine.

L’étude de Rieger et al.> consiste a synthétiser une lactone substituée par un PEG et a la
polymériser par ROP, ce qui permet d’obtenir directement une structure « inverse » avec un
squelette polyester greffé de chaines latérales de PEG. Ce type de synthese, est appelé stratégie

de « Grafting through ».

La fonctionnalisation du monomeére peut également servir a introduire dans un premier

temps une fonction réactive qui permettra par la suite de greffer des chaines latérales de PEG.
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Dans ce cadre, El Habouni et al.> ont iodé la caprolactone pour générer aprés ROP une PCL

iodée. Cette PCL iodée a été aminée par la suite (Figure 13).

o o )
1-LDA, THF |
Q  _78°C, 30min Q
I J
2-|-Cl

ROP o} H

-78°C 4-30°C + \ -~ , HO l 0
m

o I o}
e} . Voie B
6 NH ‘ﬁ;eoﬁ 1- NaN3, DMF
3, 2-Hy,Pd/C

y, THF AcOEt, MeOH

I J
HO © of"
NH, 0 m

Figure 13 Amination de PCL iodée, adapté de El Habnouni et al.>®

Coumes et al.>* ont synthétisé une PCL propargylée. Les fonctions propargyle ont permis
le couplage par chimie « Clic » de chaines de PEG azoturés, afin de générer des structures
copolymeres inverses (Figure 14). Ces copolyméres forment des micelles d’environ 200nm
dont la concentration d’agrégation critique (CAC), c’est-a-dire la concentration a partir de
laguelle les micelles vont formeées des agrégats, est plus faible lorsque le copolymere est plus
hydrophobe (un ratio (EG)/(LA) = 1,6 donne une CAC de 17 mg/L alors qu’un ratio de 3,5
donne une CAC de 41 mg/L).
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Figure 14 Synthése de PCL-g-PEG (Coumes et al. %%
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A travers ces exemples, il est mis en évidence que la fonctionnalisation de lactone permet
de générer diverses structures copolymeéres « inverses » polyester-g-PEG. Cependant cette
méthode nécessite les syntheses de lactones fonctionnelles et leur polymérisation. Or la
préparation de lactones fonctionnelles est longue, et les rendements sont moyens. En outre, les
polymeérisations de ces monomeéres sont moins aisées que celles des monomeéres non
fonctionnels. Afin d’éviter ces problémes, une voie de fonctionnalisation en une seule étape,
directement a partir du polyester a été mise en place au laboratoire sur la PCL par Ponsart et

al 55

3.2.3. Lavoie anionique
Cette méthode de modification post polymérisation permet d’introduire des fonctions
chimiques le long d’un polyester via la formation d’un carbanion et a été nommee par
conséquent « voie anionique ». Elle présente 1’avantage de ne pas nécessiter de synthése de

monomeres fonctionnalisés ni de copolymérisation du polyester fonctionnel (Figure 15).

Fonctionnalisation
de monomeére

¢  — =T -

Monomeére " Polymérisation Fonctionnalisation post
(lactone) par ouverture de cycle polymérisation
L > GOUOENNGE
¢ + ¢

- Yewveveevew

Polyester Polyester
L fonctionnalis¢ aliphatique

Figure 15 Les deux voies de fonctionnalisation chimique de polyester

Dans les paragraphes suivants, plusieurs fonctionnalisations de PCL sont décrites. Toutes
ces syntheses n’ont pas pour but d’obtenir un copolymere greffé PCL-g-PEG, mais de montrer
la diversité¢ des composés qui peuvent étre couplés le long d’une chaine de PCL par cette
réaction. Dans un premier temps il y a déprotonation du méthyléne de la PCL en alpha du
carbonyle des fonctions esters. Le carbanion formé réagit ensuite sur un centre électrophile et

assure la fonctionnalisation du polyester (Figure 16).

0 A2 0 o Rx 0 o
HO (0] H HO 0] 0) H HO (0] 0] H
4 o 4 © 4 (X= Groupe 4 )
n THF, -80°C m p partant) m R b
PCL Activation de PCL polyanionique PCL fonctionnalisée

I'oxocarbanion Fonctionnalisation par
attaque nucléophile

Figure 16 Principe de la voie anionique (Ponsart et al.>®)
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Des molécules électrophiles comme le benzaldéhyde, le chlorure de naphtoyle ou
’iodométhane ont été utilisées pour fonctionnaliser la PCL®®. La limitation de ces réactions est
qu’elles ne permettent pas un controle précis du degré de substitution qui reste toujours modéré
(<20%) et provoquent des coupures de chaine de la PCL (Mn passe de 53 700 Da a 20 000 Da
environ). Par la suite, cette méthode de modification chimique a été largement développée par
I’équipe Biopolyméres Artificiels de 'IBMM a Montpellier et d’autres réactions de
modification de la chaine de PCL ont été décrites : Une méthylation (Ponsart et al.>®) ; une
carboxylation (Gimenez et al.*®") ; une formation d’isocyanate (Blanquer et al.>’) qui permet
d’introduire ensuite de nouveaux groupements le long de la PCL (le 1-Naphthylmethanol et le
1-naphthylmethylamine) ; une iodation (Nottelet et al.® qui rend la PCL visible par
radiographie; un greffage d’acide diéthyléne triaminopentaacétique (DTPA) complexant des

ions Gadolinium Gd** utilisés comme agents de contraste en IRM .

Les exemples du Tableau 6 montrent le potentiel de la voie anionique pour générer une
grande diversité de dérives de PCL fonctionnalisées. Selon ces fonctionnalites, il est possible
par la suite de greffer différents composés, notamment des polymeéres pour générer des

structures greffées comme le montrent les études suivantes dans le Tableau 7:

Référence Motif de PCL modifiée Application

0 Modulation des propriétés physico
Ponsart et al.® HOJH/\/\/O ’ .
0 chimique du polyester

o .

Vitesse d’hydrolyse,

Gimenez et al.*’ Hot O3y L
COM n réactivité chimique
o .
Blanquer et al.*® HoJ\/WO H réactivité chimique
NCO "

o :
Nottelet et al.?’ HO%/\/\/O_H Imagerie médicale : radiographie
|

L el
HO o H
El habouni et al.>® ) Imagerie médicale : IRM

N
HOL,C” ON™ " ">N""CoLH

COLH COLH

Tableau 6 Exemples de fonctionnalisation de PCL
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o Homopolymére . Nano-objets
Reférence ) Copolymere obtenu .
greffé formés
Nanoparticules
Ponsart et al.*® PEG PCL-g-PEG
(150nm)
) Agrégat de micelles
Nottelet et al.® Poly(L-Lysine) PCL-g-PLL
(60-160nm)
PDMAEMA PCL-g-PDMAEMA )
Micelles 65-125nm
Nottelet et al.® P4VP PCL-g-P4VP
(PCL-g-PDMAEMA)
P4VP + PEG PCL-g-(P4VP, PEG)

Tableau 7 Exemples de formation de copolymeéres par réaction sur une PCL anionique

Ponsart et al.>° ont synthétisé un copolymére amphiphile PCL-g-PEG par réaction entre des
PEG fonctionnalisés par un brome en extrémité de chaine et des PCL anioniques (Figure 17).
Les copolymeéres obtenus possedent une BHL (motifs éthyleneglycol/motifs hydroxycaproique)
de 0,06 a 0,67 en fonction des conditions opératoires lors du greffage. Selon la valeur de ce
rapport, le copolymere aura des propriétés differentes en termes de solubilité. Par

nanoprécipitation, il est possible de former des nano-objets de 150nm dans 1’eau.

MeO ™

Figure 17 Synthése de PCL-g-PEG (adapté de Ponsart et al.>®)

D’autres polymeres ont été greffés sur une PCL anionique, comme le montrent deux études
de Nottelet et al.®*%! La premiére décrit le greffage de chaines de poly-(L-lysine) (PLL) par
« grafting onto». Le copolymere PCL-g-PLL forme en solution dans du PBS (pH7,4 ;
0,05mg/cm?3) des structures micellaires de tailles comprises entre 60 et 160nm. Ce copolymeére
a eté aussi synthétisé en polymérisant une L-lysine (« grafting from ») (Figure 18). Le
copolymeére obtenu posséde des propriétés différentes de celui synthétisé par « grafting onto » :

les nano-objets formés dans 1’eau ont un diametre compris entre 400 et 500nm.
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Figure 18 Synthése de copolymére PCL-g-poly(L-lysine) &

Une autre étude de Nottelet et al.>’ porte sur la synthése de copolyméres PCL-g-PMAEMA
et PCL-g-P4VP qui sont hydrosolubles apres quaternisation des fonctions amine par
méthylation. PCL-g-P4VP a été rendue hydrosoluble par greffage de chaines de PEG sur la
PCL par la méthode « anionique » pour générer des systemes hydrosolubles PCL-g-(P4VP,
PEG) (Figure 19). En milieu aqueux, PCL-g-QMAEMA forme des nano-objets entre 65 a
125nm de diametre tandis que PCL-g-PQ4VP forme des nano-objets de 75nm et PCL-g-(P4VP,
PEG) des nano-objets de 270nm.
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DMAEMA
—_—
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PCL anionique n polymensatlon \
PCL-g-PDMAEMA OMe PCL-gPaVP
Methylatlon T Couplage \Méthwation
(0]
(o)
H HO| H
(@) — n
, 3 \ ON—

PCL-g-PQ4VP

PCL-g-PQDMAEMA

PCL-g-(P4VP; PEG)

Figure 19 Synthéses de PCL-g-PQDMAEMA, PCL-g-PQ4VP et PCL-g-(P4VP ; PEG) 5657

Avec le développement des réactions de chimie « Clic », la PCL a été fonctionnalisée avec
des fonctions propargyle qui permettent de coupler divers composés par réaction CUAAC ou
par thiol-yne (Tableau 8)
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Réaction
. Composé greffé sur la Structure o
Reférence o de Application
PCL synthétisée
couplage
Dérivé azoturé d’acide
Porsio et al.®? diéthylene PCL-g-DTPA CuAAC Imagerie médicale : IRM
triaminopentaacétique,
Al Samad et al.5? PEG-SH PCL-g-PEG Thiol-yne | Délivrance de principe actif
Al Samad et al.® PEG-SH PCL-g-PEG Thiol-yne | Délivrance de principe actif

Tableau 8 Les synthéses de copolymere PCL-g-PEG par voie anionique et chimie « clic »

Porsio et al. 2 ont greffé sur une PCL propargylée un dérivé azoturé de DTPA, ce qui
permet d’obtenir une PCL capable de complexer du gadolinium III, exploitable en IRM, par
une voie alternative a celle de Blanquer et al.?” La PCL substituée ainsi obtenue forme des nano-
objets de 120 a 170nm de diamétre, dont la cytocompatibilité a été mise en évidence par des
tests sur des fibroblastes L929.

Al Samad et al.®*54 ont synthétisé un copolymére PCL-g-PEG par réaction thiol-yne entre

une PCL propargylée et un PEG fonctionnalisé par une fonction thiol en extrémité de chaine

(Figure 20).
2 } PEG thiolé HO 0}

H
n DMPA, Activation UV

HO

X

PCL propargylée j{r > {/\/

PCL-g-PEG

Figure 20 Synthése de PCL-g-PEG par thiol-yne (Al Samad et al.%3%%)

Cette méthode de synthese permet de moduler le ratio entre les unités éthyléne glycol et les
unités hydroxycaproique et donc la BHL. En modulant ce ratio, il est possible de moduler les

propriétés des nano-objets formés :

- Pour un ratio EG/CL = 0,1 on forme des nano-sphéres de 55nm de diamétre alors
qu’avec un ratio de 1,15 on obtient des structures micellaires de 40nm dont la CAC est Img/L.
Les auteurs ont comparé la CAC de ce systétme avec celle d’un copolymére a blocs
(EG/CL=1,2) qui est de 1,3mg/L (Attwood et al.%®). Sachant que plus la CAC est faible plus
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les micelles seront stables in vivo, les copolymeres greffés PCL-g-PEG présentent cet avantage
par rapport aux copolymeéres a blocs. 2 composés anticancéreux, le paclitaxel et ’ABT-199 ont
été incorporés dans PCL-g-PEG 0 (Tableau 9). Il est montré que le taux de charge et ’efficacité

d’incorporation de ces composés hydrophobes dépendent de la BHL du copolymeére.

. Rapport .
Copolymére Paclitaxel ABT-199
EG/CL
Efficacité Taux de Efficacité
Taux de charge ) ) ) )
d’incorporation charge d’incorporation
PCL-g-
1.2 ND 2,9% 1,3% 6,8%
PEGO,7k
PCL-g-PEG2k 3.2 ND 1,6% 0,1% 3,2%

Tableau 9 Incorporation d'anticancéreux dans des micelles de copolymére PCL-g-PEG®

Pour conclure, la PCL propargylée par la voie anionique permet de synthétiser des
copolymeéres amphiphiles PCL-g-PEG. Les micelles formées avec PCL-g-PEG présentent des

CAC en milieu aqueux inférieures a celles obtenues avec des copolymeres a blocs PCL-b-PEG.

3.3. Copolymeres polyester-b-PEG fonctionnalisés et systeme a ciblage actif
Les systemes présentés précédemment sont des systemes de libération de seconde génération,
les systemes de troisieme génération sont abordés ici. Seuls les systemes de délivrance a base
de copolymére a blocs polyester-b-PEG sont présentés. En effet, bien que la chaine de PEG ne
soit pas fonctionnalisée, les extrémités de chaine peuvent réagir, notamment avec des dérivés
d’acide folique, un ligand utilisé pour cibler des récepteurs aux glycoprotéines P surexprimés
par plusieurs types de cellules tumorales. Les deux études présentées dans le Tableau 10
portent sur des copolymeres dont les extrémités PEG ont été fonctionnalisées par des fonctions

amine (Figure 21 et Figure 22).

. . Ligand o Principe
Réference Copolymeére ) ) Cellules ciblées )
fonctionnalisé actif
) ) Cellules cancéreuses o
Yang et al.®® PCL-b-PEG | Acide folique | = n Vincristine
épithéliales (lignée KBy200)
) ) ) Cellule cancéreuse ovarienne o
Hami et al.®’ PLA-b-PEG | Acide folique Doxorubicine
SKOV3

Tableau 10 polyester-PEG avec ligands de reconnaissance de récepteurs biologiques

Les travaux de Yang et al.®® montrent que les systémes décorés avec des folates en

extrémité de chaine ont une plus faible 1C50 (0,01 uM) que les systémes sans folate (0,02 uM).
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Le méme constat a été établi par Hami et al.®” qui ont montré la possibilité de former des nano-
vecteurs micellaires a partir d’un copolymére DOX-PLA-b-PEG-folate. La doxorubicine a été
liée de facon covalente au copolymeére par un lien hydrazone hydrolysable afin d’étre libérée
au fur a mesure de I’hydrolyse du lien hydrazone. Les micelles préparées a partir de ce

copolymeére présentent une IC50 plus faible (4,65 pug/ml) que celles sans folate (13,51 ug/ml).
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Figure 21 Synthése d 'un copolymére bloc PCL-b-PEG-folate (Yang et al.®%)
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Figure 22 Synthése d’un copolymeére bloc DOX-PLA-b-PEG-folate (Hami et al.®")

Dans les deux cas cités ci-dessus, une seule molécule de folate peut &tre couplée sur chaque
chaine de copolymere. Si le couplage d’une seule molécule de ciblage suffit a augmenter
I’efficacité des systémes de délivrance par rapport aux systémes de seconde génération, alors
on peut se demander si le couplage de plusieurs molécules de ciblage sur une méme chaine de
polymere hydrophile d’un copolymére amphiphile pourrait accroitre davantage les propriétés
de ciblage des nano-vecteurs. Pour cela il est nécessaire de remplacer le PEG par un autre
polymere hydrophile fonctionnalisé pour constituer la couronne hydrophile de ces systémes de

délivrance.

4. Les copolymeéres amphiphiles a base de polyester et de polysaccharide

Pour pallier le manque de fonction réactive le long des chaines de PEG, d’autres polymeres
hydrophiles ont eté utilisés parmi lesquels les polysaccharides. Ces derniers présentent
plusieurs propriétés intéressantes pour constituer des systémes de délivrance de principe actif :
ils sont biosourcés, biocompatibles, biodégradables par voie enzymatique et les fonctionnalités

chimiques présentes le long de leurs chaines permettent une grande diversité de modifications
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chimiques conduisant a moduler les attributs des systémes de libération®. Par exemple il est
possible de greffer des fluorophores sur un polysaccharide afin de suivre I’internalisation
cellulaire des nano-objets formés a partir de ce dernier.%®0 Il est possible aussi de greffer des
ligands le long des chaines, ce qui permet d’avoir davantage de motifs de reconnaissance sur la

couronne hydrophile des nano-vecteurs.

Deux structures principales polyester—polysaccharide sont décrites : des copolymeres a
blocs et des copolymeéres greffés avec des chaines latérales de polyester le long d’un squelette
polysaccharide (structure greffée « classique »). Les structures a blocs sont obtenues en
couplant deux homopolymeres fonctionnalisés a leurs extrémités. Dans le cas des structures
greffées « classiques », deux types de greffage sont décrits. D’une part la stratégie « grafting
from » qui consiste a polymériser une lactone par ROP sur les fonctions le long du squelette
polysaccharide et d’autre part la stratégie « grafting to » qui consiste a greffer des chaines de

polyester le long d’un polysaccharide.

L’originalité de ce projet de thése consiste a synthétiser de nouveaux copolymeres greffés
a structure « inverse » avec des chaines latérales de polysaccharides greffées sur un squelette
de PCL. La synthese de ces structures inverses nécessite la fonctionnalisation préalable du
polyester (Figure 23). Dans le cadre de cette these, le polyester fonctionnalisé utilisé sera une
PCL propargylée par voie anionique. Une autre voie de synthese a été reportée par Guerry et
al.3? avec le PCL-g-CHT (CHT= chitosane). Cette synthése ainsi que ses différences avec celles
présentées dans cette thése seront abordées a la fin de cette bibliographie. L’ensemble des voies

est illustré dans la Figure 23.
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Figure 23 Les différentes structures copolymeres polyester - polysaccharide et leurs voies de
synthése

Les copolymeéres polyester—polysaccharide présentés par la suite porteront sur deux
polysaccharides : le dextrane et le chitosane (Figure 24). D’autres structures ont été reportées,
par exemple des copolyméres a base d’acide hyaluronique’*"?, de cellulose” ou de pullulane™.
Cependant, le dextrane et le chitosane possédent des caractéristiques intéressantes pour la

synthése de nouvelles structures copolymeéres amphiphiles :

Le dextrane est adapté pour servir de polymere « modéle » : il posséde uniquement des
motifs glucose , donc des fonctions alcool le long de sa chaine. Ces motifs sont reliés par des

liaisons glycoside 1-6 (avec quelques ramifications par des liaisons glycoside 1-3).

Le chitosane est un copolymere comportant des motifs glucosamine et N-acétylglucosamine
branchés en 1-3. Il posséde donc des fonctions alcool et amine le long de ses chaines. Les

fonctions amine constituent I’avantage majeur du chitosane par rapport aux autres
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polysaccharides, leur présence permettant d’effectuer une plus grande diversité de réactions

chimiques de fonctionnalisation.

OH

HO
OH oH HO
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0
"% AR t
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NH, || HO OH HO o)
NHAG HO
0

Figure 24 Structure chimique du chitosane (a gauche) et du dextrane (a droite)

4.1. Copolymeéres a blocs
Pour les structures a blocs il est nécessaire dans un premier temps de modifier chimiquement
I’extrémité anomere du polysaccharide pour introduire une fonction réactive sur ce dernier,

avant de le coupler au polyester.

4.1.1. Structures a base de dextrane
Le dextrane est un polysaccharide non chargé de source microbienne qui a été largement
exploité?* pour générer des systémes de délivrance de principe actif. Il existe des structures a
base de copolymére dextrane-polyester’’®, des systémes a base de dextrane hydrophobisé par
une molécule hydrophobe!>’” ou des systémes basés sur des chaines de dextrane

fonctionnalisées avec un agent de ciblage®3.

Pour obtenir des copolymeres a blocs contenant du dextrane, il est nécessaire dans un
premier temps de fonctionnaliser ’extrémité aldéhyde du polysaccharide, notamment par
amination réductrice. Le polyester également fonctionnalisé en extrémité de chaine sera ensuite

couplé avec le dextrane modifié pour former un copolymeére dextrane-b-polyester (Figure 25).
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Figure 25 Préparation de structure dextrane-b-polyester
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4.1.1.1. Les copolymeres amphiphiles DEX-b-PLA

Des structures copolymeéres Dextrane-b-PLA (DEX-b-PLA) ont été synthétisées par la
méthode « grafting to » par Zhao et al.”® Dans cette étude le dextrane est fonctionnalisé par un
groupement propargyle. Le PLA avec une extrémité hydroxyle est modifié par mésylation avec
du chlorure de mésyle, puis substitué¢ par de 1’azoture de sodium pour générer le PLA-Ns. Les
deux homopolymeres sont ensuite couplés par CUAAC (Figure 26). Des micelles de DEX-b-
PLA ont été préparées et ont permis d’incorporer de la doxorubicine. Cette étude a notamment
montré que des micelles préparées avec des stéréocomplexes de PLLA et PDLLA sont plus
stables que celles préparées a partir d’un seul polymere. Ces travaux ont également vérifié que
plus le copolymeére est hydrophobe (chaine de PLA plus longue) plus les micelles formées a
partir de ce dernier ont une faible CAC en milieu aqueux.

Ces mémes copolyméres ont été utilisés par Piao et al.”® pour encapsuler du paclitaxel.
Dans le cadre de test de cytotoxicité in vivo chez des souris, ces micelles ont montré leur
efficacite dans le traitement du cancer du sein (4T1). Ces nano-transporteurs s’accumulent dans

les tissus tumoraux grace a I’effet EPR.
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Figure 26 Synthese de Dextrane-b-PLA par CUAAC (a) Synthese de PLA azoturé, (b)
Synthése de Dextrane propargylé, (c) Couplage par CUAAC (Zhao et al.75)

4.1.1.2. Les copolyméres amphiphiles DEX-b-PCL
Compte tenu de sa plus grande hydrophobie, la PCL est plus utilisée que le PLA pour la
préparation de copolyméres amphiphiles pour la délivrance de principe actif. Différentes voies

de préparation de copolymeres DEX-b-PCL sont reportées dans le Tableau 11 .
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Réaction Principe
Référence Dextrane PCL de Nano-transporteurs Actif
couplage encapsulé
Fonction en Fonction en Taille
Masse o Masse o Type
extrémité extrémite (nm)
] Dextrane- 3,3a PCL- Aza- ) 89,2 -
Li et al.® o _ Nanoparticules
NH> 6,3kDa | maléimide Michaél 123,3
Formation Doxorubicine
Sun et al.®* 6kDa | Dextrane-SH | 3,1kDa | PCL-SH de pont Micelles 60
disulfure
Dextrane- Amination ] 25 -
Zhang et al.® ND PCL-CHO ] Micelles Aucun
NH; réductrice 3500
3,5et Dextrane- 2a Micelles et 70,9 - o
Zhang et al.® PCL-N3 CuAAC Doxorubicine
6kDa propargyle 6kDa polymersomes | 183,2
Tableau 11 Nano-transporteurs a base de DEX-b-PCL et leurs méthodes de synthése

Li et al.2% ont utilisé une réaction Aza-Michaél pour obtenir la structure DEX-b-PCL. Le

Schéma de la synthese est présenté sur la Figure 27
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Figure 27 Synthese d'un copolymere Dextrane-b-PCL par double amination réductrice
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Sun et al.®! ont synthétisé un Dextrane-b-PCL avec un lien disulfure clivable en présence
du réducteur dithiolthréitol (DTT) (Figure 28). Des micelles préparées avec ce copolymére sont
sensibles aux agents réducteurs : en présence de DTT (10mM) la taille des micelles augmente
de 60 a 200nm, I’indice de polydispersité des micelles augmente également (de 0,15 a4 0,6). Des
agrégats de plus de 1000nm se forment en présence de DTT. Les auteurs supposent que
I’apparition des agrégats est due au clivage des chaines de copolymére, ce qui provoque la
précipitation des chaines de PCL non liées a une chaine de dextrane.

= ek | . - . '::-_-.»',c--""‘-x_\f‘"\.‘f""”
H

- }_ p .H.\wﬁxﬁwraﬁw_ ,41"]\/\/\/-.“
-~ N ] n-l

Dex-85-PC]

Figure 28 Synthése de Dextrane-b-PCL, adapté de Sun et al.3!

(i : Cystéamine, NaBH3;CN, DMSO/H-0 (v/v 3/1), 60°C 2 jours puis 40°C 2 jours, traité avec 130 mM DTT dans
[’eau pendant 2 jours. ii : Py-SS-Py, pH 2, H,0, température ambiante, 24h. iii : DMF /LiCl, AcOH, 40°C, 24h)

Ces travaux ont montré qu’un lien disulfure entre le dextrane et la PCL permet d’obtenir
un systéme sensible a la concentration en réducteur dans le milieu. Certaines tumeurs présentant
un microenvironnement plus réducteur que celui des tissus sains, le systeme peut permettre une

libération préférentielle de la doxorubicine dans les tissus tumoraux.

Zhang et al.®2 ont synthétisé un copolymére DEX-b-PCL selon le schéma de la Figure 29.
Les chaines des copolymeres s’auto-assemblent en milieu aqueux sous forme de micelles pour
les plus hydrophiles, ou de polymersomes pour les plus hydrophobes. Ainsi, la BHL impacte la
nature des systémes formés en milieu aqueux. Les auteurs n’ont encapsulé aucun principe actif
dans ces nano-objets permettant de déterminer 1’impact des différences de structures sur les

propriétés de libération de principe actif.
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Figure 29 Synthese d'un copolymere Dextrane-b-PCL. (a) Synthése de PCL par ROP, (b)
Amination réductrice a I'extrémité du dextrane (c) Couplage des homopolymeres par réaction
d'aza-Michaél (Zhang et al.®?)

Enfin, Zhang et al. ont préparé un DEX-b-PCL par réaction de couplage « clic » CUAAC

entre une PCL azoturée et un dextrane comportant une liaison triple (Figure 30).

H Q
- o -
’f“a—k _\}__,z {E_ __\;_!]‘l e
- e,
© MacneH, I~/ on ™, ow B F
HO

. e, JOH 1
L] "
s ¥ Br M:'.___.-.\_L___-I:}i\n,.--..\_\____.---,_\.___.-'-\.'::'. .

4]

\_/ e
c o.
0 T T OH
__}-f o_\v_f T
o “<y/‘;; o= . ,.;-m,ﬂjr-h“-m,-«ﬂlﬂ
P, | ;]
Hoy Hol o
HO

Y
To—,
f\f F\r/" ";,—"'.____H-__ T"H"'”"""'"'EF:I

Figure 30 Synthése de Dextrane-b-PCL par CUAAC (de Zhang et al.?)
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Ces différents exemples mettent 1’accent sur 1’intérét de I’amination réductrice pour la
fonctionnalisation de I’extrémité de chaine du dextrane et sur le fait qu’un grand nombre de
méthodes de couplage sont disponibles par la suite pour générer des copolymeéres a blocs

amphiphiles Dextrane-b-polyester.

4.1.2. Structure a base de chitosane : limitation

Dans le cas du chitosane les méthodes précédentes ne peuvent pas étre appliquées. Compte
tenu de la présence des fonctions amine des motifs glucosamine, il est difficile d’effectuer une
amination réductrice sur I’extrémité aldéhyde du chitosane car les fonctions amine de la chaine
peuvent former une base de Schiff avec cet aldéhyde. Pour cette raison, les structures a blocs a
base de chitosane ne sont pas décrites. On s’intéressera donc aux structures greffées qui ne font
pas intervenir les extrémités de chaine du chitosane. Néanmoins, une méthode de
fonctionnalisation du chitosane a son extrémité aldéhyde a été développée par Guerry et al.%
apreés blocage des fonctions amine de la chaine. Cette méthode a été utilisée uniquement pour
synthétiser des copolymeres greffés a structure « inverse » PCL-g-CHT et sera détaillée lors de

I’étude des structures « inverses ».

4.2. Copolymeres greffés

Comme indiqué précédemment la seconde structure copolymeére a base de polyester et de
polysaccharide la plus répandue est constituée d’un squelette polysaccharide greffé par des
chaines latérales de polyester. Comme pour les copolymeéres a blocs, les structures greffées

décrites par la suite seront constituées de dextrane et de chitosane.

4.2.1. Structures a base de dextrane
I1 est possible de préparer des copolymeres greffés a partir d’une chaine de dextrane par
les deux méthodes, le « grafting to » ou une chaine de polyester fonctionnalisée est couplée sur
une fonction alcool du dextrane et le « grafting from » ou les fonctions alcool du dextrane

amorcent une ROP de la lactone monomere (Figure 31).
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Figure 31 Synthese de copolymeéres amphiphiles greffés Dextrane-g-polyester par les
méthodes de « grafting from » et « grafting to »

4.2.1.1. Copolymeére greffé amphiphile DEX-g-PLA
Une structure copolymére DEX-g-PLA a été obtenue par chimie « clic » CUAAC par
Laville et al.® (Figure 32). Les auteurs ont mis en évidence qu’au-dela d’un certain seuil de
fonctionnalisation, la présence d’azoture le long des chaines de dextrane rend ce dernier plus

hydrophobe et donc non-hydrosoluble. Il faut donc contrdler le taux de substitution en azoture.
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Figure 32 Synthése de Dextrane-g-PLA par CUAAC (Laville et al.®%)

Un autre copolymeére greffé & base de PLA et de Dextrane a été décrit par Toman et al.®
Cette structure est un copolymeére DEX(alkylglycéryl)-g-PLA. Dans cette étude les chaines de
dextrane ont été fonctionnalisées avec des époxydes avant le couplage du PLA par « grafting
to » (Figure 33). Des nanoparticules incorporant de la doxorubicine avec un taux de charge de
12% ont été préparées et les études de libération de la doxorubicine dans le tampon phosphate
(pH=7,4) a 37°C ont montré que ce principe actif est libéré sans effet « burst ». Des tests in

vitro montrent que ces nanoparticules sont internalisées par des cellules endothéliales du
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cerveau. Ces nanoparticules peuvent donc transporter un principe actif jusqu’au cerveau dans
le cadre d’une thérapie anticancéreuse contre une tumeur au cerveau. Cependant les tests
biologiques effectués ne permettent pas de dire si ces systémes sont capables de franchir la

barriére hématoencéphalique (BHE).
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Figure 33 Synthése de DEX(alkylglycéryl)-g-PLA (de Toman et al. &)

4.2.1.2. Les copolymeres amphiphiles DEX-g-PCL
Differentes études sur des structures mettant en jeu le dextrane et la PCL sont répertoriées

dans le Tableau 12.

Voie de Principe
Référence Dextrane PCL Nano-transporteur )
couplage actif
Type Taille [nm]
Grafting ) 45 a
Gref et al. % 4,7kDa 2,1kDa Nanoparticules Aucun
to CDI 140nm
Villemson et Grafting ) )
6kDa 2,1kDa Nanoparticules 200nm Tamoxifen
al.¥’ to CDI
Grafting
70kDa et ) Non ]
Burt et al.® ND from Film | Paclitaxel
500kDa ROP déterminé

Tableau 12 Systémes de libération a base de copolymére DEX-g-PCL

Gref et al® ont décrit un couplage consistant a activer 1’acide carboxylique en extrémité de
chaine de PCL (Mn=2100 g/mol) avec du carbonyldiimidazole et a faire réagir cette extrémité

sur les fonctions hydroxyle du dextrane (Mn=4700 g/mol) (Figure 34). Cette étude détail
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I’influence de la balance hydrophile lipophile (BHL) de ces copolymeres sur leurs propriétés
de solubilité. La BHL est le rapport entre le nombre de motifs hydrophiles sur le nombre de
motifs hydrophobes. Cette valeur va de 1 & 7 et selon cette balance, les propriétés de solubilité
du copolymeére varient. Des nanoparticules ont été préparées avec des diametres allant de 45 a

140nm. Par la suite d’autres ¢études ont décrit I’incorporation de principes actifs dans ces

systemes.
o d
THF, reflux 0
R-PCL-COOH + N° N — = R-PCLC + CO, + HN
N= N 3h, Ar N N
R=CH,
N
7
- . O-cH, '
o [ o—cH | owso. 130c | 1 o .
m RPCLC™ + A . - %o\/?_'ao CHy } mHEN N
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Figure 34 Synthése de Dextrane-g-PCL par couplage CDI (Gref et al®®)

Villemson et al. & ont synthétisé un copolymére DEX-g-PCL par « grafting to » via un
couplage par carbodiimide. Des nano-transporteurs de 200nm de diamétre contenant du
tamoxifen ont été préparés avec des taux de charge en tamoxifen variant de 3,8 a 43%. La
encore, plus le copolymeére est hydrophobe, plus le taux de charge est élevé. La libération du
tamoxifen dans du tampon PBS a pH=7,4 a montré la présence d’un effet burst : 20% du
tamoxifen encapsulé est libéré au cours de la premiére heure. En présence de dextranase, les
nanoparticules s’agregent au point d’atteindre une taille de I’ordre de 1 pm. Cela s’explique par
I’adsorption des enzymes & la surface des nanoparticules et a la perte du dextrane qui rend ces
particules hydrophobes. Les chaines de PCL interagissent alors entre elles et forment les
agrégats. En présence de lipase, les chaines de PCL des nanoparticules sont dégradées, ce qui
provoque la destruction des nanoparticules. Cette étude montre que les nanoparticules a base
de DEX-g-PCL sont effectivement biodégradables.

Nouvel et al® ont synthétisé un copolymére de DEX-g-PCL par ROP a partir d’un dextrane
silylé au préalable. Les ROP des chaines de PCL ont été amorcées sur les fonctions alcools non-
protégées résiduelles. Suite a la déprotection des alcools silylés, la structure DEX-g-PCL a été
générée. Selon les conditions de protection et de déprotection, les copolymeres DEX-g-PCL

auront des propriétés différentes en terme de longueur de chaines des copolymeres.
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Burt et al.® ont synthétisé des copolyméres DEX-g-PCL également par ROP de
caprolactone a partir de chaines de dextrane de masses molaires 70 000 Da et 500 000 Da,
beaucoup plus longues que les précédentes (Figure 35). Des films contenant du paclitaxel ont
¢été préparés et la libération du paclitaxel ¢tudiée. A des taux de charge de 1% il n’y a pas d’effet
burst, contrairement aux films chargés a 5% et 10%. L’hypothése formulée est que la totalité
du paclitaxel des films contenant 1% de principe actif interagit avec les chaines de PCL, ce qui
favorise la rétention du composé. Dans les films contenant 5 et 10% de paclitaxel seule une
partie du principe actif interagit avec les chaines de PCL et la libération de 1’autre partie sera

donc beaucoup plus rapide, expliquant ainsi I’effet burst.

OH OH
o) 3 2 0
HO Q o
H+O HO
5 OH
. (0]
2+ ) OH
o , 122°C, 76h, DMSO HO o
Hog( Hog T:(
OH H
Dextrane DEX-g-PCL

Figure 35 Synthése de DEX-g-PCL par méthode « grafting from » (ROP) (Burt et al.®)

Toutes ces études montrent que les copolymeres DEX-g-PCL peuvent former des systéemes
de délivrance d’anticancéreux. Selon les tailles des homopolymeéres et le nombre de chaines de
polyester greffées sur le dextrane, il est possible de moduler les propriétés des systémes de

délivrance. Le caractére biodégradable par voie enzymatique a également été démontré.

4.2.2. Structure a base de chitosane
Dans le cas du chitosane, contrairement aux structures a blocs, il n’y a pas de limitation
particuliére a la synthése de copolymere avec un squelette de chitosane et des greffons de

polyester car on n’utilise pas de réaction en bout de chaine du chitosane.

4.2.2.1. Les copolymeres amphiphiles CHT-g-PLA
Dans un premier temps cette partie aborde les 2 méthodes de greffage « grafting from »

puis « grafting to ».

Feng et Dong®® ont décrit une synthése de CHT-g-PLA par ROP de L-lactide catalysée par
du DMAP amorcée par les fonctions alcool du chitosane. Les fonctions amine du chitosane ont

¢été au préalable phthaloylées afin d’améliorer sa solubilité dans le DMSO et le DMF (Figure
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36). Les auteurs ont montré qu’il est possible de controler la proportion de PLA greffé en
fonction du ratio L-lactide/Chitosane phthaloylé et de la durée de la ROP. Dans cette étude, les
fonctions amine phthaloylées du chitosane n’ont pas été déprotégées aprés la ROP. Pour
préparer des nano-transporteurs de principes actifs a partir de ce copolymere, il sera nécessaire

de déprotéger les fonctions amine phthaloylées afin de générer un copolymeére greffé

amphiphile.
o
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Figure 36 Synthése de CHT-g-PLLA par ROP (Feng et Dong®’)

D’une maniére similaire, Ge et al.”* ont synthétisé un CHT-g-PLA (Figure 37) qui forme
des micelles de 144 nm en milieu aqueux capables d’incorporer du B-caroténe. La concentration
micellaire critique des micelles a été estimée a 0,035mg/mL. L’étude a montré que les micelles
chargées en B-caroténe présentent une meilleure activité antioxydante avec le temps que le B-
caroténe libre, montrant la capacité de ces nano-transporteurs a protéger un composé chimique

incorporé de I’environnement externe (en solution notamment).
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Figure 37 Synthése de Chitosane-g-PLA dans de I’ AmimCI (Ge et al.®%)
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Les parametres des synthéses de CHT-g-PLA par ROP sont répertoriés dans le Tableau 13.

o . Fonction de la
Référence Chitosane Catalyseur Solvants
ROP
Feng et ;
Phthaloylé Alcool DMAP DMF
Dong®
Geetal.™ Natif Alcool et amine Sn(oct), AmimCl

Tableau 13 Les différents paramétres de synthése d’un copolymeére de CHT-g-PLA par ROP

D’autres méthodes de « grafting to » permettent de synthétiser des copolymeres CHT-g-
PLA, notamment par couplage entre les fonctions amine des motifs glucosamine et les fonctions
acide carboxylique en extrémité de chaine du polyester. L’avantage de ces voies de synthése
est qu’elles ne nécessitent pas de modification chimique du chitosane, il suffit d’activer 1’acide
carboxylique du polyester. De plus, avec cette méthode la masse molaire des chaines de
polyester greffées est connue, contrairement aux synthéses par grafting from. Dans ce cadre, Li
et al.%2 ont synthétisé, aprés activation au NHS de I’acide carboxylique du PLA, un CHT-g-
PLA (Figure 38) avec un taux de greffage de 2%. Ce copolymére forme des nanoparticules en
phase aqueuse de diamétre compris entre 133 et 352nm. Aucun principe actif n’a été encapsulé.
Di Martino et al.*® ont synthétisé un copolymére CHT-g-PLA similaire et ont encapsulé une
protéine, la sérumalbumine bovine (BSA). Le taux de charge en BSA dans les nanoparticules
varie de 20 a 30%. De plus, la libération de la BSA se fait sans effet burst (contrairement a la

BSA incorporée dans des particules exclusivement composées de chitosane).
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1- EDC.HCI, CHCl, o Chitosane NH NH,|| HO OH
HO o oOH —— """ ""% Ho o Oy o 2 NH
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Figure 38 Synthése de Chitosane-g-PLA par couplage NHS (Li et al.%, Di Martino et al.%)
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Des nano-vecteurs ont été préparés a partir de CHT-g-PLA en couplant des agents de

ciblage de récepteurs biologiques sur les chaines de chitosane du copolymére. Les

caractéristiques des vecteurs préparés dans deux études sont répertoriées dans le Tableau 14.

Ligand
Référence Structure ) .| Récepteur ciblé Cellule ciblée Principe actif
fonctionnalisé
Cellules
Chitosane-g- ) ) Récepteur a cancéreuses du )
Huang et al.% Acide folique _ i ) Paclitaxel
PLA I'acide folique sein MCF-7 et
MCF-10A
Cellules
. Chitosane-g- o Reécepteurs cancéreuses du o
Nie et al.® Peptide iRGD ] _ _ Doxorubicine
PLA/DPPE intégrine sein MDA-MB-
231

Tableau 14 Les nano-vecteurs a base de CHT-g-PLA

L’étude de Huang et al.** a montré que I’ajout de ligands d’acide folique le long des chaines
de chitosane (6% de substitution) de CHT-g-PLA augmente d’un facteur 2 la quantité de

paclitaxel internalisée a 1’intérieur des cellules cancéreuses MCF-7.

Nie et al.% ont montré qu’un peptide « iRGD » (RGD d’internalisation de séquence
CRGDKGPDC) greffé sur CHT-g-PLA fonctionnalisé avec du 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine (DPPE) permet d’obtenir des nano vecteurs encapsulant de la
doxorubicine qui sont internalisés plus rapidement par des cellules surexprimant les récepteurs
aux intégrines. Cette étude montre également une diminution de I’'IC50 des nanovecteurs
lorsqu’ils sont fonctionnalisés avec le peptide iRGD : pour les cellules cancéreuses 4T1, I’'IC50
passe de 1,31 a 0,79 tandis que pour les cellules cancéreuses MDA-MB-231, cette IC50 passe
de 1,98 a 1,77. Le DPPE est utilisé dans ce systeme pour donner un caractere pH-dépendant
aux nanoparticules, 1’acidité supérieure du microenvironnement tumoral accélere la libération

de la doxorubicine.

Ces copolyméres CHT-g-PLA permettent donc de préparer des nano-transporteurs
d’antitumoraux hydrophobes vectorisables grace a des ligands greffés sur les chaines de
chitosane qui ciblent des cellules tumorales surexprimant les récepteurs biologiques ciblés par

les ligands (systémes de libération de 3°™ génération).

69



4.2.2.2. Les copolymeres amphiphiles CHT-g-PCL
Dans ce paragraphe sont décrites les synthéses et propriétés de CHT-g-PCL. La encore on
distinguera les méthodes « « grafting from « grafting to ».

Duan et al.?® ont synthétisé un CHT-g-PCL par ROP de caprolactone dans de 1’acide
méthanesulfonique qui joue a la fois le rdle de solvant et de catalyseur de la ROP. La
polymerisation est amorceée sur les fonctions alcool du chitosane et non sur les fonctions amine
car ces dernicres sont sous forme d’ammonium en milieu acide. (Figure 39). Cette méthode
permet de conserver les fonctions amine du chitosane aprés la polymérisation sans réactions de
protection-déprotection. Cette méthode a également été exploitée par Gu et al.®” qui ont montré
la possibilité d’auto assemblage en milieu aqueux de CHT-g-PCL sous forme de micelles. Des

systemes de délivrance de 5-fluorouracile ont été préparés a partir de ces copolymeres.

0
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MeSO.H, 45 C
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NHCOCH;
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Figure 39 Synthése de CHT-g-PCL dans de I'acide méthanesulfonique (Duan et al.%)

Ao

Wang et al.®® ont effectué une ROP de caprolactone catalysée a 1’octanoate d’étain
amorcée par les fonctions alcool et amine du chitosane dans de I’acétate de 1-ethyl-3-
methylimidazolium qui solubilise a la fois le chitosane et la caprolactone (Figure 40). L usage
de ce solvant permet de greffer une plus grande quantité de PCL le long du chitosane. Cependant
cette réaction ne permet pas de sélectionner les fonctions du chitosane sur lesquelles sont
effectuées les ROP.
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Figure 40 Synthése de Chitosane-g-PCL par ROP dans de 'EMIMAc (Wang et al.%®)

Un autre protocole a été développé par Zhang et al.®® A I’inverse du précédent, ce
protocole permet de greffer une chaine de PCL exclusivement sur les fonctions alcool du

chitosane (Figure 41). Ce protocole a également été employé par Tang et al.1®
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Figure 41 Synthése de Chitosane (Triméthyl)-g-PCL (Zhang et al.%)

Un copolymeére CHT-g-PCL a été synthétisé par Sawdon et Peng* de maniére similaire
avec une PCL activée avec du NHS en extrémité de chaine. A 1’autre extrémité de la PCL une

molécule d’acyclovir a été couplée (Figure 42).
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Figure 42 Synthése de CHT-PCL par couplage avec du NHS

Un systeme de délivrance a base de copolymere CHT-g-PCL synthétisé par « grafting to » a
été reporté par Zhang et Cao®® (Figure 43). Les chaines de chitosane ont été substituées au
préalable avec du glycidol afin d’augmenter la solubilité du chitosane dans les solvants
organiques. Des micelles chargées en doxorubicine formées a partir de ces copolymeéres ont un
diamétre de 30nm. Lorsque les nano-objets atteignent les microenvironnements tumoraux
acides, la protonation des fonctions amine peut moduler la vitesse de libération du principe

actif. Il s’agit donc de systémes « stimuli dépendants ».
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Figure 43 Synthése de CHT-g-PCL par couplage amine-isocyanate (de Zhang et Cao'%)

Une méthode de couplage de PCL exclusivement sur les fonctions amine du chitosane a

été développée par Yu et al.'%% en protégeant les fonctions alcool (Figure 44).
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Figure 44 Synthése de CHT-g-PCL (Yu et al.'%) par « grafting to »

Enfin Yuan et al.1® ont synthétisé un copolymére CHT-g-(PCL, PEG) en utilisant une
réaction « clic » CUAAC (Figure 45).

[{e RN et 2 omd, =0
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Figure 45 Synthése de Chitosane-g-(PCL,PEG) par CUAAC (Yuan et al.1®)
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. . Principe
Chitosane Polyester Structure Nano-objets if
acti
Référence du i
Masse Masse . Taille
. Nom _ | copolymére | Type Nom
molaire molaire [nm]
Zhang et CHT-g- . .
15kDa PCL ND Micelle | 30 | Doxorubicine
Caol® PCL
CHT-g- . .
Yan et al.? 100kDa | PCL ND oCL Micelle | 110 | Doxorubicine
Pyréne
CHT-g- . ,
Wang et al.?% 1,8kDa | PCL ND oCL Micelle | ND (molécule
modele)
CHT-g- . .
Xu et al.’® 3kDa PCL | 1,2kDa oCL Micelle | 112 | Doxorubicine

Tableau 15 Les systemes de délivrance d’anticancéreux a base de CHT-g-PCL

Le Tableau 15 répertorie les différents systémes de délivrance d’anticancéreux a base de
CHT-g-PCL. Yan et al.?” et Xu et al.1® ont mis au point des systémes copolyméres ot chitosane
et PCL sont reliés par un pont disulfure. Les systemes obtenus sont sensibles a deux stimuli : le
pH et la concentration en réducteur (en 1’occurrence de la glutathione) dans le milieu. Ainsi,
lorsque les micelles chargées en doxorubicine se retrouvent dans un microenvironnement
tumoral plus acide et plus concentré en réducteur, les nano-objets sont détruits (clivage des liens
entre le chitosane et la PCL) et la doxorubicine sera rapidement diffusée dans les tissus

tumoraux.

4.2.2.3. Synthése de copolymere greffé a structure « inverse » PCL-g-CHT

Les études décrites dans les paragraphes précédents montrent que les polyesters PCL et
PLA forment des copolyméres amphiphiles a blocs polyester-b-PEG ou polyester-b-
polysaccharide, ou des copolyméres amphiphiles greffés polysaccharide-g-polyester. Comme
indiqué précédemment il n’est pas possible avec un polyester non modifié¢ sur sa chaine de
générer des structures greffées avec un squelette polyester. Dans la littérature une seule méthode
est décrite par modification chimique du monomére avant polymérisation (Guerry et al.*?).
Aucune méthode de modification chimique post polymeérisation, qui fait 1’objet de ce travail,

n’est décrite pour la préparation de ces copolymeres amphiphiles.

La synthése de PCL-g-CHT de Guerry et al. consiste dans un premier temps & préparer
une PCL chlorée par polymérisation d’une caprolactone chlorée en alpha du carbonyle. La PCL

chlorée est ensuite azoturée par substitution du chlore. La PCL azoturée a ensuite été greffée
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avec des chaines latérales de chitosane propargylé en extrémité de chaine (Figure 46) par

réaction « clic » CUAAC.
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Figure 46 Synthése de copolymére PCL-g-Chitosane, (Guerry et al.*?)

La propargylation du chitosane a été effectuée par amination réductrice catalysée par de

I’aniline. Cette nouvelle méthode d’amination réductrice est décrite sur des oligochitosanes (Dp

=5) (Figure 47), et il n’est pas possible de dire si elle est applicable a des chaines de chitosane

de plus grande taille.
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Figure 47 Action catalytique de [’aniline au cours de I’amination réductrice du chitosane (a
gauche) Propargylation en extrémité de chaine du chitosane (& droite) (Guerry et al.®%)

Des micelles chargées en doxorubicine ont été formées en milieu aqueux. Les propriétés

du copolymere PCL-g-CHT et des micelles sont répertoriées dans le Tableau 16.



] . Principe
Chitosane Polyester Structure Nano-objets if
acti
du
Masse Masse . Taille
. Nom . copolymére | Type Nom
molaire molaire [nm]
58— PCL-g- . .
2kDa PCL Micelle | 9-18 | Doxorubicine
11,6kDa CHT

Tableau 16 Propriétés de PCL-g-CHT et des micelles préparées a partir de ce dernier
(Guerry et al.®?)

Certains lots de copolymére ont été couplés de maniére covalente par une alkynyl-cystéine.
Les liaisons disulfure permettent de former des systemes micellaires agrégés avec des proprietés
sensibles a la concentration en réducteur des microenvironnements tumoraux. Aucun agent de
vectorisation n’a été greffé sur ces copolymeres amphiphiles, il ne s’agit donc pas de systémes

de libération de 3°™ génération.

5. Conclusion

Parmi les divers traitements anti cancer étudiés a 1’heure actuelle (chirurgie, radiothérapie,
hormonothérapie, immunothérapie...) la chimiothérapie est celle qui offre le plus de
potentialités. Dans cette étude, ce sont les chimiothérapies a base de composés anticancéreux
qui ont été étudiées. Les traitements actuels présentent de nombreux défauts (toxicité des
anticancéreux, hydrophobie, mauvaise biodisponibilité, pas de sélectivité vis-a-vis des
tumeurs...). Pour pallier ces défauts, divers systemes d’incorporation et de délivrance de
principes actifs ont été mis au point. Ces systemes visent a : i) rendre possible le transport dans
le sang du principe actif hydrophobe, ii) protéger 1’anticancéreux vis-a-vis des systémes de
métabolisation de I’organisme qui peuvent éliminer le composé avant qu’il n’ait pu agir sur le
tissu tumoral (augmentation de la biodisponibilité), iii) protéger les cellules saines de
I’organisme de la toxicité du principe actif en le retenant jusqu’a sa libération dans les zones

tumorales (ciblage).

De nombreux systemes de délivrance ont été reportés, notamment des nanoparticules, des
micelles, des liposomes et des hydrogels. Ces systéemes peuvent étre composés de différents

matériaux, polymeéres, métaux, tensio-actifs ou silices mésoporeuses.

Les systemes a base de polymeéres peuvent présenter de nombreux

avantages (biocompatibilité, biodégradabilite, furtivité, propriétés stimuli-dépendantes pour la
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libération de principe actif, ciblage actif...). Les copolyméres amphiphiles, et notamment ceux
a base de polyesters aliphatiques et de polysaccharides, sont certainement ceux qui présentent

le plus d’avantages pour former de tels systémes.

- Les polyesters aliphatiques constituent le cceur hydrophobe de ces systémes qui assure
I’incorporation de principes actifs hydrophobes. Ils sont biodégradables et biocompatibles.
Notre étude portera essentiellement sur la PCL, compte tenu de son hydrophobie et de la facilité

avec laguelle il est possible de fonctionnaliser sa chaine.

- Lacouronne hydrophile, trés souvent composée de PEG, assure la formation de micelles
ainsi que la protection des systémes de délivrance vis-a-vis des défenses de I’organisme. Les
polysaccharides, beaucoup moins souvent décrits que le PEG pour ces applications, présentent
I’avantage de posséder des fonctions chimiques le long des chaines, ce qui permet le couplage
de diverses molécules et notamment des agents de ciblage pour obtenir des vecteurs de 3%

génération. Les polysaccharides utilisés dans ce travail sont le dextrane et le chitosane.

Les structures des copolyméres amphiphiles obtenus (& blocs ou greffés) ont un gros impact
sur les propriétés physico-chimiques et biologiques des nano-transporteurs. Les copolymeéres
greffés présentent des propriétés particulierement intéressantes (plus grande facilité de
modification de la BHL, valeurs de CAC plus faibles, structures micellaires différentes). Dans
le cas des copolymeres amphiphiles greffés PCL-polysaccharide, les structures « classiques »
polysaccharide-g-PCL, sont couramment décrites, contrairement aux structures « inverses »
PCL-g-polysaccharide qui nécessitent la fonctionnalisation préalable de la chaine de PCL. Cette
fonctionnalisation sera réalisée en utilisant la méthode de substitution « anionique » de la PCL

mise au point au laboratoire.

Les deux chapitres suivants seront donc consacrés aux synthéses, études et applications des

structures « inverses » PCL-g-dextrane d’une part et PCL-g-chitosane d’autre part.
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Chapitre 2

Copolymeres greffés a structure « inverse » PCL-g-DEX
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Notre objectif est donc de synthétiser un copolymere amphiphile biodégradable greffé
polyester-g-polysaccharide avec une structure originale « inverse », ¢’est-a-dire avec un sque-
lette hydrophobe polyester et des chainons hydrophiles oligosaccharides. Dans la littérature,
seul le groupe de Guerry et al. a reporté ce type de structure en décrivant la synthése d’un
copolymeére poly(e-caprolactone)-g-chitosane.®® *° Il est donc intéressant d’étudier plus en dé-
tail cette architecture copolymere greffée « inverse » qui pourrait servir de plateforme pour di-
verses applications biomédicales, notamment pour la formation en milieux aqueux de nano-
objets avec de nouvelles propriétés physico-chimiques et biologiques. Dans ce chapitre nous
décrivons la synthese de copolymeéres amphiphiles greffés « inverses » poly(e-caprolactone)-g-
dextrane (PCL-g-DEX).

Le poly (acide lactique) (PLA) et la poly(e-caprolactone) (PCL) sont les deux polyesters
les plus utilisés dans les domaines pharmaceutique et biomédical. La PCL étant plus
hydrophobe, nous avons choisi ce polyester pour la synthése du copolymeére amphiphile. De
plus, elle a été largement décrite pour former divers systémes transporteurs de principes actifs'%
comme des microsphéres / nanosphéres'’, des hydrogels'® ou des micelles,'®® notamment sous

forme de copolyméres a blocs ou greffés « classiques » PCL-polysaccharide.'®

Concernant la partie hydrophile du copolymeére, de nombreux polysaccharides ont été
utilisés pour former des copolymeres amphiphiles, notamment I’acide hyaluronique, le
chitosane, le dextrane, les alginates...Notre choix s’est porté sur le dextrane, de par sa structure
chimique simple constituée uniquement d’unités glucose qui est donc non chargée et porteuse
uniquement de fonctions hydroxyle. Cette structure servira de modele pour mettre au point et
optimiser la synthese du copolymere. De plus, le dextrane a été largement utilisé pour des
applications biologiques de par ses propriétés de cytocompatibilité et de biodégradabilité par
voie enzymatique. Par ailleurs, ce polysaccharide posséde une extrémité réductrice hémi-acétal

en équilibre avec une fonction aldéhyde en fonction du pH du milieu (Figure 48).

—OH Fonction réactive OH
o 0o
Hﬂm Hﬁoﬁﬂ
OH +
5 H OHJ
o = 0
HBo H,0 Hﬂoiti
OH OH “OH
Forme aldéhyde Forme hémi-acétal

Figure 48 Equilibre aldéhyde — hémi-acétal en extrémité de chaines du dextrane
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Cette fonction aldéhyde réactive permet d’effectuer des modifications chimiques en extrémité

de chaine du dextrane.

Le copolymeére greffé PCL-g-DEX est synthétisé par une cycloaddition 1,3-dipolaire
catalysée au cuivre (CuAAC) ou cycloaddition de Huisgen. Au préalable, la PCL sera
fonctionnalisée le long de ses chaines par des groupements propargyl et le dextrane modifié en
extrémité de chalne par azoturation. Cela permettra donc d’obtenir une structure copolymére
greffée de type « peigne ». Des nano-objets seront ensuite préparés en milieu aqueux a partir
de ces copolymeéres et chargés en agent anti-cancéreux. Ces nano-objets assureront le transport
et la protection du principe actif jusqu’aux cellules cancéreuses par lesquelles ils seront
internalisés pour libérer ensuite 1’agent anti-cancéreux a I’intérieur des cellules cancéreuses
(Figure 49). Les copolymeéres seront également marqués avec un fluorophore afin de préparer

des nano-objets fluorescents et d’étudier leur internalisation cellulaire.

Azoturation
z . — FITC
Dextrane Dextrane-N;
CuAdAC
Propargylation Copolymére
fluorescent
PCL PCL-g-Dextrane
o Nanopreécipitation
(Anticancéreux) | Encapsulation d’anticancéreux
v
o
Libération de { 3';“}
I’anticancéreux . _;.&\\'\0\\ W.}..“! 7 g.’.
\\L\“
§ e Uw

Nano-transporteur
Micelle de copolymére

Cellule cancéreuse

Figure 49 Synthése d’'un copolymeére PCL-g-Dextrane, formation de nano-transporteurs

chargés en agents anticancéreux et internalisation cellulaire de ces nano-systémes

1 Fonctionnalisation de PCL par la voie anionique

Pour former des copolymeres greffés PCL-g-dextrane de structure « inverse » il est
nécessaire de fonctionnaliser les chaines de PCL. Classiquement, la fonctionnalisation de
squelettes PCL se fait par polymérisation par ouverture de cycle (ROP) de monomeres

cycliques fonctionnels dérivés de caprolactone. Cependant, cette méthode est longue (plusieurs
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semaines), elle est limitée aux faibles masses molaires (Mn < 10 000 Da) et les rendements sont
souvent faibles du fait de 1’étape de fonctionnalisation des monoméres.*® Notre groupe a reporté
il y a quelques années une methode géneérale de modification chimique des chaines de polyesters
le long de la chaine par voie anionique.® C’est une réaction « one pot » simple et rapide qui
consiste dans une premiére étape a activer le polyester par voie anionique en o du carbonyle
des fonctions ester puis a effectuer une substitution sur les macro-carbanions formeés. Plusieurs
grammes de PCL fonctionnalisée peuvent ainsi étre obtenus en une journée a partir d’une PCL
commercialement disponible, avec des taux de substitution autour de 10 %, ce qui est suffisant
pour obtenir une structure amphiphile par greffage de dextrane. En revanche, ce procédé
engendre des coupures de chaines modérées des polyesters du fait de la présence d’une base
forte, le diisopropyl amidure de lithium (LDA). En effet, les carbanions formés peuvent
effectuer une autocondensation intramoléculaire sur le carbonyle d’une fonction ester,
provoquant ainsi le clivage d’un lien ester entre deux motifs. Ce mécanisme a été reporté par
Ponsart et al.*1? et il est représenté sur la Figure 50. Cependant, ce phénomeéne est connu et

prédictible.

0 0
I I
smm—CHy—CHy—CH—C—0 — G0 +
)

Figure 50 Réaction d’autocondensation intramoléculaire provoquant le clivage d’une chaine
polyester au cours d une activation anionique (Ponsart et al.*')

mww—[:HZOe

Dans le but de greffer le dextrane par cycloaddition de Huisgen, la PCL sera donc
propargylée par réaction du bromure de propargyle sur les carbanions formés lors de

I’activation anionique, comme rapporté par Leroy et al et Al Samad et al (Figure 51). 1% 8

o o} o}
Br\/
o LDA, THF o (0]
-50°C, 15 min @ THE
®
Li

PCL commerciale - 50 -> - 30°C, 40 min

PCLyne

~

Figure 51 Synthese de PCL propargylée par voie anionique

La PCL commerciale utilisée a une masse molaire de 45 400 g.mol* (dispersité : © = 1,48)
mesurée par GPC dans le THF. Elle sera notée par la suite PCL**®, Deux lots de PCL
propargylées (PCLyne) Ont été synthétisés avec des masses molaires et des taux de substitution

différents. Ces lots seront notés de la fagon suivante :
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PCLyney

X = masse molaire moyenne en nombre de la PCLyne déterminée en GPC (THF)

v = taux de substitution (DS(.c=c-n)) déterminé par RMN-tH (CDCls)

Lots de PCLyne DS(-C=C-H)* | Mn"(g.mol?) p®
PCL commerciale
/ 45 400 15
(PCL45400)
PCLyney " 8 % 17 000 2,6
PCLynel 1" 10 % 27000 2,3

2 déterminé par RMN-'H (CDCl3)  ° déterminée par GPC (THF)

Tableau 17 Caractéristiques des lots de PCLyne

Le Tableau 17 détaille les caractéristiques des divers lots de PCLyne.

L’analyse par RMN-'H permet de déterminer le taux de substitution (DS(.c=c-n)) de la PCLyne

en calculant le rapport entre 1’intégration du proton de 1’alcyne a 2,0 ppm et I’intégration d’un
proton du groupe méthyléne de la PCL a 4,1 ppm (Figure 52).

o
HO| a ,,f\’,_/e\ . o
T 5 dq I H -
e m f ‘\?‘3}__. P ,l"f
. e | [
J - I _ _J l S
e a “ b, d
|
| -CH,-OH f “ e || || | |’|
A G o d AN
= ? o % ? = fac)
i = = — = - i
4.0 3.6 3.2 2‘8 7‘,4 ‘ EI,U l‘,é I ll.2
3 [ppm]

Figure 52 RMN-!H de la PCL propargylée PCL,y.

o5’ (CDCls, 300 MHz)
Comme attendu, les valeurs des masses molaires des PCLyne montrent que la voie anionique

engendre une diminution des masses molaires due a la présence du LDA.
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2  Synthése de dextrane azoturé

Le dextrane doit étre modifié chimiquement afin d’introduire des groupements azoture en
extrémité de chaine et pouvoir ainsi les faire réagir par chimie clic avec les fonctions propargyle
des PCLyne. Les extrémités réductrices des chaines de dextrane étant constituées de fonctions
aldéhyde, nous avons choisi la méthode d’amination réductrice pour, dans un premier temps,
fonctionnaliser les extrémités de chaines par un groupement bromopropyle qui sera ensuite

transformé en groupement azidopropyle (Figure 53).

OH OH
o) o) Q
HO HO NaN3; H,0 HO
Hog BrH,N" > Br Hog Br 60°C- 12h HO N3
OH OH OH4G g

> .
(e]
n n

NaBH;CN OH

Hao OH/O Tampon borate pH 8,2 HOHO OH NH Hao NH
oH 72h, abri lumiere oH OH
Dextrane Dextrane bromé Dextrane azoturé

Figure 53 Fonctionnalisation du dextrane en extrémités de chaines

Deux lots de dextrane commerciaux avec des masses molaires de 2500 et 9800 g.mol™
(déterminées par GPC dans un tampon acétate a pH 4,5), respectivement DEX% et DEX%,
ont été fonctionnalisés afin d’évaluer I’influence des longueurs de chaines sur les propriétés du

copolymeére et des nano-objets issus de ces lots de dextrane.

La premiére étape consiste a faire réagir la bromopropylamine sur I’extrémité aldéhyde de
la chaine de dextrane par amination réductrice.™? C’est une réaction « one pot » qui consiste a
former une imine par réaction de I’amine et de I’aldéhyde. Cette fonction imine est ensuite
réduite par un agent réducteur pour former une amine secondaire alkylée. L’utilisation du
cyanoborohydrure de sodium comme agent réducteur permet d’effectuer ces deux premiéres
étapes « one pot », cet agent réduisant spécifiguement les fonctions aldéhyde et cétone.
L’amination réductrice est réalisée a pH 8,2 afin que I’amine soit sous forme non protonée
nucléophile R—NH>. Un temps de réaction de 72h est nécessaire afin que la réaction soit
quantitative.!2 Le dextrane obtenu est ensuite précipité dans du méthanol puis dialysé contre
de I’eau (seuil de coupure : 1000 Da) afin d’éliminer la bromopropylamine et les sels résiduels.
La réaction s’effectuant en extrémité de chaine de dextrane, I’analyse par RMN *H du produit
purifié ne permet pas de mettre en évidence la formation du dérivé bromé par manque de

sensibilité.
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La seconde etape consiste a substituer le brome par une fonction azoture par réaction de
’azoture de sodium sur le bromopropyl-dextrane pendant 12 h a 60 °C. Le polymere obtenu est
dialysé contre de 1’eau distillée pendant 24 h (seuil de coupure 1000 Da). Comme pour le
bromopropyl-dextrane, 1’analyse RMN *H des lots de dextrane azoturé ne permet pas de mettre

en évidence la modification chimique.

L’analyse infra-rouge a Transformée de Fourier (IR-TF) n’a pas non plus permis
d’observer le pic autour de 2100 cm™ caractéristique de la fonction azoture. Afin de confirmer
que les fonctions azoture sont en trop faible quantité pour étre visibles par IR-TF, un mélange
des deux réactifs, bromopropyl-dextrane et azoture de sodium, en quantité équimolaire
d’azoture et d’extrémités de chaines dextrane, a été analysé par IR-TF : aucun pic
caractéristique des fonctions azoture n’apparait, ce qui confirme le manque de sensibilité de

cette technique.

Une analyse élémentaire a également été effectuée sur le lot provenant du DEX?®, La

présence d’azote a pu étre veérifiée et un taux de substitution de 60 % a pu étre calculé.

Enfin, une analyse par GPC dans un tampon acétate pH 4,5 a été réalisée sur les lots de

dextrane azoturé. Ces lots ont été notés DEX-N3* avec X leur masse molaire (Tableau 18).

Lots de DEX Dispersité du DEX Lots de Masse molaire du DEX- Dispersité du
natif natif @ DEX-N3 N3 (g.mol )2 DEX-Nj3 @
DEX?500 2,2 DEX-N;*% 6000 1,5
DEX?9800 1,8 DEX-N;4000 14 000 N.D.

adéterminé par GPC dans tampon acétate pH 4,5
Tableau 18 GPC dans le tampon acétate pH 4,5 des lots de dextrane azoturé

On observe une légére augmentation des masses molaires suite a 1’azoturation. Ceci peut
s’expliquer par le fait que 1’on couple des groupes propyle hydrophobes qui peuvent engendrer
des interactions interchaines. Par ailleurs, la dispersité diminue au cours de la réaction, ce qui
est probablement di a la purification par précipitation et dialyse qui élimine les chaines les plus

courtes.

D’une maniére générale c’est la mise en évidence du greffage de ces lots de dextrane
modifiés sur des chaines de PCLyne, détaillé ultérieurement, qui permettra de confirmer a

posteriori I’azoturation du dextrane.

85



3 Copolymeére PCL-g-DEX

Le copolymére PCL-g-DEX est préparé par cycloaddition de Huisgen a partir des deux
homopolymeres fonctionnels PCLyne et DEX-N3. Plusieurs méthodes de chimie « clic » ont été
développées ces derniéres années car ces réactions possedent de nombreux avantages : elles
sont quantitatives, elles se font dans des conditions douces non destructrices, ce qui évite
notamment la dégradation de la PCL, elles sont tolérantes a de nombreux groupements
fonctionnels et ce sont des réactions spécifiques, ce qui permet d’éviter la formation de sous-
produits de réactions secondaires ainsi que des étapes de protection/déprotection. La chimie
« clic » catalysée au cuivre (CUAAC) se trouve étre particulierement efficace pour ce type de

réaction de greffage « onto » de polyméres, $3-17.30.55

3.1 Synthese du copolymeére PCL-g-DEX par chimie « clic » CUAAC

Un protocole de CUAAC appliqué a une PCLyne a été décrit par EI Habnouni et al®® pour le
greffage d’un dérivé azoturé de ’acide diéthylénetriaminopentaacétique sur les fonctions
propargyle de la PCLyne.. Nous 1’avons adapté au DEX-N3 et & la PCLyne en utilisant 1,5 ou 3
équivalents de fonctions azoture par rapport aux fonctions propargyle. Ces 2 rapports différents
permettent d’évaluer 1’influence de ce ratio sur le taux de greffage et sur la balance hydrophile-
hydrophobe du copolymere formé. Le couplage a été effectué dans du DMSO, un solvant
commun & la PCLyne et au DEX-Ns. Le catalyseur employé est le bromure de cuivre (1)
complexé par un ligand, le (N,N,N’,N"” ,N"-pentamethyldiethylenetriamine) (PMDETA). Pour
éviter I’oxydation du cuivre (I) en cuivre (II), des cycles vide-argon ont été effectués au départ

et la réaction a éte réalisée sous argon (Figure 54).

OH

§§ iO
HO
HO
OH
o

n
OH

OH H

N

CuBr, PMDETA HO
DMSO0, 40°C OH
2 5]ours sous argon N
a po
(0]
Dextrane- N3 PCLyne o o o’H
(o}
X NS y P

PCL-g-DEX

Figure 54 Synthese du copolymére PCL-g-dextrane par chimie clic CUAAC
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Le produit de reaction a ensuite été purifié par dialyse (seuil de coupure 6-8 kDa) contre de
I’eau distillée pendant deux semaines, temps nécessaire pour I’élimination du cuivre résiduel et
des chaines d’homopolymeéres n’ayant pas réagi. L’élimination des sels de cuivre, toxiques pour

les cellules en milieu biologique, est ici fondamentale.

3.2 Caractérisations des copolyméres PCL-g-DEX

Les lots de copolymeres synthétisés sont notes :
X
PCL-g-DEX,
Ou: X correspond a la masse molaire du copolymére, mesurée par GPC (DMF)
Y correspond a la BHL du copolymére, déterminée par RMN H

Les copolymeéres synthétisés ont été analysés par IR-TF. Les vibrations caractéristiques du
dextrane, par exemple la liaison -C-O- a 1015 cm™, et celles caractéristiques de la PCL comme
le carbonyl de I’ester a 1726 cm™ (Figure 55) sont bien présentes, mais cette analyse ne
renseigne pas sur le greffage effectif du DEX-N3 sur la PCLyne.

C=0 Ester PCL  -C-O- pyranose Dextrane

PCL-g-DEX30

WVM\[rW
DEX-N,6000

TN T
4 17000

3650 2650 1650 650

v [em1]

Figure 55 Analyses IR-TF de DEX-N3®, PCLyne!""et du copolymére PCL-g-DEX}""
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Les analyses RMN-H dans le DMSOds des copolyméres obtenus montrent aussi la
présence du dextrane avec ses pics correspondants a 3,0-3,8 ppm (C-H des unités glucose), 4,4-
5,0 ppm (O-H), 4,7 ppm (proton anomerique) et ceux de la PCL a 4,0 ppm (CH2-O-), 2,7 ppm
(CH-CO), 2,3 ppm (-CH2-CO-), 1,5 (-CH2-CH2-CH2-CH2-CHz>-) et 1,3 ppm (-CH2-CH2-CH>-

CH,-CHo>-) (Figure 56). Le pic du proton des cycles triazoles ne sont pas observables au cours

0
i 3 5 5 .
1 0
0
7 v e e
0 — HO
NS OH

N N N OH

\N/ H HO

0

de ses analyses.

L e& I SN
oA N
< — o

6.0 5.4 4.8 4.2 3.6 3.0 2.4 1.8 1.2 0.6

Figure 56 Analyse RMN-*H (DMSOd6, 300 MHz) du copolymére PCL-g-DEX}""

L’analyse par RMN H permet de déterminer la BHL des copolyméres, sous réserve que
les chaines d’homopolymeéres de DEX-Ns3 et de PCLyne résiduelles (non greffées) aient bien été
éliminées. La BHL correspond ici au rapport du nombre de motifs glucose (Glu) du dextrane
sur le nombre de motifs acide hydroxy-caproique (AHC) de la PCL. Elle peut donc étre calculée
par le rapport d’intégrations du proton anomérique du dextrane (H') a 4,7 ppm et d’un des

protons des groupes méthyléene de la PCL (-CH,-CO-) a 2,3 pm :

- intégration H! Glu (4,7 ppm)
B intégration 1H de (-CH>-CO-) du motif AHC (2,3 ppm)

Les valeurs de BHL des différents lots de copolymeéres sont données dans le Tableau 19.

Les analyses de RMN H permettent également de déterminer le taux de greffage de la

réaction, toujours sous réserve que les homopolymeéres résiduels aient été éliminés (Tableau
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19). Le taux de greffage est calculé par le rapport d’intégration d’un proton de la PCL a 2,7
ppm ((CH-CO) en a du site de greffage, et d’un proton de la PCL a 2,3 ppm (-CH>-CO-). De
plus, I’intégration du proton anomérique et le degré de polymérisation du dextrane (DP, = 68)
confirment ce taux de greffage et démontrent également qu’il n’y a donc pas de chaines de
dextrane libres. Sachant que la PCL est propargylée a 8 % et connaissant le taux de chaines de

dextrane azoturées, on peut déterminer le taux de substitution du copolymeére (Tableau 19) . Par

exemple pour le copolymére PCL-g-DEX; ® (RMN 'H, Figure 56), avec une PCLyne

propargylée a 8 % et 60% des chaines de dextrane azoturées (d’apres I’analyse élémentaire), le

taux de substitution est de 62,5 %.

. équivalents Taux de Taux de
copolymeéres PCLyne DEX-N3 BHL o
N3/CH.-C=CH greffage substitution
PCL-g-DEX;" 15 2,0 3% 62,5 %
™ DEX—N36000
PCL-g-DEX o PCLyne!7 3,0 6,8 10 %* >100 %
200 DEX-
PCL-g-DEX?" 1,5 115 30%* > 100 %
’ N314000

*Le taux de greffage maximum qu’il est possible d’atteindre est de 8 %
Tableau 19 Caractéristiques des différents copolymeres PCL-g-Dextrane

D’aprés les caractéristiques des copolyméres calculées a partir des analyses RMN H, on

observe qu’en augmentant le nombre d’équivalents en azoture dans la réaction, on augmente la

. \ 4000 6300
BHL du copolymere. En revanche, pour les copolymeres PCL-g-DEX 0" PCL-g-DEX|/'", le

taux de greffage et le taux de substitution ne sont pas cohérents. Un excés de dextrane est donc
présent dans le produit de réaction montrant un probleme de purification lors de la dialyse. La
encore, les analyses de RMN H ne permettent pas de confirmer le greffage effectif des chaines
dextrane sur les chaines PCL : en effet, le groupement triazole qui se forme lors de la
cycloaddition entre la fonction azoture et le groupe propargyle n’est pas détecté en RMN H
comme attendu & 8,1 ppm par suite d’un manque de sensibilité de la technique. Pour confirmer

le greffage, des analyses par GPC et par RMN DOSY ont été réalisées sur les copolymeres.

Les analyses par GPC ont été effectuées dans du DMF (Figure 57).
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Figure 57 Analyses GPC (DMF) de DEX-N3®%, PCLyne!”"et du copolymére

0,08
PCL-g-DEX;"
Les chromatogrammes des copolymeéres ont une distribution monomodale avec une dispersité
étroite. Ceci suggere que I’on a bien un copolymére sans homopolymeére résiduel. Les valeurs

de masse molaire et de dispersité des différents copolymeres sont détaillées dans le Tableau 20.

PCL-g-DEX DEX-N3 PCLyne
Lots de copolymére — — —
Mn (g.mol?) b Mn (g.mol?) b Mn (g.mol?) b
PCL-g-DEX}" 4100 15 2900 15
PCL-g-DEX?"? 6300 14 5700 14 6700 37
PCL-g-DEX." 4100 14 3400 12

Tableau 20 Masse molaire (Mn) et dispersité (D) (GPC DMF) des copolyméres PCL-g-DEX
et de leurs homopolyméres DEX-N3 et PCLyne correspondants

La masse molaire des copolymeres est un peu plus élevée que celle des DEX-Ns
correspondants, ce qui suggere également la formation d’un copolymere, bien que cette masse
molaire soit plus faible que celle de la PCLyne, mais ceci est une observation assez classique en

GPC lorsque des copolymeéres amphiphiles sont analysés, du fait du repliement des chaines.

Le greffage des chaines dextrane sur les chaines PCL a finalement été confirmé par des

analyses de RMN DOSY. Le spectre DOSY du copolymére PCL-g-DEX'" dans le DMSOd6

est présenté Figure 58. On peut observer que les signaux correspondant a la PCL et ceux
correspondant au dextrane sont alignés et présentent donc le méme coefficient de diffusion (en

ordonnées), ce qui prouve le greffage des chaines dextrane sur les squelettes de PCL.
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Figure 58 RMN DOSY (DMSOd6) du copolymére PCL-g-DEX;' )"

De plus, aucun signal correspondant aux homopolyméres, ¢’est-a-dire avec un coefficient
de diffusion plus bas, n’apparait, ce qui confirme 1’absence de chaines d’homopolymeres
résiduels, comme observé en GPC. Pour Vérifier ceci, une superposition des spectres RMN
DOSY du copolymeére et des DEX-N3 et PCLyne correspondants a été réalisée (Figure 59).
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Figure 59 Superposition des RMN DOSY (DMSOd6) du DEX-Ns®® , de la PCLyne;)" et du
copolymére PCL-g-DEX?”
La purification par dialyse a donc été efficace pour éliminer les chaines de dextrane et/ou de
PCL libres.

Une derniere analyse par ICP-MS (spectrophotométrie d’émission atomique avec torche a

plasma couplée a la spectrométrie de masse) a été effectuée sur les copolymeres afin de vérifier
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I’élimination du cuivre résiduel lors de la purification. Cette analyse ICP-MS donne une
proportion de cuivre de 6,95 ppm, ce qui trés satisfaisant pour des applications biologiques
([Cu] < 10 ppm). La non-toxicité des copolymeres sera par ailleurs vérifiée par des études de
cytotoxicité sur des nano-objets préparés a partir de ces copolymeéres. La méthode de
purification par dialyse a donc été efficace pour éliminer le cuivre issu de la réaction de chimie

«clic ».

3.3 Marquage fluorescent de copolymére PCL-g-DEX

Un copolymeére PCL-g-dextrane fluorescent a éte synthétisé afin de préparer des nano-objets
dont I’internalisation cellulaire sera montrée par microscopie de fluorescence. Pour cela une

molécule fluorescente, 1’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), a été couplée de facon

covalente sur les fonctions alcool des chaines de dextrane du copolymére PCL-g-DEX;".

Rappelons que nous avons choisi de former la partie hydrophile des copolymeres avec des
polysaccharides plutét que du poly(éthylene glycol) classiquement utilisé, dans le but de
coupler aisément des molécules d’intérét telles que des fluorophores. L’avantage du couplage
covalent du fluorophore est d’éviter sa diffusion dans le milieu lors de 1’analyse par imagerie

(ce qui induirait un bruit de fond fluorescent génant pour I’analyse).

Le couplage de FITC sur le copolymeére PCL-g-DEX est schématisée sur la Figure 60.
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Figure 60 Synthése d 'un copolymere fluorescent PCL-g-DEX(FITC)

Mischra et al. '® rapportent un couplage covalent de FITC sur les fonctions amine d’un
polymére. Ce protocole a été adapté afin de faire réagir la molécule sur des fonctions alcool
moins réactives. Le marquage a donc été effectué dans du DMSO avec 0,4 équivalent de FITC
par rapport aux fonctions alcool du dextrane. Le FITC est mis en défaut car une faible quantité

couplée suffit a sa détection. Il sera par ailleurs ainsi plus facile d’éliminer les molécules
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résiduelles par dialyse. Le marquage du copolymere a été vérifié par analyse GPC avec une
double détection RI et UV a la longueur d’onde d’absorption maximale de FITC (A =450 nm)
(Figure 61). Le détecteur UV a été utilisé a défaut d’un détecteur fluorimétrique, non disponible
au laboratoire au moment de 1’étude. Il est a noter que la détection UV est moins sensible et

moins sélective que la détection par fluorescence.

31,79
—  RI
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Figure 61 Analyse par GPC aqueuse avec double détection RI et UV (A=450 nm) du
copolymére PCL-g-DEX(FITC)

La détection UV montre un signal propre a FITC a un temps de rétention proche de celui du
copolymeére ce qui prouve que FITC est bien couplé de maniére covalente au copolymeére. Le
décalage observé entre les deux temps de rétention UV et RI provient de I’écart entre les deux

détecteurs montés en série.

La synthese de copolymeéres PCL-g-dextrane a donc été réalisée et les copolymeres ont été

caractérisés.

4  Formation de nano-objets a base de copolymere PCL-g-DEX

De nombreuses méthodes de préparation de nano-objets a partir de copolymeres amphiphiles

sont décrites dans la littérature :

- La méthode par dissolution directe : cette méthode est utilisable avec des copolymeres
hydrosolubles qui s’auto-assemblent en nano-objets en milieu aqueux.

- Laméthode de nanoprécipitation : le protocole comprend deux étapes : la solubilisation
du copolymere dans un solvant organique miscible a 1’eau puis cette solution organique est
ajoutée a une phase aqueuse (eau ou tampon) sous agitation et débit contr6lés afin de former

des nano-objets.
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- Laméthode par dialyse : le copolymeére est dissout dans un solvant organique, puis cette
solution est dialysée contre de I’eau. Au fur a mesure que le solvant est remplacé par I’eau, les

nano-objets se forment.

La méthode choisie ici pour préparer les nano-objets a base d’un copolymére PCL-g-DEX
est la nanoprécipitation car c’est la méthode de choix pour incorporer des principes actifs

hydrophobes dans des micelles a base de copolyméres amphiphiles.®

4.1 Formation de nano-objets par nanoprécipitation

Selon les parametres choisis pour la nanoprécipitation (nature des solvants/non-solvants,
concentration en composé, température, débit, agitation du milieu, ...) il est possible de moduler
les propriétés des nano-objets obtenus, comme leur taille ou leur morphologie. Le procédé

géneéral de nanoprécipitation est schématiseé Figure 62.

Solution de copolymeére
(phase organique)

Binaire eau / DMSO [
Formation de ¢
nano-objets |

Agitatio
gitation O O Nano-objets en

—
Dialyse O phase aqueuse

Figure 62 Principe de la nanoprécipitation de copolymére amphiphile

Le copolymeére PCL-g-Dextrane est solubilisé dans du DMSO a une concentration de 10
mg.mL™. Cette solution est ajoutée goutte-a-goutte sous agitation contrdlée a un débit de 1
mL.min? dans un volume d’eau distillée tel que DMSO/H20 = 9/1 (v/v) afin d’avoir une
concentration finale en nano-objets de 1mg.mL™. L ensemble est ensuite dialysé (seuil de
coupure 3,5 kDa) contre de I’eau puis lyophilisé. Les nano-objets obtenus sont notés de la fagon

suivante :

N-O(PCL-g-DEX})

Avec PCL-g-DEX§ - lot de copolymére a partir duquel les nano-objets ont été préparés.
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4.2 Caractérisations des nano-objets

Dans un premier temps nous avons Vérifié que les nano-objets prépares étaient des micelles
dynamiques et non des nanoparticules solides. Une mesure de la concentration d’agrégation
critique (CAC) a donc eté réalisee par spectrophotométrie de fluorescence. La CAC correspond
a la concentration minimale en copolymeére pour laquelle on observe une agrégation de micelles.
Cette valeur est importante dans le cas de systemes destinés a étre injectés dans un organisme
car elle indique si les agrégats seront stables ou non une fois dilué dans le sang. La spectrométrie
de fluorescence permet de mesurer le spectre d’émission d’un fluorophore : le pyréne. Ce
compose est etudie en solution aqueuse avec diverse concentrations de copolymére. Selon
I’environnement du pyréne (hydrophobe ou hydrophile), le profil de son spectre varie''61’, A
faible concentration en copolymere, le pyréne est en solution aqueuse, mais a partir d’une
certaine concentration il y a agrégation de micelles et le pyrene hydrophobe est encapsulé dans
les agrégats de micelles. La mesure des intensités de fluorescence caractéristiques du milieu
aqueux a 375 nm (lz7s) et du milieu hydrophobe a 394 nm (lz94) permet la détermination de la

CAC en tracant le rapport Is7s/ 1394 €n fonction de la concentration en copolymere (Figure 63).

|375/I394
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Figure 63 Déetermination de la CAC des nano-objets N-O(PCL-g-DEX,’;") par spectrométrie de
fluorescence

L’intersection des deux droites indique une valeur de CAC de 0,01 mg.mL™. Les nano-objets
préparés sont donc des systemes micellaires polymériques relativement stables en milieu
aqueux. La taille et la dispersité des micelles ont été déterminées par diffusion de la lumiére
(DLS nanosizer) dans du PBS pH 7,4, a une concentration de 0,1 mg.mL™. Les analyses

montrent une distribution monomodale en intensité et une dispersité étroite ( Figure 64)
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Figure 64 Analyse DLS de nano-objets N-O(PCL-g—DE)(‘Z” 0 )

Le diamétre hydrodynamique moyen Dy et la dispersité des lots de nano-objets préparés sont

présentés dans le Tableau 21.

Lots de nano-objets Du (nm) Dispersité
N-O(PCL-g-DEX?)") 109 0,18
N-O( PCL-g-DEX?") 105 0,26
N-O(PCL-g-DEX;"} 254 0,06

Tableau 21 Analyses DLS des différents lots de nano-objets

Les tailles comprises entre 50 et ~ 250 nm sont adaptées a I’internalisation cellulaire in vivo

des micelles par effet EPR.8 On peut observer que lorsque les micelles sont issues de dextrane

de plus longues chaines (N-O(PCL-g-DEX ), le diamétre est plus grand et la dispersité plus

étroite.

Ces micelles polymeres ont ensuite été chargées en agent anticancéreux et les propriétés

physico-chimiques et biologiques de ces systemes ont été étudiees.

5 Encapsulation dans les micelles PCL-g-DEX

La doxorubicine (DOX) est un agent anti-cancéreux couramment utilisé en chimiothérapie
dont la structure chimique est reportée Figure 65. Elle présente une solubilité dans I’ecau de
I’ordre de 10 g.L! sous forme de chlorhydrate. C’est un composé de la famille des
anthracyclines dont 1’activité anticancéreuse est reconnue bien qu’il présente une certaine
toxicité pour le cceur et qu’il provoque des cardiomyopathies. Elle posséde un logP de 1,27
(coefficient de partage octanol /eau. Cette valeur donne une indication sur les propriétés de
solubilité d’un composé). La valeur positive de ce coefficient indique que la doxorubicine est

un compose plutdt hydrophobe qui devrait donc plutdt s’encapsuler dans la partie hydrophobe
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d’un systeme de délivrance amphiphile. Il est a noter qu’il existe d’autres principes actifs
anticancéreux davantage hydrophobe comme le paclitaxel (logP : 3). De nombreux travaux
décrivent I’encapsulation de DOX dans des nano-transporteurs afin de limiter ses effets

secondaires,31:80.119

OH

o oH ©
O‘O‘ e logP 1,27 (source: Drugbank)

MO OH © MW 543,5 Da
pKa amine= 8,46, phénol= 7,34

o i
NH;* Cl
OH

Figure 65 Structure chimique de la doxorubicine forme chlorhydrate (DOX).

5.1 Encapsulation de doxorubicine dans les micelles par nanoprécipitation

Les micelles de PCL-g-DEX chargées en DOX ont été préparées par la méthode de
nanoprécipitation précédemment décrite. Deux ratios massiques DOX/copolymere ont été
testés afin d’évaluer I’influence de ce ratio sur le taux de charge des micelles. Les micelles
chargées en DOX seront nommées N-O(PCL-g-DEX3)-DOXz, avec PCL-g-DEX Ie

copolymere et z le ratio massique DOX/copolymere utilisés pour former les micelles.

5.2 Propriétés physico-chimiques des micelles chargées en doxorubicine

Le diametre hydrodynamique moyen Dy et la dispersité des micelles chargées en DOX ont
été déterminés par DLS dans du PBS pH 7,4 a une concentration en micelles de 0,1 mg.mL*

(Tableau 22). Les micelles vides ont été ajoutées dans ce tableau a titre de comparaison.

Le taux de charge (DL pour « Drug Loading », % en masse) et I’efficacité d’encapsulation
(EE, % en masse) de ces micelles ont été déterminés par spectrophotométrie UV-Vis a 490 nm,
longueur d’onde d’absorption maximale de la DOX, dans un mélange DMSO/PBS : 4/1 (v/v),
le DMSO permettant de détruire totalement les micelles et de s’ assurer que 1’on quantifie bien
la totalité de la DOX encapsuléee. La concentration, et donc la masse en DOX, a été déterminée
grace a une calibration UV réalisée a partir de solutions de DOX dans le méme milieu. Les

valeurs de DL et de EE ont été calculées a partir des relations suivantes :

Masse de DOX dans les micelles .

DL (%)= 100

Masse des micelles
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Masse de DOX dans les micelles .

EE(%)= — 100
(%) Masse initiale de DOX
Les résultats de ces analyses sont présentés dans le Tableau 22.
. Ratio massique Dn . . DL EE
Lots de micelles . dispersite
DOX/copolymére (nm) (%) (%)
4100
N-O(PCL-g-DEX; (") / 109 0,18 / /
N-O(PCL-g-DEX;")-
’ 1,5/10 144 0,18 2,0 75
DOXao,15
N-O(PCL-g-DEX;")-
’ 3,0/10 142 0,16 5,1 15,4
DOXo3

Tableau 22 Caracteéristiques physico-chimiques des micelles chargées en doxorubicine

Concernant la taille des micelles, on peut constater que 1’encapsulation de la DOX
engendre une augmentation du diamétre hydrodynamique, comme attendu. La dispersité reste
faible. Le fait de doubler la masse initiale de DOX n’engendre pas de modification de la taille

des micelles.

Concernant le taux de charge (DL) des micelles, on peut noter que 1’augmentation du ratio
DOX/copolymére d’un facteur 2 permet d’améliorer le taux de charge et d’atteindre une valeur
de 5,1 % en masse, valeur classique pour ce type de systéme. En revanche, les valeurs
d’efficacité d’encapsulation restent tres faibles comparées aux valeurs de la littérature, et ce
quel que soit le ratio DOX/copolymere. Ceci est di a une perte conséquente de micelles lors de

la dialyse apres nanoprécipitation.

5.3 Cinétique de libération in vitro de la doxorubicine

Une étude de cinétique de libération de DOX in vitro a partir des micelles chargées N-

O(PCL-g-DEX; )-DOXo 15 a 6té réalisée & 37 °C dans du PBS pH 7,4 afin de mimer le milieu

physiologique. Une expérience dans les mémes conditions a été réalisée avec une méme
quantité de DOX non encapsulée pour comparaison avec la DOX chargée dans les micelles. La
DOX libérée est mesurée a différents temps sur 48 h par spectrophotométrie UV (Amax = 490
nm) en se référant a une courbe de calibration réalisée a partir d’'une gamme étalon de solutions
de DOX dans le méme milieu. Les courbes de libération sont présentées dans la Figure 66 ci-

dessous.
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Figure 66 Cinétique de libération de la DOX chargée dans les micelles et de DOX libre en
milieu physiologique (pH 7,4, 37°C)

Aucun effet « burst » n’est observé lors de la libération de la DOX a partir des micelles.
Contrairement a la DOX libre qui est totalement libérée en 2 jours, la libération de la DOX a
partir des micelles est retardée, un plateau a 37 % est atteint aprés 24 heures. On note un
précipité de couleur rouge (caractéristique de la DOX) dans le tube de dialyse apres 24 heures
de libération. Ce précipité a été isolé et quantifié par UV. La masse de DOX contenue dans le
précipité correspond a 52% de la masse totale de DOX contenue dans les micelles. Plus de 90%

de la DOX (52% dans le précipité et environ 40% libérée) ont donc été retrouves.

Une seconde étude de libération de DOX a consisté a se placer dans du PBS a pH 5,8 afin de
mimer le milieu intracellulaire dans lequel la DOX doit étre libérée (lysosomes : pH 4,5-5,0 ;

endosomes : pH 5,0-6,5) (Figure 67).
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Figure 67 Cinétique de libération de la DOX chargée dans les micelles en fonction du pH
(37°C)
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Les courbes de libération en fonction du pH montrent que la libération de la DOX encapsulée
dans les micelles est totale apres 2 jours a pH 5,8 et que la cinétique de cette libération est plus
rapide qu’a pH physiologique. Ce point est particulierement intéressant pour les applications
biologiques : dans le pH sanguin la libération est lente et partielle, ce qui permet d’éviter la
toxicité de la DOX, alors qu’elle est beaucoup plus rapide une fois internalisée dans les cellules

ce qui va faciliter la destruction des cellules tumorales.

La formation d’un précipité a pH 7,4 apres 24h de libération peut poser probléme car cela
remet en question la possibilité d’injecter les micelles par voie intraveineuse. Nous étudierons
ultérieurement la cinétique d’internalisation cellulaire de ces micelles afin de vérifier qu’aucun

précipité ne se forme.

6 Propriétés biologiques des micelles de PCL-g-DEX

Les propriétés biologiques des micelles de PCL-g-DEX seront étudiées notamment en
termes de toxicité vis-a-vis de cellules saines et cancéreuses et d’internalisation intracellulaire

dans ces mémes cellules.
Trois tests biologiques ont été réalisés :

- Des tests de cytotoxicité sur des micelles de PCL-g-DEX vides afin de s’assurer de leur
cytocompatibilité et sur des micelles de PCL-g-DEX chargées en DOX afin d’étudier et de
comparer leur effet cytotoxique vis-a-vis de cellule saines et cancéreuses.

- Des analyses par microscopie confocale sur des micelles fluorescentes pour visualiser

leur internalisation cellulaire

Des tests de cytométrie en flux pour quantifier la part de micelles internalisées dans les cellules

cancéreuses et dans les cellules saines.

6.1 Cytotoxicité des micelles PCL-g-DEX vides et chargées en DOX

Pour une application en thérapie anti-cancéreuse, il est important de comparer la cytotoxicité
des micelles chargées en agent anti-cancéreux sur des cellules cancéreuses et sur des cellules
saines. Les cultures cellulaires ont été incubées 24 h avec des concentrations croissantes de 0,
50, 100 or 150 pg.mL* en DOX libre ou en micelles chargées avec la méme quantité de DOX.
Des micelles vides ont également été étudiées afin de veérifier leur cytocompatibilité. Les lots

de micelles issues du copolymére PCL-g-DEX; " ont été choisies pour cette étude. La Figure
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68 montre les résultats obtenus sur des cellules de cancer du célon (HCT-116) et sur des cellules
saines de fibroblastes (CCD-45SK).

Cellules cancéreuses colorectales B Cellules saines fibroblastes
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Figure 68 Tests de cytotoxicité sur la DOX libre, sur des micelles vides N-O(PCL-g-DEX}"")

et sur des micelles chargées en DOX N-O(PCL-g-DEX}'/")-DOXo 3 (DL = 5,1%) avec (A) des

cellules HCT-116 de cancer du colon (B) des cellules saines fibroblastes (CCD-45SK)

Les micelles vides de PCL-g-DEX ne présentent pas de toxicité importante dans le milieu
de culture ce qui montre leur cytocompatibilité. En revanche, a la concentration la plus élevéee
(150 pg.mL1) la DOX induit la mort de 51 % des cellules de cancer du colon et de 55% des
cellules saines. De facon tout a fait intéressante, on peut noter que les micelles chargées en
DOX induisent un effet biologique totalement différent selon qu’elles sont incubées avec des
cellules saines ou avec des cellules cancéreuses. Avec les cellules tumorales, le profil de survie
cellulaire est similaire a celui de la DOX libre alors que dans les cas des cellules saines, la

courbe est superposée a celle des micelles vides cytocompatibles.
Ces résultats de cytotoxicité montrent donc que :

i) Les micelles de PCL-g-DEX n’engendrent pas de toxicité vis-a-vis des cellules saines,
elles sont cytocompatibles

i) LaDOX aun effet cytotoxique aussi bien sur les cellules cancéreuses que sur les cellules
saines (aucun effet de ciblage)
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iii) Les micelles chargées en DOX tuent les cellules cancéreuses aussi efficacement que la
DOX libre
iv) Les cellules saines ne sont pas affectées par I’incubation avec des micelles chargées en

DOX : il y a une sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses.

6.2 Internalisation cellulaire des micelles PCL-g-DEX

Pour vérifier I’internalisation des micelles dans les cellules de cancer du c6lon (HCT-116)
et/ou les cellules saines fibroblastes (CCD-45SK), des micelles fluorescentes ont été préparées
par nanoprécipitation du copolymére PCL-g-DEX(FITC). L’internalisation a été étudiée par
microscopie confocale. On observe qu’apres 24 h d’incubation des cellules en présence des
micelles fluorescentes (micelles-FITC) & une concentration de 50 pg.mL™, ces derniéres sont
efficacement internalisées par les cellules tumorales alors que dans le cas des cellules saines on
n’observe quasiment pas d’internalisation et les micelles forment des agrégats a 1’extérieur des
cellules saines (Figure 69). On observe de nouveau un effet de ciblage : les cellules cancéereuses

internalisent les micelles beaucoup mieux que les cellules saines.
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Figure 69 Internalisation cellulaire de micelles fluorescentes (micelles-FITC) par (A) des
cellules de cancer du célon (HCT-116) (B) des cellules saines fibroblastes (CCD-45SK)

La différence d’internalisation entre les cellules cancéreuses et les cellules saines a ensuite
été quantifiée par cytométrie en flux (Figure 78). Les micelles-FITC ont été incubées dans un
milieu de culture cellulaire & une concentration de 50 pg.mL™ pendant différentes périodes (1h,
3h, 6h et 24h). La cinétique d’internalisation des micelles a ensuite été déterminée pour les
cellules tumorales (HCT-116) et pour les cellules saines (CCD-45SK).
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Figure 70 Quantification de l'internalisation de micelles-FITC par des cellules cancéreuses
colorectales (HCT-116) et des cellules saines fibroblastes (CCD-45SK) par cytométrie en flux

Ces résultats montrent qu’apres 1h d’incubation, un taux d’internalisation élevé (86 %) est
atteint avec les cellules cancéreuses HCT-116 contre 1% pour les cellules saines. Apres 24
heures les proportions sont respectivement 98% et 13%. Ces résultats démontrent clairement
un ciblage des cellules cancéreuses par les micelles. On observe aussi que les micelles sont en
quasi-totalité internalisées par les cellules cancéreuses aprés 3 h d’incubation (95 %). Ainsi, la
précipitation des micelles dans du PBS observée lors de 1’étude de libération in vitro de la DOX

ne devrait pas poser de probleme.

7 Conclusion

Dans ce chapitre il a été montré la faisabilité de la synthése d’une nouvelle structure
copolymere biodégradable amphiphile greffée « inverse » PCL-g-DEX par une réaction de
chimie clic (CUAAC). Pour cela, une PCL hydrophobe et des chaines de dextrane hydrophiles
ont été modifiées chimiquement au préalable. La réaction de greffage a permis de synthétiser
differents lots de copolyméres PCL-g-DEX en modulant le taux de greffage et leur masse
molaire et par voie de consequence leur balance hydrophile-hydrophobe. Un copolymere
fluorescent a également été synthétisé par couplage covalent d’un marqueur fluorophore, le
FITC, dans le but de préparer des nano-objets fluorescents et de pouvoir suivre leur
internalisation cellulaire par microscopie de fluorescence. Nous avons utilisé pour ce greffage

la fonctionnalité chimique du dextrane, qui n’existe pas sur le PEG classiquement utilisé.

104



Des micelles polymeres stables en milieu aqueux ont été préparées par nanoprécipitation
des copolymeres PCL-g-DEX. La taille nanométrique des micelles est adaptée a une injection
par voie intraveineuse et a une internalisation cellulaire in vivo du systeme par effet EPR. Ces
micelles ont été chargées en DOX, un agent anti-cancéreux couramment employé en
chimiothérapie de par son efficacité anti-cancéreuse et ce, malgré ses effets cytotoxiques dans
I’organisme. L’étude des propriétés physico-chimiques a montré que 1’on peut charger ces
micelles & 5,1% en DOX, un taux de charge suffisant pour observer une activité anti-tumorale
des nano-systemes chargés. De plus, la libération de DOX in vitro a partir des micelles chargées
montre que le systéme est parfaitement adapté a I’application visée puisque les micelles libérent
rapidement toute la DOX en milieu acide mimant les endosomes ou les lysosomes alors que la

libération est retardée en milieu physiologique.

L’étude des propriétés biologiques de ces nano-systémes a permis de montrer que les
micelles chargées en DOX ne sont pas toxiques envers des cellules saines (CCD-45SK) alors
qu’elles le sont envers des cellules tumorales colorectales (HCT-116), montrant ainsi une
excellente reconnaissance de la cible. Par ailleurs, la vectorisation de la DOX par les micelles
n’affecte pas 1’efficacité du principe actif. Enfin, les micelles de PCL-g-DEX sont efficacement
internalisées par les cellules cancéreuses (avec la presque totalité dés 3 h d’incubation) alors
qu’elles ne le sont que trés peu par les cellules saines. L’ensemble de ces études biologiques

montre de maniére indiscutable un ciblage des cellules tumorales par ces systemes de libération.
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Chapitre 3

Syntheéses et caractérisations de copolyméres PCL-g-Chitosane
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Ce chapitre porte sur les syntheses de copolymeéres greffées amphiphiles a structure
« inverse » PCL-g-Chitosane. Le chitosane a été choisi car ¢’est un polysaccharide trés utilisé
a des fins médicales?®12*, notamment pour préparer des systémes de délivrance de principes
actifs'?>128 |a principale caractéristique du chitosane par rapport aux autres polysaccharides
est la présence de fonctions amine le long de sa chaine. Ces fonctions amine ont notamment été
utilisées pour coupler sur le chitosane des agents fluorescents®°, des ligands de récepteurs
biologiques®**12%13% ou des fonctions chimiques modifiant les propriétés du polysaccharide, par
exemple des thiols qui augmentent les propriétés mucoadhésives'®*2 ou des groupements
phthaloyle qui augmentent la solubilité du chitosane dans les solvants organiques*334,

La présence de fonctions amine permet une plus grande diversité de réactions chimiques
par rapport au dextrane qui ne possede que des fonctions alcool le long de sa chaine. Par
conséquent, les réactions du chitosane présentées dans ce chapitre sont effectuées sur les
fonctions amine de la chaine, contrairement au dextrane ou elles n’ont licu qu’en extrémité de
chaine. Les copolymeres PCL-g-CHT auront donc in fine une structure différente de la structure
peigne des copolyméres PCL-g-DEX étudiés précédemment.

Les deux méthodes de greffage de chitosane sur la PCL activée utilisées au cours de cette
étude sont des réactions de chimie « clic », CUAAC et thiol-yne avec des chaines de chitosane

azoturées ou thiolées (Figure 71).

Le chitosane a longue chaine n’est pas hydrosoluble & pH neutre. Pour cette raison nous
travaillerons sur des oligoméres hydrosolubles de masse molaire <6000 g.mole™. D’autre part
les oligomeres sont chimiquement plus réactifs que les chaines longues. Pour obtenir ces
oligomeéres, un chitosane commercial a été au préalable dépolymérisé. Cette dépolymeérisation

est présentée au début de ce chapitre.

La fonctionnalisation de chaines d’oligo-chitosane par un ligand, le mannose squarate qui
cible les cellules cancéreuses surexprimant sur leurs bicouches lipidiques des récepteurs au
mannose 6-phosphate, est décrite!> 46, Cette fonctionnalisation a pour but de tester la
faisabilité du couplage du ligand sur les chaines de chitosane du copolymere PCL-g-CHT.

Les PCL utilisées pour les syntheses des copolyméres PCL-g-CHT sont une PCLyne
similaire a celle utilisée pour préparer les copolyméres PCL-g-DEX, et une PCL
bifonctionnalisée PCLyne(Naph).
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Chitosane commercial (250kDa)

Dépolymérisation
# Mannose squarate

>

Oligo-Chitosane L R
Azoturation hydrosoluble (1~3kDa) Thiolation ~ ©ligo-Chitosane
mannosylé
Ne N SH s
Oligo-Chitosane Oligo-Chitosane
azoturé thiolé

CudAC \\\ \\\ \\\ Thiol-yne

PCL propargylée
N N+ N 5 CAH s Ol s @Ol
Ny Nay Nz Y ! i
N3~ N3 N3~ I I I
Hs' (7 SH Hs” () SH g () SH
PCL-g-CHT PCL-g-CHT

Nanopreécipitation

£ *"“'}
% %w
00000’ :.M.,
%’mw}
Nano-objets PCL-g-CHT

Figure 71 Voies de synthese de copolyméres PCL-g-CHT et formation de nano-objets

1 Synthese d’oligomeres de chitosane hydrosolubles

La solubilité du chitosane est un point crucial pour la possibilité de préparer des
copolymeres amphiphiles. Le chitosane étant peu soluble en milieux aqueux non acide (pH >
6), diverses méthodes consistant a modifier les propriétes de solubilité du chitosane ont été
développées, comme 1’usage de complexe ammonium avec un contre ion hydrophobe®. Une
autre possibilité est la dépolymérisation des chaines de chitosane, la diminution de masse
molaire permettant d’obtenir des oligo-chitosanes hydrosolubles. L’utilisation d’oligo-
chitosanes facilite a la fois la fonctionnalisation, le greffage sur la PCLyne et donc la formation

de la partie hydrophile de copolyméres amphiphiles.
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Dans la littérature, de nombreuses méthodes de dépolymérisation du chitosane sont

décrites :
- & base de composés métalliques comme H[AuUCI4]** ou des nanoparticules de TiO23¢

- par oxydation des liens glycoside entre les motifs de répétition du chitosane, avec
NaClO¥’, NaClO,!%, HNO2'* ou de I’eau oxygénée!*°

141,142

- par traitement acide avec de 1’acide chlorhydrique ou de I’acide acétique'*®

144,145

- enzymatiquement en présence de cellulase ou d’amylase'*®

Dans le cadre de cette these la méthode de dépolymérisation choisie est I’oxydation sous
micro-ondes dans une solution acidifiée d’eau oxygénée (Figure 72). Cette méthode,
développée par llly et al.*’, permet d’obtenir des oligo-chitosanes hydrosolubles de masse
molaire comprise entre 1500 et 3400 g.mol™ a partir d’un chitosane de 250 000 g.mol™ avec un
degré de désacétylation (DDA) de 85%. Le degré de désacétylation est le rapport entre le

nombre de motifs glucosamine et le nombre total de motifs de la chaine de chitosane.
H202 AcOH, Hzo
Micro-ondes
4 abd cycles P 1500w,

Figure 72 Dépolymérisation du chitosane par la méthode aux micro-ondes

Les différents lots d’oligo-chitosane sont annotés de la fagcon suivante :
CHT* (*indique la masse molaire Mn des oligoméres)

Tous les lots de chitosane ont été préparés a partir de chitosane commercial dans une
solution aqueuse d’acide acétique (1% en masse d’acide acétique, 2% en masse de chitosane)
sauf dans le cas du dernier lot de chitosane CHT®% o(i le chitosane est & 4% en masse. Un
dixiéme de volume de H202 a 30% est ajouté a la solution de chitosane avant d’effectuer les
cycles de dépolymeérisation. Apres les cycles de dépolymeérisation, les solutions de chitosane
sont précipitées dans I’acétone et centrifugées, sauf dans le cas du lot chitosane CHT% o les

oligoméres ont été décantés une nuit a 4°C.
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Les masses molaires des différents lots d’oligo-chitosane ont été mesurées par GPC en
milieu aqueux (tampon acétate 0,1M, pH 4,5) (figure 73). Le second pic présent sur la GPC (tr
=39 min) correspond a I’élution du solvant. Les DDA de ces lots ont été mesurés par RMN H

(D20) (Figure 74) d’aprés la formule suivante :

intégrale CH3 acétamide (2,05ppm)

DDA|%]=100-[1/3 - *100
%] 1/ intégrale H1(4,59ppm) ]
PR e 01 (b)
0]
HO H3-4-5-6
| ] -
l|cH,
Il acétamide
s ] 2 30 40
ppm minute

Figure 73 Caracteérisations d'un lot d'oligo-chitosane CH’ 058050 (@) RMN *H (D20, 300MHz) (b)
GPC (tampon acétate pH 4,5)

Le Tableau 23 résume les valeurs des masses molaires, des dispersités (D) et les DDA
obtenus pour différents lots d’oligo-chitosanes en fonction du nombre de cycles de

dépolymérisation.

Nombre de cycles GPCaq RMN (D20)
Lots de

dépolymérisation Mn ° DDA
CHT?%0 4 2900 4,68 0,85
CHT150 4 1500 3,40 0,83
CHT?280 4 2800 3,76 0,85
CHT?300 5 3000 3,33 0,85
CHT3400 5 3400 3,48 0,84
CHT1600 5 1600 3,39 0,83

Tableau 23 Les différents lots d oligo-chitosanes synthétises
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L’augmentation du nombre de cycles de dépolymérisation ne permet pas de diminuer
davantage les masses molaires des chitosanes obtenus.

Il n’y a pas de variation significative du DDA au cours des dépolymérisations (DDA du
chitosane natif = 0,85). La limitation de cette méthode de dépolymérisation est le manque de
reproductibilité des masses molaires obtenues pour des conditions de dépolymérisation
analogues. Il ne semble pas y avoir de relation entre les masses molaires des oligoméres et les
conditions operatoires (concentration en chitosane, nombre de cycles de dépolymeérisation,
méthode de purification employée). Par conséquent, il ne sera pas possible de répliquer un lot

d’oligo-chitosane avec cette méthode de dépolymeérisation.

2 Greffage d’un agent de ciblage, le mannose squarate, sur les oligoméres de chitosane

Rappelons que D’intérét du chitosane dans ces systémes par rapport aux autres
polysaccharides est la présence de fonctions amine réactives. Dans le cadre de ce projet, le but
in fine est de synthétiser des copolyméres PCL-g-CHT fonctionnalisés avec des groupements
mannose pour conférer aux nano-transporteurs issus de ces copolymeéres des propriétés de

ciblage envers certaines cellules cancéreuses. Pour cela, le ligand envisagé est le mannose

p
Ho— RoH
)
OH HO L,
OOH J ¢}
OEt [S—=

squarate (Figure 82).

O
I ) ot Q
H /)
NH, NH; Mannose squarate . N, N
(o) [e]
PCL-g-CHT PCL-g-CHT(mannosyl)

Figure 74 Mannosylation du copolymére PCL-g-CHT

Actuellement, ce composé est utilisé pour fonctionnaliser des systémes anticancéreux a
base de nanoparticules de silice mésoporeuse aminées en surface'*®!4%, Etant donné que ce
composé n’a jamais été utilisé précédemment pour mannosyler les motifs glucosamine de la
chaine de chitosane, une réaction test a été mise en place sur les oligo-chitosanes pour vérifier
la faisabilité de ce couplage avant de la réaliser sur un copolymére. Le couplage a été effectué

en milieu aqueux, avec un équivalent de mannose squarate par motif glucosamine (Figure 75).
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Figure 75 Mannosylation d'oligo-chitosanes

Les oligo-chitosanes mannosylés ont été caractérisés par RMN *H (D,0) et GPC (tampon
acetate pH 4.5) (Figure 76).

a) g f 1Y 3 32
b)
“ ,
Al o | RI
/ H? pyranose [ o
7N ‘ {? \ UV (=340 nm)
H3+36 pyranose
J ‘ CH, acétamide “"_\
| |
\ \
R .
& ‘Iw / l A\l \
YN U N J/ N\ 2N
S | S~ AN
| | | | | \ I
75 70 65 60 55 50 45 20.10 25.10 30.10 35.10 40.10 45.10 50.10 60.0(

3 [ppm] Temps de rétention [min]

Figure 76 Analyses d ‘oligo-chitosanes mannosylés (a) RMN 'H (D20, 300MHz) (b) GPC

L’analyse par RMN H a permis d’estimer la proportion de motifs mannosylés selon la
relation suivante :

intégrale (H aromatique squarate)
intégrale (H2 pyrannose)

Taux de glucosamine mannosylée = 1/4 *100

Ce taux a été estimé a 23% par RMN. Cependant, il faut prendre en compte 1’analyse
effectuée en GPC aqueuse (pH4,5) avec une double détection RI et UV a 340 nm, longueur
d’onde caractéristique du mannose squarate (Figure 77b). Cette analyse montre la présence
d’une faible quantité de mannose squarate non couplé (tr=58 minutes), par conséquent la part
de glucosamine mannosylée calculée par RMN H est Iégérement surévaluée. Néanmoins, étant

donné que le signal UV est intense au point de saturer le signal du chitosane (tr=33min), il y a
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bien eu couplage de mannose squarate sur les chaines de chitosane. Notons que ce taux de
substitution de pres de 20% est trés élevé pour une application en vectorisation (une substitution
par chaine peut étre suffisante). Cela est di au fait que la réaction a été réalisée avec un
équivalent de mannose squarate par motif glucosamine, proportion trés élevée justifiée par le
fait que I’on souhaitait simplement tester la faisabilité de la réaction. Malheureusement cette

méme réaction n’a pas pu étre effectuée sur un copolymeére dans le cadre de cette thése.

3 Fonctionnalisations d’oligo-chitosane

A présent, nous allons aborder les fonctionnalisations d’oligo-chitosanes permettant le
couplage par chimie « clic » sur la PCLyne. Contrairement au cas du dextrane, deux voies de
fonctionnalisation sont abordées : I’azoturation et la thioacétylation. Les oligo-chitosanes
azoturés seront par la suite couplés par CUAAC sur la PCLyre , tandis que les chitosanes
thioacétylés seront déprotégés en thiols pour étre couplés par thiol-yne sur la PCLyne . Les
fonctionnalisations sont effectuées par amination réductrice dans les deux cas. Ces deux
réactions de chimie « clic » ont été choisies pour leur grande sélectivité, limitant ainsi les

réactions secondaires.

3.1 Azoturation du chitosane

3.1.1 Les méthodes d’azoturation du chitosane

Dans la littérature, de nombreuses voies d’azoturation ont été développées sur le chitosane
en vue d’effectuer des réactions de type CUAAC (Kritchenkov et Skorik°, Lakouraj et al.'>?).
Kulbokaite et al.!>? ont utilisé une méthode de substitution des fonctions amine en fonctions
azoture pour préparer des copolymeres de chitosane greffés avec des chaines de PEG par
CuAAC a partir d’un chitosane contenant 27% de motifs glucosamine azoturés. Les auteurs ont
aussi montré que cette méthode d’azoturation provoque la dépolymérisation des chaines de
chitosane. Deux autres réactifs ont été testés par Kulbokaite et al.!®?: ’azoture de triflyle et
I’azoture d'imidazole-1-sulfonyle qui permettent de substituer 40% et 60 % des motifs
glucosamine respectivement. Cependant le chitosane azoturé a 60% est insoluble dans 1’eau
quel gue soit le pH. Cette étude montre que pour conserver la solubilité du chitosane en milieu
aqueux, le taux d’azoturation des motifs glucosamine doit rester assez faible. De plus, le nombre

d’équivalents en reactif ne permet pas de contréler le nombre de motifs glucosamines azoturés.
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A notre connaissance, il n’y a pas de méthode d’azoturation du chitosane via une amination
réductrice sur les fonctions amine bien que de nombreuses études portent sur 1’amination
réductrice des fonctions amine du chitosane. Ces méthodes permettent en général d’obtenir un
chitosane avec des degrés de substitution DS <50% sans provoquer de coupure de chaines. Mais
I’amination réductrice risque de provoquer des réticulations entre les amines du chitosane et les
fonctions aldéhyde a I’extrémité des chaines. Une étude a montré effectivement une
augmentation de la masse molaire des chaines de chitosane aprés amination réductrice’>® mais
cette augmentation semble plutot due a 1’ajout de groupements le long du chitosane qu’a des

réactions interchaines.

Par conséquent, nous avons développé une nouvelle méthode de fonctionnalisation d’oligo-

chitosanes par amination réductrice avec une molécule bifonctionnelle : le 3-azidopropanal.

3.1.2 Syntheése du 3-azidopropanal
Le 3-azidopropanal a été synthétisé par addition 1,4-insaturée d’azoture sur de I’acroléine
selon un protocole reporté par Munneke et al.*® Le schéma de la réaction effectuée en milieu

aqueux acide est présenté sur la Figure 77.

o] NaN3; AcOH, H,0 0

- HJ\/\N

Pz
H 1h, -8°C 3

Figure 77 Synthése du 3-azidopropanal

La caractérisation par IR-TF montre la présence des fonctions azoture (2092 cm™) et
aldéhyde (1718 cm™) (Figure 78a). L’analyse par RMN !H (CDCls) permet d’identifier
I’aldéhyde (9,78ppm) et les deux méthylénes du 3-azidopropanal (3,60 et 2,73 ppm) (Figure
78b). Les deux méthylénes ont été différenciés par RMN COSY, une analyse qui permet
d’étudier les couplages entre les différents protons d’une molécule (Figure 78c). On constate
que les protons a 2,73 ppm sont corrélés avec le proton a 9,78 ppm et ceux a 3,60 ppm. Il s’agit
donc du méthyléne qui se trouve entre la fonction aldéhyde et du second méthylene du 3-
azidopropanal. Le méthyléne li¢ a I’azoture correspond donc au signal a 3,60ppm.

Suite a la synthése du 3-azidopropanal, plusieurs protocoles d’amination réductrice ont été
testés pour azoturer les oligo-chitosanes. Le développement de la méthode d’amination
réductrice est tout d’abord présenté, puis la méthode d’amination réductrice retenue ainsi que

les propriétés des chitosanes N-azoturés obtenus seront détaillés.
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Figure 78 Caractérisations du 3-azidopropanal (a) IR-TF (b) RMN-'H (CDCls, 300MHz) (c)
RMN COSY (CDCls, 300MHz)

3.1.3 Syntheése de chitosanes N-azoturés par amination réductrice en milieu aqueux

Les différents lots de chitosane synthétisés ont été notés ainsi :

CHT-N:Y

- Y correspond & la masse molaire Mn du chitosane azoturé. Elle est déterminée par

GPCaq (tampon acétate pH 4,5) avec une calibration a base de pullulane.
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- x correspond au degré de substitution en azoture, mesuré par *H RMN dans D20 via le
rapport d’intégrations entre le signal d’un méthyléne (1,80ppm) de 1’azido-propyl et le signal
des protons H1 des cycles pyrannose du chitosane (Figure 79):

intégrale (-CHa-, 1,8ppm)

— *100
2*intégrale (H1 pyrannose)*DDA

DS(N3)=

OH
Hio o
HO o
NH
A"
N3 07 >CHs Calcul du DDA
4

Figure 79 Structure des chitosanes N-azoturés synthétisés par amination réductrice

Le degré de substitution (DS) est calculé par rapport au nombre de fonctions amine

présentes sur le chitosane, en tenant compte du DDA dans le calcul du DS.

La premi¢re méthode d’amination réductrice testée est effectuée dans de ’eau distillée

(Figure 84).

m H,0, RT, 2h
abri lumiére 3

Figure 80 Synthése de chitosane azoturé par amination réductrice en milieu aqueux

Plusieurs lots de chitosane azoturé ont été synthétisés avec différents équivalents de 3-
azidopropanal par rapport au nombre de motifs glucosamine. Le 3-azidopropanal est
partiellement soluble dans 1’eau : lorsque ce composé (liquide a température ambiante) est
ajouté au milieu reactionnel, celui-ci devient orange (partie soluble du réactif) et des gouttelettes
en suspension se forment (partie insoluble du réactif). En fin de réaction, le milieu réactionnel

est précipité dans du méthanol (la partie insoluble du 3-azidopropanal se solubilise dans MeOH)
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et le précipité est centrifugé. Les différents lots d’oligo-chitosanes azoturés ont éte analyses par
IR-TF, RMN *H et GPCagq (Figure 85).
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Figure 81 Caractérisations des chitosanes N-azoturés synthétisés en milieu aqueux
(@) IR-TF (b) RMN H D20 (c) GPCaq
Les spectres IR-TF des différents chitosanes N-azoturés montrent les signaux du chitosane
ainsi que le signal caractéristique des fonctions azoture a 2100cm™ (Figure 85a). Cependant

I’infrarouge ne montre pas si les fonctions azoture sont bien liées au chitosane et quel taux

d’azoture a été greffe.

Les spectres de RMN *H des chitosanes N-azoturés présentent les signaux caractéristiques
du chitosane en plus de nouveaux signaux correspondant aux trois méthylénes liant la fonction
azoture au chitosane (Figure 85b). Les DS et les masses molaires des différents lots sont

indiqués dans le Tableau 26.

Plusieurs modifications de masses molaires ont été constatées :
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Lot ol hit tif Nombre d’équivalents DS(Ng)?
ots igo-chitosanes natifs b |
’ 3-azidopropanal @ Mn [g/mol] (P)

CHT-NY 0,25 20% 3500 (3,2)
2900

CHT-N23 (%H:T o 05 33% 2 800 (3,0)

CHT-N 1 62% 1500 (2,4)

apar rapport aux motifs glucosamine  ° déterminé par RMN-'H (D.0)

Tableau 24 Degrés de substitution en azoture (DS(N3)) et masses molaires des oligo-
chitosanes azotures synthétisés en milieu aqueux

- Le lot de chitosane N-azoturé synthétisé avec 0,25 équivalent d’aldéhyde a une Mn plus

élevée que celle de I’oligo-chitosane.

- Le lot de chitosane N-azoturé synthétisé¢ avec 0,5 équivalent d’aldéhyde a une Mn simi-
laire a celle de I’oligo-chitosane.
- Le lot de chitosane N-azoturé synthétisé avec 1 équivalent d’aldéhyde a une Mn plus

basse que celle de I’oligo-chitosane.

Ces variations de masse molaire sont probablement dues au fait que la fonctionnalisation
des fonctions amine impacte le rayon hydrodynamique du polymére en solution aqueuse.
Lorsque le DS est faible (20%), il y a des interactions secondaires hydrophobes entre les chaines
dues a la présence du propyl-azoture, ce qui a pour effet d’augmenter le rayon hydrodynamique
du polymére. L’augmentation du nombre de propyl-azoture rend le chitosane moins
hydrosoluble par suite de formation d’interactions intra chaines, ce qui a pour effet de diminuer
le rayon hydrodynamique (DS=33% et 62%).

Le Tableau 24 montre que plus le nombre d’équivalents en 3-azidopropanal augmente, plus
le DS(N3) augmente. Cependant il n’y a pas proportionnalité entre le nombre d’équivalents et
le DS(N3) qui peut s’expliquer par la faible solubilité du 3-azidopropanal dans I’eau distillée.
Lors de la réaction, seule la partie soluble du réactif réagit avec le chitosane. Le DS(N3) étant
un parameétre influencant les structures et les propriétés des copolymeéres synthétises, il est
important d’avoir le meilleur contréle possible sur le taux d’azoture greffé sur le chitosane.
Pour cette raison, nous avons développé une autre méthode d’azoturation par amination
réductrice avec un meilleur contrdle du DS(Ns) en changeant le solvant de la réaction pour

solubiliser a la fois le chitosane et le 3-azidopropanal et ainsi mieux controler le greffage.
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3.1.4 Synthése de chitosanes N-azoturés par amination réductrice en milieu
hydroalcoolique
Des tests de solubilité du chitosane et du 3-azidopropanal ont mis en évidence que le
mélange de solvants méthanol /eau /acide acétique (4/ 1/ 0,01 : v/ v/ v) est capable de solubiliser
les deux composés. Ce mélange de solvant a notamment été utilisé par Sashiwa et al.*> pour
I’amination réductrice de chitosanes N-substitués a partir d’un chitosane de Mn = 24kDa et un
DDA de 80%. (Figure 82).

OH OH
o o OH
—H ao OHO o ©
NH MeOH/HZO/ACOH NH

(4/1/0.01; _/_/ X y m
/1/0.01; vIvIv) N o)\

RT 2h abri lumiére 3

Figure 82 Synthese de chitosanes azoturés en milieu hydroalcoolique

Les réactions effectuées dans ce melange ne posent plus de problemes de solubilité. En fin
de réaction le milieu réactionnel a été concentré puis précipité dans un mélange méthanol/
NaOHaq (2M) (300/1 ; v/v), la soude servant a neutraliser I’acide acétique et ainsi faciliter la
précipitation du chitosane. Le précipité obtenu est resolubilisé dans de 1’eau et dialysé (MWCO
=1kDa) dans un premier temps contre un mélange de solvants identique au milieu réactionnel
afin d’éliminer le 3-azidopropanal et le cyanoborohydrure de sodium résiduels, puis contre de
I’eau distillée afin d’éliminer le méthanol et I’acide acétique. Par la suite, la solution contenue

dans le boyau de dialyse est lyophilisée.

Deux lots d’oligo-chitosane ont été utilisés et les nombres d’équivalents testés sont 0,25 et
0,5. Les chitosanes N-azoturés obtenus ont été caractérisés par IR-TF, RMN *H et GPCy. Les

propriétés des différents lots sont reportées dans le Tableau 25.
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) ) Equivalents de Mn
Lots Oligo-chitosanes _ DS(Ns) | [g/mol]

3-azidopropanal ()

4800

CHT-N3¢% LS o4 (2.6)
CHT**" 2100

CHT-N33y 0,5 072 1 50
0,25 0,40 5100

3100
CHT-N30,40 (3:44)
CHT*" 2300
CHT-N:3% 0,5 0,67

(2,81)

Tableau 25 Degrés de substitution en azoture (DS(N3)) et masses molaires des oligo-
chitosanes azoturés synthétisés en milieu hydroalcoolique.

Les analyses IR-TF sont similaires a celles des chitosanes N-azoturés synthétisés en phase
aqueuse : on observe les signaux caractéristiques du chitosane et le signal des fonctions azoture
a2100cm™,

Les Mn mesurées par GPCqq des chitosanes N-azoturés synthétises avec 0,25 équivalent
sont plus élevées que celle du chitosane natif, et I’évolution des masses molaires avec le taux
de substitution est similaire a celle des lots de chitosanes N-azoturés synthétisés en phase

aqueuse.

Cependant les DS estimés par RMN H sont plus élevés que la valeur maximale théorique,
compte tenu du nombre d’équivalent d’azoture ajouté lors de la synthése. Une hypothese est
que la dialyse élimine préférentiellement les chaines de chitosane moins substituées augmentant
ainsi le DS estimé par RMN du copolymere resté a I’intérieur du boyau de dialyse. Le mode de
purification a donc été changé, la dialyse a été supprimée et le milieu réactionnel est précipité
deux fois dans du méthanol. Deux précipitations sont effectuées, car une seule purification ne
suffit pas a éliminer les sels résiduels (visibles en analyse IR-TF et RMN H).

Les lots synthétisés via ce protocole sont répertoriés dans le Tableau 26. Ces composes ont
été analysés par IR-TF, RMN 'H et GPCqq (Figure 83).

Le Tableau 26 présente les degrés de substitution en azoture DS(N3) obtenus par RMN H

(Figure 83a) ainsi que les masses molaires déterminées en GPC (Figure 83b) pour chaque lot

de chitosane azoturé en fonction de la quantité de 3-azodipropanal introduite au départ.

Les analyses IR-TF montrent les signaux caractéristiques du chitosane et le signal des

fonctions azoture a 2100cm?.
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Lot Olio-chit ilisa Equivalents DS (Ns)
ots 1gOo-chitosane utilise N
: 3-azidopropanal (RMN D:0) Mn [g/mol] (B)
CHT-N{7% 0,05 4% 4700 (3,0)
CHT-N3\¥ 0,1 17% 4100 (3,9)
CHT34OO
3800 0

CHT-Nsp 2 (B =35) 0,25 29% 3800 (4,6)
CHT-N:{% 0,5 57% 2300 (3,9)
CHT-N:J% 0,05 6% 3700 (3,0)
CHT-Ns3Y CHT!600 0,1 11% 2600 (2,5)
CHT-N;2 (B=34) 0,25 2% 4200 (4,1)

Tableau 26 Synthéses de chitosanes N-azoturés par amination réductrice purifiés par double
précipitation au méthanol

Les analyses par RMN ‘H montrent que les DS(Ns) des différents lots de chitosane N-

azoturé sont relativement bien corrélés aux nombres d’équivalents en 3-azidopropanal. Les

valeurs de DS(N3) sont néanmoins légérement supérieures aux valeurs théoriques maximales,

mais ces variations peuvent étre expliquées par I’incertitude sur les valeurs d’intégration des

signaux de RMN !H. Par conséquent, le protocole d’amination réductrice avec un traitement

par double précipitation permet de synthétiser des chitosanes N-azoturés avec un meilleur

controle du DS(Ns).
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Figure 83 Caractérisations des différents lots de chitosane N-azoturés purifiés par double
précipitation (a) RMN *H (D20, 300MHz) (b) GPCaq
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3.2 Thiolation du chitosane

L’introduction de fonctions thiol le long d’une chaine chitosane permet d’effectuer des
réactions de thiol-yne avec des composés propargylés. La thiol-yne permet de coupler deux
fonctions thiols (et donc deux chaines de chitosane) par fonction propargyle, contrairement a la
CuAAC qui ne permet de coupler qu’une seule fonction azoture (donc une seule chaine de
chitosane). D’autre part la thiol-yne ne nécessite pas de sels de cuivre qui sont des composés

toxiques et qui sont beaucoup plus difficiles a éliminer du chitosane que du dextrane.

Dans un premier temps, les méthodes de thiolation de la littérature ainsi que leurs
limitations sont exposées et dans un second temps est présenté le développement d’une nouvelle

méthode de thiolation du chitosane par amination réductrice.

3.2.1 Les methodes de thiolation de chitosane décrites dans la littérature.

Les méthodes de thiolation du chitosane consistent en une amidation des fonctions amine
du chitosane par une molécule comportant un thiol et un acide carboxylique. Un certain nombre
d’acides thiolés ont été utilisés comme 1’acide thioglycolique®®*'* ou la N-acétylcystéine!®®.
Croce et al.®” ont ainsi généré une bibliothéque de chitosanes thiolés obtenus a partir de
différents acides carboxyliques thiolés (Tableau 27). En plus des acides d’autres réactifs sont
reportés pour générer des chitosanes thiolés, comme le 2-iminothiolane!*® ou I’homocystéine-

thiolactone?®e,

Os_R - 5
OH Y “SH OH
OH
NH, HO \H — Thiolation par couplage acide - amine
L J O#
R-sH
NH,
OH fo) [ OH 7 ™~
o) S
-TO 0}
Hm/ -0
HO L —
NH, NH
L J L O i
/j\NHz
HS > Thiolation par ouverture de cycle
oH E>:NH2.CI [ oy ]
S
¢ ° 1 O
HO — 719
HO —
NH; NH
" HS® 8 2

Figure 84 Différentes voies de thiolation de chitosane reportées dans la littérature

- Les différentes réactions de thiolation sont illustrées dans la Figure 84. Dans les études

citées dans le Tableau 27, les thiols ont pour but d’améliorer les propriétés mucoadhesives du
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chitosane. Cependant les réactions de thiolation reportées presentent certaines limitations pour
effectuer des couplages thiol-yne sur les chitosanes ainsi thiolés :

- Il n’est pas possible de controler le DS en fonction du nombre d’équivalent en réactif.
Par exemple, dans 1’étude de Croce et al.*>” un excés de réactif thiolé est utilisé par rapport au
nombre de fonctions amine, mais les DS ne dépassent pas 4%.

- Pour effectuer une réaction de thiol-yne, il faut que chaque chaine de chitosane thiolé
ait au moins une fonction thiol. Or, si les oligo-chitosanes hydrosolubles (3000 g/mol au maxi-
mum, soit 18 unités) ont un DS de 4% une fois fonctionnalisé (DS maximal atteignable avec

ces méthodes), alors il y aura moins d’une unité glucosamine thiolée sur 18.

A cause de ces limitations, ces réactions ne seront pas exploitées pour la thiolation des oligo-
chitosanes. Une autre méthode de thiolation est développée qui consiste a fonctionnaliser les
oligomeres par un procédé d’amination réductrice similaire a celui développé pour synthétiser
les chitosanes N-azoturés. Dans un premier temps, le 3-oxopropylthioacétate (3-OPT), une
molécule bifonctionnelle aldéhyde-thiol (sous forme protégée en thioacétate), est synthétisee.
La protection des thiols en thioester permet d’éviter que les thiols ne réticulent sous forme de
ponts disulfure. Cette molécule est ensuite couplée sur les amines d’oligo-chitosanes par

amination réductrice.

3.2.2 Synthése du 3-oxopropylthioacétate
La premiére étape consiste a préparer le 3-oxopropylthioacétate (3-OPT)™*, par addition

1,4 de I’acide thioacétique sur de 1’acroléine (Figure 85).

(0]

Hj\/ s Hj\/\sj\

2h, Température ambiante

Figure 85 Synthese du 3-oxopropylthioacétate
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Référence

Chitosane natif

Structure du

chitosane thiolé

Quantification des thiols

Masse Nombre de moles pour 1g de
_ DDA , DS
molaire chitosane [pumol/g]
Kast et Bernkop- Non OH
o >85% 5-40 0,1-0,8%
Schniirch?3! indiquée o0 0
Geisberger et Non oM
o >85% at 160 - 173 3%
al.’® indiquée SH
OH
o o
g 158 3%
61"
"
Fernandes et al.*% 15kDa 87%
OH
o 0]
HO o 172 3%
NH,.CI
—
o 90,2 2%
§<\SH
—
B 186,7 3%
j\SH
OH
o]
RoA—~ 1441 3%
o
Hsj
——
157 4 0
Croce et al. 92kDa 93% %%/ 206,6 4%
HSj\
—
1 o)
aﬁﬁ/ 168,3 3%
O J
Q5‘&3»4
OH
O,
O
P 2537 4%
(Ysh
OH
(o]
‘3*00 > 254.6 4%
(Ysm

Tableau 27 Différents chitosanes N-thiolés reportées dans la littérature
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Figure 86 Caractérisations du 3-OPT (a) IR-TF (b) RMN H (CDCls, 300 MHz) (c) RMN
COSY (CDCls, 300 MHz)

Cette molécule a été caractérisée par IR-TF et RMN *H et COSY dans CDCl3

L’analyse par IR-TF montre la présence des deux fonctions thioester (1680cm™) et
aldéhyde (1720cm™) (Figure 86a).

Le spectre de RMN 'H (CDCls) permet d’identifier ’aldéhyde (9,73ppm), les deux
méthylénes du 3-OPT (3,10 et 2,79ppm) et le méthyle du thioacétate (2,32ppm) (Figure 86b).
Les deux méthylénes ont été différenciés par RMN COSY (Figure 86¢) : le méthylene a
2,79ppm est a coté de la fonction aldéhyde, car il est corrélé avec le signal a 9,73ppm, alors que

celui a 3,10ppm est a coté du thioester.

3.2.3 Synthése de chitosanes N-thioacétylés par amination reéductrice en milieu
hydroalcoolique

Le 3-OPT a été couplé sur les amines d’oligo-chitosanes par amination réductrice via un

protocole similaire a celui décrit précédemment pour I’azoturation en mélange hydroalcoolique.

Dans un premier temps, 1’amination réductrice a eté effectuée avec le protocole de Sashiwa et

al.1>3 évoqué précédemment (Figure 87).
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Figure 87 Synthése du chitosane N-thioacétylé

Le moyen de purification employé est une précipitation dans le méthanol suivie d’une

dialyse dans I’cau. Les différents lots de chitosane synthétisés ont été annotés ainsi :

CHT(SAc)),

- Y correspond & la masse molaire Mn du chitosane thioacétylé, déterminée par GPCagq.

- x correspond au degré de substitution en thioacétate, mesuré par RMN *H dans D20 via
le rapport d’intégrations entre le signal des méthyles du thioacétate (2,37ppm) et le signal des
méthyles des motifs N-acétylglucosamine du chitosane (Figure 88 et Figure 89c). Le DS(SACc)
a été calculé avec ces intégrales, car les signaux utilisés précédemment pour calculer les DS(N3)
sont superposés avec le pic d’eau résiduelle.

intégrale (-CHj3 thioacétate)
X
intégrale(-CH3 acétamide)

DS(SAc)=

1-

m
O)\CH3 Calcul du DS(SAc)
A4

Figure 88 Structure du chitosane N-thioacétylé

Pour effectuer ce calcul il faut que ’amination réductrice ne modifie pas le DDA du
chitosane N-thioacétylé. Or les aminations précédentes n’ont pas modifi¢ de maniere
significative le DDA. Par conséquent pour chaque thioacétylation, le DDA du chitosane N-
thioacétylé sera considéré inchangé par rapport a celui des oligoméeres non modifiés

correspondants.

Les premiers lots de chitosane N-thioacétylé présentent des problémes de solubilité en
milieu aqueux. Il est probable qu’au cours de I’amination réductrice, des fonctions thioester

s’hydrolysent et les thiols générés peuvent former des ponts disulfures, notamment en présence
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d’oxygene ambiant. Pour pallier ce probleme des cycles « vide—argon » ont été mis en place
afin d’¢éliminer le dioxygeéne dissous dans le milieu réactionnel. Les deux premiers lots de
chitosane N-thioacétylé ont été synthétises avec 0,5 et 1 équivalent en 3-OPT par rapport au
nombre de motifs glucosamine, afin de mettre en évidence la faisabilité du couplage du 3-OPT.
Les chitosanes substitués ont été caractérisés par IR-TF, GPCsq et RMN *H (Figure 89). Les

propriétés des composés obtenus sont récapitulées dans le Tableau 30.

Lots Mn du CHT natif (g/mol) | Equivalents en 3-OPT | DS (SAc) | M,

CHT(SAc) 4, 1 40% 600
1500

CHT(SAC), 05 34% | 1000

Tableau 28 Propriétés des chitosanes N-thioacétylés obtenus avec 0,5 et 1 équivalent de 3-
OPT

(b)
CHT(SAG Y

N

(a)

cHT(SA Y

W CHTISOO

3150

2150 1650 1150 650

J Ww j L/\JLJUJ@

|
X‘\ cHT(sA) Y
"‘W\____,_//\J‘\'*—us__.—r—j\\?ﬁ“w._lm )
thioacétate
2.38ppm

CH,
acétamide
2,05ppm

3650 2650

Flgure 89 Analyses de chitosanes N- thloacetyles obtenus avec O 5etl eduwalent de 3-OPT
(a) IR-TF (b) GPCaq (c) RMN *H (D20; 300MHz) (d) RMN COSY de CHT-SAc,’s{ (D20,
300MHz)

Les deux lots ont des spectres IR-TF similaires (Figure 89a). En plus des signaux propres

au chitosane, un signal a 1680cm™ apparait qui correspond aux fonctions thioester formées.
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Cependant, I’IR-TF ne permet pas de quantifier le taux de fonctions thioester couplées sur les

chaines de chitosane.

Les analyses par GPCyq (Figure 89b) montrent que les masses molaires des chitosanes
thioacétylés dérivés du lot CHT® sont plus faibles (600 et 1000 g/mol) que celle du chitosane
natif (1500 g/mol). Les conditions d’amination réductrice utilisées (nombre d’équivalents en 3-

OPT notamment) provoquent une diminution des masses molaires des chitosanes.

Les spectres de RMN *H (Figure 89c) montrent la présence des pics du chitosane, d’un pic
a 2,37ppm (méthyle de la fonction thioester) et de trois pics a 2,93, 2,59 et 1,83 ppm qui

correspondent aux trois méthylénes reliant la fonction thioester a I’amine du chitosane. Les trois

méthylénes ont été mis en évidence par RMN COSY sur le lot CHT(SAc),%, (Figure 89d ou

les corrélations entre les 3 méthylenes sont indiquées).

Ces réactions montrent qu’il est possible de coupler des fonctions thioester par amination

réductrice sur une chaine de chitosane. Cependant, les DS(SAc) sont inférieurs aux valeurs

théoriques : pour CHT(SAc), 3, 34% au lieu de 50% et pour CHT(SAc); y, 40% au lieu de

100% mais les taux de substitution obtenus sont bien supérieurs a ceux obtenus par les méthodes

de la littérature.

Afin d’obtenir un meilleur contrdle des taux de substitution, des réactions avec de plus
faibles équivalents d’OPT (0,1 et 0,25) ont été réalisées. Les propriétés de ces chitosanes N-

thioacétylés sont reportées dans le Tableau 29.

. ] Equivalents en 3- DS .
Lots M, CHT natif (g/mol) M, (g/mol)
OPT (SAC)
CHT(SAC)) 5 3000 0,25 29% 760
CHT(SA<) ), 3000 0,1 11% 860
CHT(SAc); 1600 0.1 12% 760
CHT(SAc); s 1600 0,1 13% 900

Tableau 29 Propriétés des chitosanes N-thioacétylés obtenus avec 0,1 et 0,25 équivalent de 3-
OPT

Les différents lots ont été caractérisés par IR-TF (Figure 90a). Contrairement aux lots
préparés avec 0,5 et 1 équivalent en 3-OPT, le pic du thioester n’est pas visible & 1680 cm™ car
il est masqué par le signal de 1’acétamide & proximité (1640cm™). La présence du thioester est

confirmée par les analyses RMN *H suivantes.
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Les spectres de RMN H montrent les signaux caractéristiques du chitosane et du méthyle
du thioester & 2,37ppm (Figure 90b), les DS(SAc) présentent ici une bonne corrélation avec le
nombre d’équivalents en 3-OPT. Un bon contréle des DS(SAc) est donc possible jusqu’a 0,25

équivalent.

Les analyses par GPCqq (Figure 90c) indiquent une diminution des masses molaires des
chitosanes N-thioacétylés (760 a 900 g/mol) par rapport a celles des oligo-chitosanes
natifs (1600 et 3000 g/mol). L’amination réductrice provoque donc invariablement une
diminution des masses molaires du chitosane, indépendamment du nombre d’équivalents en 3-
OPT. Cette évolution des masses molaires est différente de celle constatée lors des réactions

d’azoturation.

(a) b
CHT( SA0)8’6209 CH; thioester
760
HT(SA
CHT(SA)GS) LJUL@ | ) | CHT(SAC)) 79

—

\

Pas de thioester visible
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=32

_
e A femsnoit
Jdm J%EHT(SAC)S?PZ

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650 30 26

5 4.6 42 38 3.4
(c)

CHT(SAc)}%Y
CHT(SA0)§
760

0 10 20 30 40 50 60

Figure 90 Analyses de chitosane thioacétylés obtenus avec 0,1 et 0,25 équivalent de 3-OPT
(a) IR-TF (b) RMN *H (D20; 300MHz) (¢) GPCayq

Pour conclure, les syntheses de chitosanes N-thioacétylés par amination réductrice
permettent le contréle du DS(SAc) en fonction du nombre d’équivalents en 3-OPT, a condition
de cibler des DS(SAC) inférieurs ou égaux a 25% (soit 0,25 équivalent en aldéhyde). Ces valeurs
de DS(SAc) permettent d’obtenir des oligo-chitosanes avec une fonction thioester par chaine
de chitosane dans le cas de lot synthétisé avec 0,25 equivalent en aldéhyde. Dans le cas des lots

a 0,1 equivalent, environ une chaine de chitosane sur deux est fonctionnalisée. Ce résultat est
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inférieur a celui souhaité (une fonction par chaine) mais les chaines de chitosane non substitué
ne posant pas de probléme pour la réaction de thiol-yne, ces lots de chitosanes N-thioacétylés
ont été utilisés pour préparer des copolymeres. Notons qu’il sera nécessaire d’hydrolyser les

fonctions thioester en thiols pour réaliser la thiol-yne.

4 Synthéses des copolyméres PCL-g-CHT par réactions de chimie « Clic »
4.1 Syntheses des copolymeres PCL-g-CHT par CUAAC

Les réactions de CUAAC ont été largement décrites pour la synthese de copolymeéres par
greffage « onto »®3133152159.160 | @ protocole utilisé pour coupler le chitosane azoturé a la PCL-
yne s’inspire du protocole de E1 Habnouni et al.>® Cette synthése est effectuée dans le DMSO,
le catalyseur utilisé est du cuivre (I) complexé avec un ligand PMDETA (Figure 91). Plusieurs
parametres ont été testés pour optimiser la réaction de greffage : le nombre d’équivalents en
azoture, le DS(-C=CH) de la PCL-yne et le DS(N3) du chitosane N-azoturé.

{ NH || H
CuBr, PMDETA
DMSO, 40°C, 2.5days
0} 3 cycles vacuum-argon
HO N
NH %o N
NH N

0
o
0)%’75
0
.

Figure 91 Synthese de PCL-g-CHT par CuAAC

4.1.1 Premiéres synthéses : risques de réticulation

Les premiéres réactions ont été effectuées avec des rapports azoture/propargyle de 1,5 et
1,8. Cet exces a été choisi pour que I’ensemble des fonctions propargyle de la PCL puissent
réagir. Les lots sont synthétisés avec les oligo-chitosanes azoturés fonctionnalisés en milieu
aqueux. En fin de réaction, la formation d’un précipité est constatée. Les composés ont été
ensuite purifiés par dialyse (MWCO 6~8kDa) contre une solution d’acide acétique (pH4) puis

contre de I’eau. Les paramétres des deux lots de copolyméres sont reportés dans le Tableau 30.

. Nombre d’équivalents
Lot copolymére Lot PCL-yne Lot CHT-Ns
Ns/Propargyl
PCL-g-CHT 1 PCLyne} s CHT-N;3¥" 18
PCL-g-CHT 2 PCLyne, " CHT-Ng'5y 15

Tableau 30 Parameétres des réactions de CUAAC donnant des composés insolubles
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Ces premiers greffages ont donné des composés insolubles dans 1’eau, le DMSO, le DMF
et le CHCIs. Par conséquent, la seule analyse effectuée est I’IR-TF (Figure 96). Les spectres
des deux lots de PCL-g-CHT montrent la présence des signaux du chitosane et de la PCL, mais
I’analyse ne permet pas de dire s’il s’agit d’un copolymeére et/ou d’un mélange

d’homopolymeéres. On note aussi la présence du pic de I’azoture qui a été mis en exces.

PCL-g-CHT lot 2

PCL-g-CHT lot 1

Azoture résiduel aprés
le couplage par
CudAC

Azoture résiduel apres
le couplage par
CudAC

3650 2650 1650 650 3650 2650 1650 650
Figure 92 IR-TF des copolymeres PCL-g-CHT insolubles, comparaison avec les CHT-N3
correspondants

La formation du précipité peut étre expliquée parce qu’avec des rapports azoture/propargyle de

1,5et 1,8, les chaines d’homopolyméres réticulent entre elles (Figure 93).

v-QO OOﬁ A
SO Y™ CUAAC N
/‘\/’\/'\O GG'O .3 N N.
é\ %K 000000000 C_D
PCLy
CHT(N,)

Structure copolymére réticulée

Figure 93 Réticulations lors du couplage par CUAAC

Afin d’¢éviter ces réticulations, la solution envisagée est d’utiliser un gros exces d’azoture
par rapport au propargyle afin d’augmenter la probabilité que chaque fonction propargyle
réagisse avec un azoture venant d’une chaine de chitosane azoturé différente et ainsi favoriser
la formation de copolymeéres greffés « inverses » PCL-g-CHT plutdt que de structures réticulées
(Figure 94a).
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Figure 94 Structures théoriques obtenues par CUAAC entre une PCLyne et un CHT-N3 ()
réaction avec un exces d’azoture (b) réaction avec un exces d’alcyne

Dans le cas ou un exces de propargyle est utilisé par rapport aux fonctions azoture (Figure
94b), les structures formées se rapprochent de structures copolymeres greffées « classiques »
CHT-g-PCL (Figure 108b). Dit autrement, en fonction du rapport azoture/propargyle on peut
théoriquement obtenir des structures « inverses », « classiques » ou des réticulations. Les
copolymeéres suivants ont été préparés avec un grand exces d’azoture par rapport au propargyle.
Ces copolymeéres sont annotés de la fagon suivante :

X
PCL-g-CHT,
X: masse molaire du copolymére (en g/mol) mesurée par GPCqq.

Avec :

v : balance hydrophile/lipophile (BHL) du copolymere : rapport des unités
glucosamine sur les unités hydroxycaproique. Cette BHL est calculée a partir de I’analyse RMN

'H dans le DMSOds du copolymére selon la relation suivante :

1 . intégrale (-CHj3 acétamide 1,82ppm)
3*(1-DDA) intégrale (-CHz- PCL 2,27ppm)

BHL=
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Un exemple de RMN 'H dans le DMSOds d’un copolymére PCL-g-CHT est illustré dans la
Figure 95 ci-dessous. Comme dans le cas des copolymeres de PCL-g-DEX, il n’y a pas de signal

correspondant aux protons des cycles triazole qui soit observable.
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ag] =) [2g] un ol N oo i (=)}
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Figure 95 RMN-1H d'un copolymere PCL-g-CHT (DMSOd6, 300MH?z)
Les produits obtenus sont solubles dans le DMSO. L’influence de deux paramétres sur les
propriétés des copolymeres, les valeurs de DS(N3) des chitosanes N-azoturés et le rapport

molaire azoture/propargyle est étudiée.

Les copolymeéres PCL-g-CHT synthétisés a partir de chitosanes N-azoturés avec différents
DS(N3) (5%, 13% et 28%) sont reportés dans le Tableau 31. Ces lots ont été synthétisés avec la

méme PCLyne et avec des chitosanes de Mn relativement proches.

. Equivalents BHL maximale
Lots de copolymere PCLyne Lot de CHT-N3 BHL o Mn (g/mol)
N3 /C=CH théorique®
PCL_g_CHTz";’: CHT-N#3% 1,40 1,48 3900
PCL-g-CHT;),; PCLynel" 10 CHT-N33*% 2,02 1,04 5900
PCL-g-CHT; ’ 6070 CHT- Njg’c?0050 2,67 1,78 1100

2 Calcul détaillé ci-dessous
Tableau 31 Propriétés des copolyméres en fonction du DS(N3) des chitosanes N-azoturés

La BHL maximale théorique a été calculée en considérant que pour chaque fonction

propargyle il y a une chaine de chitosane couplée et une seule.
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n(alcyne/chaine PCL-yne) * Dp(CHT-N3)

BHL maximale théorique = Dp (PCL-yne)

Les valeurs de BHL mesurées par RMN (Figure 96a) sont supérieures ou égales aux valeurs
théoriques calculées. Cela signifie qu’il reste du chitosane non-greffé en fin de réaction, qui n’a

pas été éliminé par la dialyse. Par conséquent, les BHL déterminées par RMN sont estimées par
eXCes.
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Figure 96 Caractérisations des copolymeres PCL-g-CHT préparés a partir de CHT-Nz avec
différents DS(N3) (a) RMN *H (DMSOds, 300MHz)(b) IR-TF (¢) GPCaq

Plus les DS(N3) augmentent, plus les BHL diminuent ce qui peut paraitre étonnant. Mais

pour avoir un rapport azoture/propargyle = 10 il faut mettre en réaction un nombre de chaines
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de chitosane qui dépend de DS(Ns) : Plus DS(Ns) est élevé, plus le nombre de chaines de
chitosane est faible. Pour cette raison, il peut étre intéressant d’utiliser des chitosanes trés
substitués (29%) afin d’éviter la présence d’une quantité trop élevée de chitosane par rapport a
la quantit¢ de PCL. Mais le risque est alors qu'une méme chaine de chitosane réagisse sur

plusieurs fonctions propargyle d’une méme chaine de PCL.

D’autre part, il est connu qu’en RMN les parties hydrophiles et hydrophobes d’un
copolymere amphiphile ne sont pas détectées de la méme maniere selon le solvant utilisé : un
solvant hydrophobe privilégiera la partie hydrophobe. Afin de vérifier la réponse des signaux
de RMN, des mélanges en quantités connues de PCLyne et de chitosane-N3 ont été analysés par
RMN (Tableau 32).

1 motif glucosamine 1 motif glucosamine 3 motifs glucosamine

Mélanges
3 motifs caprolactone 1 motif caprolactone 1 motif caprolactone
BHL théorique 0,33 1 3
BHL mesurée via RMN

0,15 0,44 1,04
1H dans le DMSOd6

Tableau 32 Comparaison des BHL théoriques et des BHL mesurées par RMN a partir de
melanges de PCLyne et de chitosane-Ns

Les valeurs des « BHL » des mélanges mesurées dans le DMSO sont plus faibles que les
valeurs réelles, d’un facteur Frvn compris entre 2.2 et 2.9. Il faut donc tenir compte de ce

facteur dans les calculs de BHL : BHL réelle= Frmun*BHL rMN DMSO)

En utilisant la valeur moyenne 2,3 pour Frwn, les valeurs des BHL des produits du Tableau

33 sont modifiées:

Lots de BHL (RMN BHL réelle
copolymeres DMSOd6)
PCL-g-CHTff0 1,40 3,18
PCL-g-CHT; " 2,02 4,59
PCL-g-CHT;:sO0 2,67 6,06

Tableau 33 BHL réelles des lots de copolymeéres PCL-g-CHT

Les composés contiennent donc majoritairement du chitosane par suite de 1’excés de
fonctions azoture. Cependant la RMN ne permet pas de savoir si le chitosane est effectivement
greffé a la PCL. Contrairement aux copolyméres PCL-g-DEX étudiés précédemment, les
solutions de copolymeéres dans le DMSQOds sont trop visqueuses pour permettre d’effectuer une

analyse DOSY. Ce phénomene n’est pas constaté¢ sur des mélanges d’homopolymeres
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chitosane-N3 et PCLyne. Cela indique que la viscosité des solutions ne vient pas des
homopolymeres (en cas d’absence de couplage) et qu’elle est due a la présence de copolymere,
dont la proportion de ne peut étre quantifiable par RMN DOSY dans le DMSO.

Les analyses IR-TF (Figure 96b) montrent la présence des signaux de chitosane et de PCL
dans chaque lot de composé. La présence d’azoture résiduel est visible 4 2100cm™ (azotures en
exces). Cependant les composés syntheétisés sont hydrosolubles, aucun précipité ne se forme
dans I’eau bien que toutes les analyses montrent la présence de chaines de PCL. Ces
observations vont dans le sens de la formation dun copolymére amphiphile, car s’il reste de la

PCL non greffée, elle précipite dans 1’eau.

Les analyses par GPCqq (Figure 96¢) des chitosanes azoturés et des copolymeéres n’ont pas

pu étre faites avec les mémes calibrations a base de pullulanes (mis a part le

lot PCL-g-CHT; ). Pour cette raison, seuls les temps de rétention seront comparés, mais dans

certains cas la présence de pics non identifiés (tr = 24,60 min ou tr = 32,60 min) ne permet pas
de tirer des conclusions claires. Dans le DMF les copolyméres ne sont pas solubles et n’ont
donc pas pu étre analysés comme les copolymeres de PCL-g-DEX étudiés dans le chapitre 2.
Rappelons que ces copolymeres sont synthétisés avec un exces de chitosane (insoluble dans le
DMF) par rapport a la PCL, il n’est donc pas surprenant que les composés obtenus ne soient

pas totalement solubles dans le DMF.

Pour conclure, les copolymeres PCL-g-CHT synthétisés a partir de chitosane avec
différents DS(N3) sont hydrosolubles bien que contenant de la PCL. Leur comportement (rayon
hydrodynamique notamment) est voisin de celui du chitosane, ce qui explique la difficulté a
séparer le chitosane résiduel du copolymere par dialyse.

4.1.2 Etude de Iinfluence du nombre d’équivalents N3/-C=CH sur les propriétés des
copolymeéres

Le Tableau 34 reporte les BHL et les masses molaires des copolymeres PCL-g-CHT

synthétisés a partir de différents rapports Na/-C=CH a partir de la méme PCL-yne et avec des

chitosanes de Mn relativement proches.
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BHL

Lots de Equivalent Lot de BHL ) Mn
. PCL-yne BHL | maximale
copolymere N3z /C=CH CHT-N3 | (RMN) | | oo (g/mol)
réelle | théorique
PCL-g-CHT?" 5 2,25 5,11 1,08 4300

2,25
900
PCL-g-CHT,}j | PCL-yne(Naph)2/"® | 05

PCL-g-CHT'? 005 | CHT-Ng® | ND | ND 011 ND
Tableau 34 Propriétés des copolymeres en fonction du nombre d’équivalents N3/C=CH

3700
CHT-Nsoos [ 144 | 327 | 108 3900

Dans le cas du lot PCL-g-CHTZ>, une dialyse de contrdle a été effectuée sur des oligo-

chitosanes azoturés dans les mémes conditions que le milieu réactionnel en fin de couplage. La
proportion de chitosane résiduel a été estimée a 8%. La dialyse permet donc d’éliminer la
majorité du chitosane non-greffé. Cependant ce résultat ne peut pas étre généralisé a I’ensemble
des réactions, car différents parameétres different au cours de la CUAAC, comme la quantité et

le lot de chitosane N-azoturé utilisé.

L’analyse par RMN H des copolyméres (Figure 97a) permet de déterminer leur BHL.

Celle-ci diminue quand le nombre d’équivalents N3/C=CH diminue. Dans le cas du
lot PCL-g-CHTEg, la BHL n’a pas été déterminée, car les signaux caractéristiques du chitosane

sont absents du spectre de RMN (les signaux de la PCL sont les seuls visibles).

Les analyses IR-TF (Figure 97b) indiquent la présence de PCL et de chitosane dans les
lots préparés avec un rapport N3/C=CH =5 et 0,5. L absence de fonction azoture résiduelle est
a noter dans le cas du lot préparé avec 0,5 équivalent en azoture. Un lot préparé avec 0,05
équivalent en azoture ne présente que des signaux de PCL, il contient trop peu de chitosane

pour que ce dernier soit détectable.

Les analyses de GPCyq (Figure 97c) montrent que les masses molaires des copolymeres

PCL-g-CHT})Y et PCL-g-CHT;",, ne sont pas supérieures a celle du chitosane N-azoturé

utilisés pour les synthétiser. Le lot PCL-g-CHTY[) est non hydrosoluble et n’a donc pas été

analysé par GPCag.
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Figure 97 Caractérisations des copolymeres PCL-g-CHT préparés a partir de différents
équivalents N3/C=CH (a) RMN 'H (DMSQds, 300MHz)(b) infrarouge (c) GPCaq

Pour conclure, Il est difficile de caractériser de maniére non ambigué les copolymeéres.
Cependant certaines caractéristiques peuvent étre estimées. On note que plus le rapport
N3/C=CH augmente, plus la BHL du copolymére augmente. Lorsque N3/C=CH < 1, il n’y a pas
d’azoture résiduel sur le copolymere et pour N3/C=CH = 0,05 le copolymere obtenu est non

hydrosoluble et il n’est pas possible d’estimer sa BHL.

Comme dans le cas des copolymeéres a base de dextrane, pour des applications biomédicales
la présence de sels toxiques de cuivre est a éviter. Mais, contrairement au dextrane, le chitosane

est un trés bon chélatant des ions cuivre®:162 et il n’est pas possible d’éliminer le cuivre par
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dialyse des copolyméres contre de 1’eau distillée comme dans le cas des copolyméres PCL-g-

DEX.

4.1.3 Elimination du cuivre résiduel des copolymeéres PCL-g-CHT

Plusieurs méthodes d’élimination du cuivre ont été testées :

- La premiere méthode consiste a traiter une solution aqueuse de copolymeére par une ré-
sine Dowex MSC-1 marathon possédant des fonctions acide sulfonique qui complexent les ions

cuivreux!e?

. Mais le traitement d’un copolymeére avec cette résine acide peut le dégrader.
- La seconde méthode consiste a laver une suspension de copolymere dans un volume
d’EDTA (0,1M, pH 8), chélatant du cuivre qui a été décrit pour éliminer le cuivre résiduel dans

une réaction de CUAAC impliquant du chitosane.9:164-166

Dans les deux cas, il reste du cuivre résiduel dans les copolymeres comme le montrent les

analyses ICP-MS reportées dans le Tableau 35:

Méthode de . ) )
o Lot de copolymeres Concentration en cuivre? (ppm)
purification
200 Avant traitement 1251
Dowex MSC-1 PCL-g-CHT —

’ Apres traitement 146
EDTA 6100 Avant traitement 613
PCL-g-CHT) , Apres traitement 152

& déterminée par ICP-MS
Tableau 35 Essais d’élimination du cuivre lors de la purification des copolyméres
Ces différents protocoles de purification ont permis de diminuer la quantité de cuivre
résiduel, sans 1’¢éliminer totalement. Des tests de cytotoxicité seront nécessaires pour vérifier si
les quantités de cuivre résiduel sont rédhibitoires pour des études biologiques sur les nano-
objets. En revanche, la présence de cuivre résiduel n’influence pas les propriétés physico-

chimiques des nano-objets qui seront caractérises par des analyses de DLS présentées plus loin.

4.2 Syntheses de copolymeres PCL-g-CHT par couplage thiol-yne

Comme indiqué précédemment I’intérét de la voie thiol-yne est de greffer deux chaines de
chitosane par fonction alcyne, contre une seule avec la CUAAC. Nous avons montré qu’il est
trés difficile d’enlever le cuivre résiduel des copolymeéres, et le couplage thiol-yne ne nécessite

pas de catalyseur au cuivre.
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La réaction de thiol-yne nécessite 1’hydrolyse des fonctions thioester du chitosane en thiols.
Dans un premier temps la mise au point d’une méthode de déprotection en solution dans le
DMSO est discutée. Le DMSO est utilisé pour la déprotection et pour la réaction thiol-yne en
« one-pot » afin d’éviter autant que possible la réticulation des chaines de chitosane thiolé par
formation de ponts disulfure. Dans un second temps, les synthéses de copolymeéres PCL-g-CHT

par thiol-yne sont détaillées.

4.2.1 Hydrolyse basique des thioesters

Cette déprotection a été effectuée sur CHT(SAc),*, dans un mélange DMSO/ H20 (5/1 ;

v/v) par hydrolyse en présence de soude (12 équivalents par rapport aux thioesters), en présence
de TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) (1mL de solution a 0,5M, pH 7,0) un agent réducteur

permettant d’éviter la formation des ponts disulfure (Figure 98).

OH NaOHaq OH
o o OH TCEP, DMSO o OH OH
Hto o sous argon
RO o0 R 0 T L "% o ° R 0
NH NH,| [HO OH 6h RT NH N, |FO OH
J—/ X NH 2h 50°C J—/ X NH
AcS y o] HS y o
n n

Figure 98 Hydrolyse basique du chitosane thioacétylé

L’hydrolyse des thioesters a été suivie par RMN 'H dans le DMSO jusqu’a la disparition
du pic du méthyle du thioester a 2,38ppm (Figure 99) qui survient au bout de 6h ou la
déprotection est donc supposée totale. Par conséquent, le couplage thiol-yne sera lancé en « one

pot » apres 6h de déprotection.
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Figure 99 Superposition en RMN *H du chitosane N-thioacétylé avant et aprés 6h de
déprotection (D20, 300MHz)

4.2.2 Couplage thiol-yne

La méthode de thiol-yne utilisée pour coupler les chitosanes N-thiolés (déprotégés) sur des
chaines de PCLyne est basée sur le protocole de Al Samad et al.%® Suite a la déprotection des
thioesters du chitosane, la PCLyne et un photo-amorceur (DMPA :2,2-dimethoxy-2-
phenylacetophenone) sont ajoutés au milieu réactionnel (Figure 100). Lors de I’ajout de la
PCLyne, une partie de cette derniére forme un précipité par suite de la présence d’eau dans le

milieu réactionnel. Puis la solution est irradiée sous UV pendant deux heures a 100 m\W/cm?,

=z
o
H{O OH
o OH o
) W o H o oH
a b
o o 0
OH OH HO. o)
OH OH N
; o o OH ° o OH PCLyne NH J[HO NH oH
910 %0 o o NaOH, TCEPag, DMSO | HTQ %0 o o x Y )\ m
NH NH,||HO OH 0. on = NH NH,|| HO OH ° o
NH °C, 6h sous argon NH S
o )\ Abri lumiére )\ ooMr\?l
{ y - < ~ Y o m O ©  2nRT /\/\s
o
o O NaOH, TCEPag, DMSO Chitosane’ H{O OMOH
o
a b

s~< o SH
PCL-g-CHT

Chitosane thioacétylé Chitosane
thiolé

Figure 100 Déprotection des thioesters et couplage thiol-yne « one pot » entre le chitosane
thiolé et la PCLyne(Naph)
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Un premier test a té effectué avec CHT(SAc);"; et PCLyne(Naph); 1" avec 0,5 équivalent

de thiol par fonction propargyle en supposant que la totalité des thioesters est déprotégée sous
forme de thiol lors de la premiére étape. En fin de réaction le milieu réactionnel est centrifuge
et deux solides ont été obtenus : un précipité jaune présentant a la fois des chaines de PCL et
de chitosane, et un solide noir en suspension composé uniquement de PCL. Ces deux solides
ont été seéchés et le filtrat évaporé. Les trois « phases » sont illustrées dans la Figure 101.

0 R Solide en suspension = PCLy,.(Naph) insoluble
v
<«1— Filtrat

\ﬁ Précipité = Mélange de chitosane et de PCL

Figure 101 Aspect du milieu réactionnel suite au couplage thiol-yne aprés centrifugation

Les 3 parties du composé ont été analysees par IR-TF, RMN 1H (DMSOQOds) et GPC(DMF).

Les analyses du filtrat sec ne montrent pas de présence de chaines de PCL et de chitosane.
Seuls les signaux du DMPA et du TCEP sont visibles en infrarouge et RMN 'H (DMSOds). Par

conséquent cette partie du composé a été écartée (analyses non représentées).

Les analyses IR-TF du précipité jaune et du solide noir montrent la présence des chaines
polymeéres. En se référant aux hauteurs des pics on constate qu’il y a plus de PCL que de
chitosane dans le cas du solide noir, alors que c’est I’inverse dans le précipité jaune (Figure
102a). Notons que lorsque les échantillons sont solubilisés dans du DMSQOds, une partie des
deux composés (précipité jaune et solide noir) est restée insoluble. Les analyses de RMN ne
portent donc que sur la partie soluble. Dans le précipité noir, seuls les signaux de la PCL sont
visibles, tandis que les signaux des deux homopolymeéres sont présents dans le précipité jaune.
Cependant, il n’a pas pu étre possible de déterminer la BHL du précipité jaune (tout du moins
de la partie soluble) a partir de la RMN, car le signal du CHz acétamide est masqué par les pics
de TCEP résiduel vers 2,0 ppm (Figure 102b).

Ce précipite a été analyse par GPC(DMF) et comparé avec la PCLyne utilisée pour effectuer
la réaction de thiol-yne (Figure 102c). Il n’est que partiellement soluble dans le DMF et donc

seule la partie soluble est analysée. Le copolymére a un temps de rétention plus faible (tr = 14
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min) que celui de la PCLyre (tr = 16,5 minutes) ce qui montre la formation du copolymére PCL-
g-CHT.

a) .

b) H “\

récipité jaune

TCEP résiduel
Solide noir

B

]

Y 8 \ DU
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27000 | \ \
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Figure 102 Analyse du premier lot de copolymeres PCL-g-CHT synthétisé par thiol-yne
(a) infra rouge (b) RMN (DMSOds, 300MHz) (c) GPC (DMF)

Cette premiére réaction thiol-yne a donc fonctionné, il y a formation de copolymére, mais
le protocole de purification du copolymeére est a améliorer. De nouveaux lots de composés ont

¢été synthétisés et purifiés par dialyse (MWCO 1kDa) contre de I’eau afin d’éliminer notamment

le TCEP. Deux lots ont été synthétisés a partir de PCLyn(Naph); | et de CHT(SAc), 3 avec

0,5 équivalent en dérivé soufré (thioacétate et thiol) par rapport aux alcynes, en suivant le méme
protocole. Seule la proportion des solvants a été changée (DMSO/H,0 = 10/1 au lieu de 5/1 ;
v/v) afin d’étre dans des conditions plus favorables a la solubilisation de la PCLyne. Malgré cela
une partie de la PCLyne précipite quand méme. La totalité du milieu réactionnel (filtrat et les
deux précipités) a eté dialysée contre de 1’eau. Dés que les composés sont en milieu aqueux,
une partie a précipité dans le tube de dialyse. Le contenu du tube de dialyse est centrifugé, le
filtrat lyophilisé et le précipité séché. Les propriétés des produits obtenus sont reportées dans le
Tableau 36:
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Lots BHL (RMN DMSOds) Temps de rétention [min] (GPCaq)
Lot 1 (partie hydrosoluble) 1,44 35,38
. ND (seule la PCL est visible en ]
Lot 1 (partie non hydrosoluble) RMN) ND (insoluble en phase aqueuse)
Lot 2 (partie hydrosoluble) 0,60 34,38
. ND (que de la PCL de visible en ]
Lot 2 (partie non hydrosoluble) RMN) ND (insoluble en phase aqueuse)

Tableau 36 Propriétés des lots de PCL-g-CHT préparés par thiol-yne, aprés dialyse

L’analyse IR-TF des composes (Figure 103a) montre que les produits hydrosolubles
contiennent de la PCL, ce qui montre la formation de copolymeére. Les produits non

hydrosolubles ne contiennent que de la PCL, probablement de la PCLyne n’ayant pas réagi.

Les analyses de RMN H dans le DMSQds (cf. Figure 103b) montrent la présence de TCEP
résiduel a 1,9 ppm, malgré le traitement par dialyse. Cependant le signal des méthyles des

fonctions acétamide est visible, ce qui permet d’estimer la BHL des copolymeres.

Les analyses par GPCaq et GPC(DMF) non représentés ne donnent pas des résultats clairs.
On ne constate pas d’augmentation de masse molaire par rapport a la PCLyne et les temps de
rétention GPCaq sont voisins de celui du chitosane N-thioacétylé utilisé pour les synthétiser
(Figure 103c).

Ces analyses vont dans le sens de la formation d’un copolymeére PCL-g-CHT, notamment
parce que la partie hydrosoluble de ces lots contiennent de la PCL. Cependant, les GPC ne

permettent pas de statuer définitivement sur la formation effective de copolymeére.
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Figure 103 Caractérisations des lots de PCL-g-CHT synthétisés par thiol-yne et dialysés
(a) infrarouge (b) RMN (DMSOds, 300MHz)

5 Préparation et analyse de nano-objets a base de PCL-g-CHT

Malgreé les difficultés de caractérisation et d’analyse des copolymeres PCL-g-CHT, des
nano-objets ont été préparés par deux méthodes, la nanoprécipitation (comme dans le cas des

copolymeéres PCL-g-DEX) et la dissolution directe.

Dans la nanoprécipitation le copolymere est solubilisé dans du DMSO, puis un volume
d’eau distillée est ajouté (DMSO/H20 ; 1/9 ; v/v) a un débit constant de 1mL/min. Des nano-

objets sont formés et dialysés contre de 1’eau pour éliminer le DMSO, puis lyophilisés.

La dissolution directe consiste a mettre en solution aqueuse un copolymeére qui s’auto-
assemble en nano-objets. Pour cela il est necessaire que le produit soit hydrosoluble, ce qui est

le cas de PCL-g-CHT??A‘O qui est mis en solution dans de I’eau distillée puis agité avec un
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Ultraturax (11 000 rpm) afin de créer une émulsion qui sera ensuite lyophilisée. Les nano-objets

préparés ont été analysés par DLS en milieu aqueux (tampon PBS, pH 7,4). (Figure 104).

185nm 168nm

PCL-g-CHTY ) PCL-g-CHT{ )
Nanoprecipitation Dissolution directe
PdI: 0,365 Pdl: 0,208
0.1 1 10 100 1000 10000 g1 1 10 100 1000 10000
Taille [nm] Taille [nm]

Figure 104 Analyses DLS des nano-objets a base de copolymére PCL-g-CHT

Cette étude montre que les deux méthodes permettent de former des nano-objets dans le
PBS. On obtient des systemes monodisperses de diamétre 185 nm par nanoprécipitation et de
168 nm par dissolution directe.

6 Conclusion

Dans ce chapitre, des copolymeres PCL-g-CHT ont été synthétisés afin de préparer des
nano-objets d’intérét pour des applications en libération de principe actif. D’un point de vue
chimique, la différence avec le dextrane provient des fonctions amine dans la chaine du
chitosane qui vont permettre la réalisation de nouvelles réactions. Les fonctions amine des

oligo-chitosanes ont notamment permis le greffage d’un agent de ciblage, le mannose squarate.

Ces oligo-chitosanes ont été fonctionnalisés par amination réductrice afin d’obtenir des
chitosanes N-azoturés ou N-thioacétylés pour effectuer des réactions « clic » CUAAC et thiol-
yne. Dans les deux cas des réactions de chimie « clic » sur la PCL-yne ont permis d’obtenir des
copolymeres PCL-g-CHT. Les réactions d’amination réductrice permettent en outre de
contréler le degré de substitution le long des chaines de chitosane en fonction des proportions
des réactifs. Ces chitosanes N-azoturés ont été couplés par CUAAC. Les propriétés des
copolymeéres et notamment la BHL sont dépendantes du taux d’azoturation du chitosane utilisé
pendant le couplage et du rapport N3/-C=CH. D’une manié¢re générale il est difficile de séparer
le chitosane résiduel du copolymeére PCL-g-CHT, ce qui rend difficile la détermination de la
BHL. De plus, le chitosane étant un bon chélatant du cuivre, il est difficile d’éliminer la totalité

du cuivre résiduel. Pour éviter ce probléme des PCL-g-CHT ont été préparés par couplage de
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chitosanes N-thiolés sur la PCL-yne (réaction thiol-yne) en 1’absence de cuivre. Des nano-
objets ont été preparés par dissolution directe et par nanoprécipitation.

Faute de temps, I’optimisation des réactions de synthése, les purifications et les études
physico-chimiques et biologiques des nanoobjets n’ont pu étre menées a bien dans le cadre de

cette these et devraient pouvoir étre menées ultérieurement.
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Conclusion générale

Le cancer représente a 1’heure actuelle un enjeu majeur pour la médecine car il est la
premiére cause de mortalité en France. De nombreuses thérapies ont été développées depuis
plusieurs années et la plus universelle est la chimiothérapie qui vise a la délivrance d’une

substance toxique sur les cellules cancéreuses afin de les tuer.

Les principaux agents anticancéreux sont des composés hydrophobes dont 1’administration
dans le flux sanguin est trés difficile a cause de leur faible solubilité et de leur grande toxicité
pour les cellules saines quand ces composés ne sont pas encapsulés. Afin de contourner ces
problémes la recherche actuelle s’oriente vers 1’¢laboration de transporteurs des agents
anticancéreux dans 1’organisme. La plupart d’entre eux sont a base de polyesters aliphatiques
hydrophobes et biodégradables tels que la PCL, sous forme de nano-objets incorporant le
principe actif. L.’avantage des nano-objets est qu’ils répondent au critére de ciblage passif grace
a l’effet EPR qui leur permet d’aller préférentiellement dans les zones tumorales. Si les
problémes d’absence de solubilité des agents anticanceéreux et leur toxicité sont en partie résolus

avec ces transporteurs, il convient de résoudre les probléemes suivants :

L’absorption des nanoparticules par les opsonines du sang qui diminue leur biodisponibilité.
Pour éviter ce phénomene il convient d’entourer ces nano-objets d’une couronne hydrophile,

classiquement a base de PEG.

Afin d’obtenir un ciblage « actif » on peut greffer sur le copolymere un agent de ciblage des
cellules cancéreuses. Pour cela les copolyméres PCL-PEG ne conviennent pas a cause de
I’absence de fonctions réactives le long des chaines de PCL et de PEG. C’est la raison pour
laquelle il est intéressant de remplacer le PEG par des oligosaccharides qui sont

structurellement fonctionnalisés et qui permettent aussi I’évitement de 1’opsonisation.

Pour obtenir des copolymeéres amphiphiles PCL-polysaccharide on peut préparer des
structures « a blocs » ou « greffées ». 1l a été montré que les structures greffées sont plus
efficaces que les structures « & blocs » pour la stabilisation des nano-objets et I’efficacité de la
répulsion des protéines. D’autre part elles permettent un contrdle plus ais¢ de la balance

hydrophile/hydrophobe par le taux de greffage.
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Compte tenu de la fonctionnalité des chaines de polysaccharide, les copolymeéres greffés a
base de PCL et de polysaccharide ont tous une chaine principale hydrophile polysaccharide sur
laquelle sont greffés des chainons hydrophobes de PCL, ¢’est la structure dite « classique ».

L’objet de ce travail consiste a synthétiser de nouveaux copolymeres amphiphiles greffés
PCL-g-polysaccharide a structure « inverse » ou la chaine principale est la PCL avec des
greffons polysaccharides. La PCL a été choisie car elle est biocompatible, biodégradable et trés
hydrophobe. La méthode mise au point dans ce travail vise & obtenir une plateforme de synthése
de n’importe quel copolymére PCL-polysaccharide a structure « inverse ». Pour cette raison
deux polysaccharides ont été testés : le dextrane et le chitosane. La premiére application de ces
nouvelles structures consiste a former des micelles macromoléculaires chargées en
doxorubicine pour des applications en chimie anticancéreuse. Dans ce travail plusieurs micelles

ont été préparées et caractérisees et les premiers essais d’activité anticancéreuse ont été réalisés.

gz--.i..w;v
7o 000009000

Polyester-g-polysaccharide
Structure greffée « inverse »

Polysaccharide-g-polyester

. Polyester-b-polysaccharide
Structure greffée « classique » Y poi

M &
Micelles Micelles Micelles
Polysaccharide-g-polyester Polyester-h-polysaccharide Polyester-g-polysaccharide

-La base de cette plateforme est la synthese d’une PCL fonctionnalisée, ici la PCL
propargylée. Le groupement propargyle a été choisi afin de réaliser des réactions de chimie
« clic », connues pour leur réactivité et leur spécificité. La substitution du propargyle a été
réalisée en utilisant la méthode « anionique » décrite dans notre laboratoire il y a quelques
annees. En optimisant les conditions opératoires, nous obtenons par cette méthode plusieurs
grammes de PCL propargylée en une demi-journée, avec des taux de substitution de 3 a 15% et

des masses molaires de 16 000 a 45 000g/mol.
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Nous avons aussi préparée une nouvelle PCL « bifonctionnalisée » en réalisant en « one pot »
la substitution de bromure de propargyle et de chlorure de naphtoyle. La naphtoylation de la
PCL permet d’obtenir un polymere qui absorbe en UV (A=310nm) et qui est fluorescent (Aexc=
298nm, Aem=365nm), ce qui permet de détecter sélectivement le chainon hydrophobe du

copolymere.

- La fonctionnalisation de la partie hydrophobe du copolymeére étant maitrisée, nous avons
choisi le dextrane comme polysaccharide car il posséde une structure « simple » : il ne comporte
que des motifs glucose et donc uniquement des fonctions alcool. Afin de synthétiser le
copolymere par réaction d’un dextrane activé sur la PCL propargylée nous avons mis au point
une nouvelle méthode d’activation de 1’extrémité de chaine du dextrane en deux étapes : une
bromation par amination réductrice avec le 3-bromopropylamine et le cyanoborohydrure de
sodium, suivie d’une substitution du brome par I’azoture de sodium. Nous obtenons un azido-
dextrane qui réagit ensuite par chimie « clic » sur la PCL propargylée pour obtenir la nouvelle
structure « inverse » PCL-g-DEX. Le composé obtenu a ensuite été caractérisé par diverses
analyses : IR-TF, GPC et RMN !H. Le greffage effectif du dextrane a été montré par RMN-
DOSY.

-Un des intéréts de cette structure est qu’il est possible de faire varier sa balance
hydrophile/hydrophobe (BHL) en faisant varier le taux de greffage du dextrane sur la PCL. La
BHL est trés importante pour la préparation de nano objets, elle détermine I’obtention de
nanoparticules solides ou de micelles. Notre choix s’est porté sur les micelles qui permettent
une libération plus rapide du principe actif aprés leur internalisation dans les cellules. Ces
micelles ont été préparées par nanoprécipitation, et nous avons pu Vérifier leur formation

effective par I’existence d’une CAC en milieu aqueux

De la doxorubicine a été incorporée dans ces micelles a des taux variant de 3% a 5,1%. Ces
taux sont relativement faibles, mais nous n’avons pas cherché a les optimiser, car des taux trés
faibles suffisent a tuer les cellules cancéreuses apreés internalisation, comme le montrent les

études biologiques.
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-Les études de libération in vitro de la doxorubicine a partir des micelles chargées apportent
des résultats trés intéressants : en 24h la libération n’est que partielle (<40%) a pH=7,4 mais
beaucoup plus rapide et totale a pH=5,8. Ce point est tres important car il signifie que
probablement la doxorubicine ne se libérera que peu dans le flux sanguin, et présentera donc
une faible toxicité. La libération sera beaucoup plus rapide dans le milieu acide des endosomes

et lysosomes aprés internalisation.

-Les études de cytotoxicité ont été realisées sur des cellules saines et des cellules cancéreuses
afin de comparer les résultats sur ces deux types de cellules. Tout d’abord 1’absence de toxicité
des micelles non chargées a été vérifiée sur des cellules saines (85% de survie) et cancéreuses
(95% de survie) apres 24h d’incubation. Ensuite la toxicité de la DOX libre sur les cellules
saines (45% de survie) et cancéreuses (49% de survie) a été vérifiée. On note que la DOX libre
est aussi toxique pour les cellules saines que cancéreuses, elle ne présente aucun phénomeéne de
ciblage des cellules cancéreuses. Enfin les micelles chargées en DOX se sont avérees toxiques
pour les cellules cancéreuses (58% de survie) et beaucoup moins pour les cellules saines (85%
de survie), preuve d’une sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses. Ces résultats démontrent
les propriétés de sélectivité des micelles de PCL-g-DEX chargées en doxorubicine a I’encontre

des cellules tumorales.

-Afin que le systéme soit efficace en thérapie anticancéreuse, il faut que les micelles soient
internalisées dans les cellules tumorales. Cette internalisation a été étudiée par fluorescence.
L’intérét de la présence des fonctions alcool sur le dextrane est ici mise en valeur : NOUs avons
greffé un agent fluorescent (la FITC) sur ces fonctions alcool pour rendre le copolymere
fluorescent et ainsi permettre 1’¢tude de 1’internalisation. Une propriété remarquable a été mise
en évidence : apres 24h d’incubation les micelles sont internalisées préférentiellement par les
cellules cancéreuses : 95% des cellules cancéreuses ont internalisé les micelles contre
seulement 14% des cellules saines. Apres seulement 1h d’incubation les pourcentages sont
respectivement de 86% et 1%. Ces résultats montrent Ia aussi un ciblage des cellules
cancéreuses par les micelles de PCL-g-DEX, et sont en parfait accord avec les études de

cytotoxicite.
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Les résultats obtenus avec le PCL-g-DEX sont donc trés prometteurs quant a 1’utilisation de
nos micelles a structure « inverse » pour la chimiothérapie anticancéreuse. La synthese et la
caractérisation du copolymere sont maitrisées et les premieres études biologiques concernant
I’internalisation et la toxicité sont trés encourageantes, notamment en ce qui concerne la toxicité

préférentielle pour les cellules cancéreuses.

Dans une deuxiéme partie, et compte tenu des résultats intéressants obtenus avec les
copolymeres PCL-g-DEX, nous avons souhaité étendre notre mode de synthese a un autre
polysaccharide afin de valider cette plateforme de synthese. Le chitosane a été choisi parce qu’il
est déja utilisé dans le domaine biomédical, et aussi pour la présence de fonctions amine le long
de ses chaines. Ces fonctions conferent au chitosane des propriétés particuliéres et d’un point
de vue chimique, les fonctions amine offrent la possibilité de réaliser de nouvelles réactions

chimiques.

-Contrairement au dextrane, il est difficile de trouver dans le commerce des oligomeéres de
chitosane. Les faibles masses molaires sont nécessaires a deux titres : 1) les oligomeres de
chitosane sont beaucoup plus solubles que les chitosanes de masse molaire élevée en milieu
aqueux non acide et ii) ils sont chimiquement plus réactifs. Nous avons donc di synthétiser des
oligo-chitosanes par une méthode d’oxydation sous microondes pour obtenir des masses
molaires inférieures a 3 500g/mol. Cette réaction n’affecte pas le degré de désacétylation qui

reste proche de 85%.

-La réactivité des fonctions amine des oligo-chitosanes a été exploitée pour greffer un agent
de vectorisation active, le mannose squarate avec un taux de greffage tres élevé (environ 20%)

pour une application de ciblage, mais qui permet de valider 1’efficacité de la réaction.

-Contrairement au cas du dextrane, activé en extrémité de chaine sur le carbone anomérique,

les fonctions amine du chitosane ont aussi été utilisées pour développer et optimiser une
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nouvelle méthode d’azoturation par amination réductrice avec une molécule bifonctionnelle :
le 3-azidopropanal. En jouant sur divers parameétres de la réaction (mélanges de solvant,
proportion des réactifs, mode de purification) nous avons pu obtenir un bon contrdle du taux de

substitution en azoture qui peut atteindre 50%.

-Les copolymeéres PCL-g-CHT ont ensuite été préparés par réaction « clic » entre la PCL
propargylée et les oligo-chitosanes azoturés. Par suite de la présence probable de plusieurs
fonctions azoture le long des chaines, en fonction de la valeur du taux de substitution

d’azoture, de nouveaux problémes sont apparus :

a- S’il y a plusieurs fonctions réactives sur la PCL propargylée comme sur le chitosane
azoturé, il est possible que les chaines réticulent entre elles. Avec un rapport azoture/propargyle
de I’ordre de 1,5 a 1,8 on constate I’apparition d’un précipité insoluble da a la formation d’un
copolymeére tridimensionnel. En diminuant le rapport azoture/propargyle on va obtenir une
structure copolymére classique (Polysaccharide-g-polyester) plutét qu’une structure
« inverse ». Afin d’obtenir une structure inverse sans réticulation il convient donc de travailler

avec un rapport azoture/propargyle tres élevé (environ 10)

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ oro0r00
Nos s
.r.m"? CuAAC
PCLye
CHT(N,)

Structure copolymere réticulée

b- Une grande difficulté de séparation du copolymére et des homopolymeéres qui n’existe

pas avec le dextrane, ce qui rend la détermination de la BHL délicate.

c-Contrairement au dextrane, le chitosane est un excellent complexant du cuivre. Celui-ci
est donc trés difficile a éliminer du copolymére, ce qui pose probleme pour des applications en
santé. Les purifications par passage sur résine Dowex ou par complexation avec de ’EDTA ont
donné des résultats décevants. D’autres méthodes de purification de PCL-g-CHT sont donc a

envisager. Par exemple, on peut envisager d’effectuer une extraction du cuivre (I) avec une
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solution de thiourée. En effet, il a été reporté que la thiourée est capable de complexer le Cu(l)
en solutions aqueuses et acides'®’.

En conclusion, les fonctions amine permettent indiscutablement d’ouvrir 1’éventail des
réactions et d’accroitre le nombre de structures copolymeéres envisageables, mais elles peuvent
entrainer 1’apparition de nouveaux problemes. Néanmoins, des nano-objets (z150nm) ont été
prépareés a partir de lots de PCL-g-CHT synthétises par catalyse au cuivre. Ces nano-objets ont

été préparés par nanoprécipitation ou dissolution directe.

-Le probléme 1i¢ a I’élimination du cuivre nous a conduit a essayer une réaction de greffage
de chitosane sur la PCL propargylée par une réaction « clic » thiol-yne, qui ne nécessite pas la
présence de cuivre. Pour cela, une nouvelle synthése de chitosane thiolé a été réalisée. Dans un
premier temps le 3-oxopropylthioacétate (3-OPT) a été synthétise puis couplé sur le chitosane
par amination réductrice pour obtenir un chitosane thioacétylé. Les taux de substitution obtenus

(de 11 & 29%) sont nettement supérieurs a ceux décrits dans la littérature.

-La réaction de thiol-yne nécessite en premier lieu ’hydrolyse du thioester en thiol. Cette
réaction a posé de nombreux problemes dus a la formation de ponts disulfure entre les chaines,
ce qui a entrainé des reéticulations et la précipitation du produit. Nous avons alors préparé le
copolymere PCL-g-CHT en « one pot » : hydrolyse du thioester en présence d’un réducteur, le
TCEP afin d’éviter la formation de ponts disulfure, suivie de la réaction de thiol-yne en présence
d’un photoamorceur. Le copolymere ét€¢ mis en €vidence, notamment par GPC, mais n’a pu étre

parfaitement caractérisé et purifié.

La partie consacrée aux copolymeres PCL-g-CHT est bien entendue moins aboutie que celle
concernant PCL-g-Dex, mais elle permet de répondre a certaines questions : i-La méthode de
synthése de copolymeére développée dans ce travail est applicable aux deux polysaccharides et
pourrait étre adaptée a d’autre polysaccharides. ii-Les fonctions amine du chitosane ont été
mises a profit pour coupler un agent de vectorisation, le mannose squarate, et pour accrocher

les oligo-chitosanes sans activation de 1’extrémité de chaine.

Les principales perspectives a court terme de ce travail concernent en premier lieu la
finalisation des études avec le chitosane : optimiser la réaction de thiol-yne, développer une
méthode de purification des copolymeres, effectuer des études de libération de la DOX a partir
des micelles, comme des études biologiques in vitro afin de comparer les comportements de
PCL-g-DEX et PCL-g-CHT.
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Les études d’internalisation et de toxicité des micelles a base de PCL-g-DEX chargées en
DOX donnant d’excellents résultats in vitro, des tests in vivo chez la souris sont souhaitables
afin d’étudier I’évolution de tumeurs cancéreuses apres injection des micelles chargées en
DOX. Enfin I’étude peut étre étendue a d’autres agents anticancéreux (pirarubicine, cis-platine,
paclitaxel...). Un changement de méthode préparation des micelles est également envisageable,

en effet, seule la nanoprécipitation a été utilisée afin de préparer ces systemes pour le moment.

A plus long terme, il serait envisageable de changer la synthése des copolymere de PCL-g-
CHT afin d’obtenir des structure greffée en peigne qui ressemblerait davantage au structure
PCL-g-CHT. Pour cela il sera nécessaire de développer une nouvelle méthode de
fonctionnalisation en extrémité de chaine de chitosane. Or, il existe une méthode de
dépolymérisation récente par 1’acide nitreux!®® qui permet d’obtenir des oligoméres de
chitosane avec une fonction aldéhyde en extrémité de chaine qui n’est pas sous forme
d’équilibre  aldéhyde — hémiacétal. 1l est envisageable de modifier chimiquement cette
extrémité pour introduire des fonctions réactives (azoture ou thiol) qui permettront d’effectuer
par la suite des couplage par chimie clic entre le chitosane modifié et une PCL propargylee.
Ainsi les copolymeéres PCL-g-CHT en peigne permettront une comparaison plus pertinente avec
les copolymeres de PCL-g-DEX en terme de formation de systéme de délivrance d’agent

anticnacéreux.
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Chapitre 4

Partie expérimentale
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1 Instrumentation
1.1 Spectrométrie infrarouge

Les spectres infrarouges (IR) ont été enregistres sur un spectrometre Perkin-Elmer 100 IR-
TF.

1.2 Spectrométrie ultraviolet - visible

Les spectres UV-visibles (UV-Vis) ont été effectués avec un spectrometre Perkin-Elmer

Lambda 35 a double faisceau, avec des cuves en quartz de trajet optique d’lcm.

1.3 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire

Les analyses de résonance magnétique nucléaire RMN *H et RMN COSY ont été effectuées
sur un spectromeétre Bruker (AMX300) opérant a 300MHz. Le chloroforme (CDCl3), le
diméthylsulfoxyde (DMSOQOds) et I’eau (D20) ont été utilisés comme solvant. Les déplacements
chimiques sont exprimés en ppm par rapport a 1’étalon interne tétraméthylsilane (TMS).

Les analyses de Diffusion par RMN (DOSY) ont été effectuées sur un spectrométre Bruker
Avance Il 600 MHz équipé avec une cryosonde a 1’azote liquide Prodigy TCI équipée de
gradient Z Bruker multinucléaire. Les spectres DOSY ont été récupérés depuis le logiciel
topspin de Bruker avec le programme ledbpgp2s. La longueur de pulsation du gradient O était

de 5ms pour s’assurer de 1’atténuation totale du signal.

1.4 Spectrométrie de fluorescence

Les expériences de fluorimétrie ont été réalisées sur un fluorimétre RF 5302 Shimadzu
(Japon) équipé d’une source de lumiére de Xénon (UXL-150S, Ushio, Japon). Les spectres ont
été enregistrés en émission de 350 a 450 nm, pour une longueur d’onde d’excitation de 340nm,

et avec des fentes d’émission et d’excitation de 5 nm et 3 nm respectivement.

1.5 Chromatographie d’exclusion stérique

Les analyses de Chromatographie d’Exclusion Stérique (GPC) ont été effectuées sur trois

systemes avec différentes phases mobiles :

- Les GPC en phase aqueuse ont été effectuées avec deux colonnes: une TSK gel
PW5000 et une PW3000. La phase mobile est un tampon acétate (0,215M AcOH, 0,1M AcONzg;
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pH4,5) dont le débit est fixé a ImL/min. Les composés analysés ont été solubilisés dans ce
tampon (10mg/mL) et filtrés sur un filtre 0,45 pm Millipore RC avant d’étre injectés dans la
boucle d’injection de I’appareillage. Les masses molaires des polysaccharides ont été détermi-
nées a partir d’étalons de pullulan (342g/mol a 211 000g/mol).

- Les GPC en phase mobile THF ont été effectuées avec un appareillage Shimadzu com-
posé de deux colonnes en série PLgel 5 um MIXED-C (300*7,8mm) thermostatées a 30°C,
couplées a un détecteur Rl Shimadzu 20-A et un détecteur UV SPD-20A (thermostaté a 40°C).
Les composés analysés sont dissouts dans du THF (5mg/mL) et filtrés sur un filtre Millipore
PTFE 0,45 um. Les masses molaires ont été déterminées a partir d’une calibration polystyréne
(580g/mol & 2 470 000g/mol)

- Les GPC en phase mobile DMF (avec 0,1% de LiBr en poids/volume) ont été effectuées
sur un appareillage Waters composé de deux colonnes PLgel 5um Mixed-D (300mm) couplées
a un detecteur RI. Le débit a été fixé a LImL/min. La calibration utilisée est une calibration PEG
(400g/mol & 276 300 g/mol).

1.6 Diffusion dynamique de la lumiere

Les expériences de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ont été réalisées avec un
appareil Malvern Instrument Nano ZS muni d’un laser He-Ne (A = 632,8 nm). La fonction de
corrélation a été analysée par la « general purpose method (NNLS) » afin d’obtenir la
distribution de coefficients de diffusion des solutions (D). Le rayon hydrodynamique équivalent
apparent (RH) a été déterminé par la méthode des cumulants. Les valeurs moyennes des rayons
ont été obtenues par 3 tests successifs. Les déviations standards ont éte évaluées a partir de la

distribution des rayons hydrodynamiques.

Les échantillons d’analyses ont été solubilises dans du tampon PBS (pH7,4) a 0,2mg/mL.
Ces solutions ont été filtrées sur un filtre RC45 avant d’étre analysées.
2  Syntheses
2.1 Fonctionnalisation de PCL par voie anionique

2.2 Propargylation
)\ J\ -50°C; 30 min
1) N Sous argon
o I‘_i THF anhydre o o] 5
0 H
HO H De -50°C & -30°C o b
n 2) Br/\ 30 min, sous argon m AN

PCL commerciale (45 kg/mol) THF anhydre

PCLyne
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6g de PCL (53mmol; motifs caprolactone : 1 équivalent) sont dissouts dans 400mL de
THF anhydre dans un réacteur a quatre cols sous agitation mécanique a -50°C sous argon. 17,52
mL d’une solution de LDA (26,5mmol ; 0,5 équivalent) sont injectés au milieu réactionnel via
une seringue a travers un septum, puis le milieu réactionnel est agité pendant 30 minutes a -
50°C. Par la suite 3,78mL de bromure de propargyle (26,5mmol ; 0,5 équivalent) sont ajoutés
au milieu réactionnel et la solution est ensuite réchauffée jusqu’a -30°C. Aprés 30 minutes
d’agitation, la réaction est stoppée par 1’addition de 100mL d’une solution de NH4.Cl, et le pH
est ajusté a 7 par ’ajout d’HClaq (LM). Le polymeére est extrait avec 3*150mL de CH2Cl>. Les
trois phases de CH2Cl2 sont réunies, séchées sur MgSOs et filtrées. La solution de PCLyne est
ensuite concentrée a 1’évaporateur rotatif et précipité dans du Méthanol glacial. Puis le

polymeére est séché pendant 24h sous vide.
Rendement massique : 78%

IR-TF v [em] : 2944 - 2865 (-CH2-); 1721 (C=0 ester); 1471 ; 1418; 1396; 1365; 1293 (-C-
C- & -C-0-); 1239 (-C-O-C-); 1166 (-C-C=0); 1107; 1065; 1045; 961; 933; 840; 731.

RMN *H (CDCls; 300MHz) 8[ppm] : 3,98(2H ; -CH2-O-) ; 3,4 (2H ; -CH2-OH) ; 2,4-2,6 (1H ;
-CO-CH-CH2-C=CH et 2H ; -CH2-C=CH) ; 2,3 (2H ; -CO-CH32-); 2,0 (1H ; -C=CH) ; 1,6 (4H ;
-CO-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-0-); 1,4 (2H ; -CO-CH2-CH>-CH2-CH2-CH»-0O-).

GPC THF: Mn 18 900 g/mol; B 2,55

2.3 Propargylation et naphthoylation

)\ -50°C; 30 min
1) N Sous argon

|
o Li THF anhydre
HO ° H De -50°C & -30°C
N 2) Br/\ 30 min, sous argon
THF anhydre

(0] ’
-30°C, 30min

3) Cl  sous argon
THF anhydre

6g de PCL (53mmol de motifs caprolactone) sont dissouts dans 400mL de THF anhydre

PCL commerciale (45 kg/mol) PCLyne(Naph)
yne(Nap|

dans un réacteur a quatre cols sous agitation mécanique a -50°C sous argon. 17,52 mL d’une
solution de LDA (26,5mmol ; 0,5 équivalent) sont injectés au milieu réactionnel via une
seringue a travers un septum, puis le milieu réactionnel est agité pendant 30 minutes a -50°C.
Par la suite, du 3,78mL de bromure de propargyle (26,5mmol ; 0,5 équivalent) sont ajoutés au

milieu réactionnel et la solution est ensuite réchauffée jusqu’a -30°C. Puis le 2-chloronaphtoyle
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est ajouté au milieu réactionnel. Apreés 30 minutes d’agitation, la réaction est stoppée par
I’addition de 100mL d’une solution de NH4.Cl, et le pH est ajusté a 7 par 1’ajout d’HClaq (1M).
Le polymere est extrait avec 3*150mL de CHCl>. Les trois phases de CH2Cl, sont réunies,
séchées sur MgSOs et filtrées. La solution de PCLyne est ensuite concentrée a 1’évaporateur

rotatif et précipité dans du Méthanol glacial. Puis le polymére est séché pendant 24h sous vide.
Rendement massique : 76%

IR-TF v [em] : 2944 - 2865 (-CH2-); 1721 (C=0 ester); 1471 ; 1418; 1396; 1365; 1293 (-C-
C- & -C-0-); 1239 (-C-O-C-); 1166 (-C-C=0); 1107; 1065; 1045; 961; 933; 840; 731

RMN *H (CDCls; 300MHz) 8[ppm] : 8,57-7,54 (7H; H-naphtoyle); 4,03 (2H ; -CH»-O-) ; 3,61
(2H ; -CH2-OH) ; 2,50-2,43 (1H ; -CO-CH-CH2-C=CH et 2H ; -CH,-C=CH) ; 2,28 (2H ; -CO-
CH.-); 1,98 (1H ; -C=CH) ; 1,62 (4H ; -CO-CH2-CH,-CH,-CH,-CH-0-); 1,35 (2H ; -CO-CH,-
CH2-CH>-CH,-CH-0O-).

GPC THF: Mn 27 000 g/mol; B 2,27

2.4  Synthése de PCL-g-DEX

2.4.1 Bromation du dextrane

OH OH

o O
e . =
OH _— OH
0 NaBHaCN 0
X o4 Tampon borate pH 8,2 &/
Hao o) 4 jours HaO NH
OH OH

Dextrane Dextrane bromé

Dans un premier temps un tampon borate a été préparé : 4g de NaOH (0,1mol) et 24g
de H3BOs3 (0,38mol) ont été solubilisés dans 500mL d’eau distillée. 3g (0,5 mmol) de dextrane
sont solubilisés dans 10mL de tampon borate. Puis 2,64g de bromure de 3-
bromopropylammonium (12 mmol ; 25 équivalents) et 0,54g de cyanoborohydrure de sodium
(8mmol ; 16 équivalents) sont ajoutées a la solution de dextrane. Le milieu réactionnel est agité
pendant 4 jours a I’abri de la lumiére. Par la suite, la solution est précipitée dans 300mL de
Méthanol glacial. Le précipité est centrifugé et resolubilisé dans 20mL d’eau distillée pour étre
ensuite dialysé (MWCO 1kDa) contre 1L d’eau distillée. Le milieu externe est changé 3 fois.

Puis le contenu du boudin est lyophilisé.

Rendement : ~50%

175



IR-TF v [cm™] : 3348; 2913 ; 2036 ; 1657 ; 1424 ; 1340 ; 1143 ; 1012 ; 917 ; 767

RMN H (D20; 300MHz) §[ppm] : 4,84 (1H ; Hpyranose) ; 3,76 — 3,86 (2H ; H®: Spyranose) ;
3,60 — 3,55 (2H ; H® “pyranose) 3,34 - 3,45 (2H ; H? “pyranose)

2.4.2 Azoturation du dextrane bromé

OH OH

o (e}

"Po "o
Br: N
OH NaN3 H,0 OH 3
O > (o}
X 60°C, 12h «
HO OH NH abri lumiére HO OH NH
HO HO
OH OH

Dextrane bromé Dextrane azoturé

0,65g de dextrane bromé (0,11mmol) sont solubilisés dans 28mL d’eau. Puis 0,07g
d’azoture de sodium sont ajoutés a cette solution. Le milieu est agité pendant une nuit a 60°C,
a ’abri de la lumiére. Puis le milieu réactionnel est dialys¢ (MWCO 1kDa) contre 1L d’eau
distillée. Le milieu externe est régulierement changé pendant une journée, puis le contenu de la

membrane de dialyse est lyophilisé.
Rendement : ~60%
IR-TF v [cm™] : 3348 ; 2934 ; 2036 ; 1642 ; 1442 ; 1345 ; 1150 ; 1014 ; 916 ; 767

RMN *H (D20; 300MHz) §[ppm] : 4,84 (1H ; Hpyranose) ; 3,76 — 3,86 (2H ; H®: °pyranose) ;
3,60 — 3,55 (2H ; H® “pyranose) 3,34 - 3,45 (2H ; H? “pyranose)

GPCag: Mn 6 000 g/mol; B 1,50
2.4.3 Couplage de dextrane azoturé sur la PCLyne par CUAAC

Dextrane azoturé HQ"O

* NH
PCLyne OH

PCL-g-DEX

50mg de PCLyne (fonction propargyle : 0,035mmol ; 1 équivalent) sont solubilisés sous
agitation dans 3mL de DMSO pendant deux heures. En parallele, le dextrane azoturé (300mg ;
0,05mmol ; 1,5 équivalent en fonctions azoture) est solubilise dans 3mL de DMSO. Les deux
solutions de polymeéres sont réunies dans un schlenk, le CuBr est ajouté au mélange (9,4mg ;

0,07mmol ; 2 équivalents) et le volume de la solution est complété a 15mL avec du DMSO. Le
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milieu réactionnel est dégazé avec 3 cycles vide — argon. Puis le PMDETA (14pL ; 0,07mmol ;
2 équivalents) est ajouté via une seringue Hamilton a travers un bouchon a jupe. Le milieu
réactionnel est agité a 40°C pendant 2 jours et demi sous argon et a I’abri de la lumiére. En fin
de réaction le milieu est dialysé (MWCO 6~8kDa), dans un premier temps contre 500mL de
gradient de DMSO/H20 (3/1 puis 1/1 puis 1/3 v/v), et dans un second temps contre 1L d’eau
distillée. Le milieu externe est changé 3 fois par jour pendant 2 semaines. Puis le contenu de la
membrane de dialyse est lyophilise.

IR-TF v [em™] : 3371 ; 2931 ; 1728 (C=0 ester); 1643; 1458; 1418; 1362; 1241; 1153; 1102;
1014; 917; 849; 764

RMN H (DMSOds; 300MHz) &[ppm] : 4,94 (1H ; OH*pyranose) ; 4,88 (1H ; OH3pyranose) ;
4,68 (1H; H'pyranose) 4,53 (1H; OH?pyranose) 3,98 (2H: -CH.®- PCL); 3,74 (1H;
Hépyranose) 3,62 (1H ; Hpyranose) ; 3,42 (1H ; H3:%pyranose) 3,20 (1H ; H? “pyranose) 2,27
(2H ; -CH,W- PCL) ; 1,52 (4H ; 2*-CH,?%9- PCL) ; 1,29 (2H ; -CH.®- PCL)

2.5 Synthese de PCL-g-CHT

2.5.1 Depolymeérisation du chitosane commercial

202 AcOH, H,O OH OH
Q
Micro-ondes H 910 o) 0
4 a 5 cycles P=1500W, NH, || HO OH

100°C NH-

129 de chitosane (250 000Da) sont solubilisés dans une solution aqueuse d’acide
acétique (582mL d’eau distillée + 6g d’acide acétique) sous agitation mécanique (200RPM)
pendant une nuit. 60g de solution d’eau oxygénée a 30% (Perdrogen®) sont ajoutés a la solution
de chitosane. Puis la solution est irradiée au microonde (P=1500W ; température de rampe :
100°C en 3 minutes). La solution est ensuite refroidie par agitation dans un bain de glace.
L’irradiation et le refroidissement sont appliqués 4 a 5 fois selon le lot de chitosane (4 a 5 cycles
de dépolymérisation). Par la suite, la solution de chitosane est précipitée dans 3L d’acétone. Le
précipité obtenu est ensuite centrifugé et séché sous vide pendant une nuit. Puis le polymeére est
solubilisé dans 200mL d’eau distillée, la solution est centrifugée, les oligo-chitosanes

hydrosolubles sont lyophilisés et le précipité est séché sous vide.

Rendement massique : 25 a 65% selon les lots
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IR-TE v [em™] : 3284 (-O-H, -N-H) ; 2866 (-CHz-, -CH-) ; 1641 (C=0 acetamide) ; 1557 ;
1405 ; 1377 ; 1319 ; 1261 ; 1151 ; 1062 ; 1029 (-C-O-) ; 895

RMN H (D,0; 300MHz) [ppm] : 4,62 (1H ; Hpyranose) ; 3,91 — 3,66 (5H ; H3*>®pyranose) ;
2,90 (1H ; H?pyranose) ; 2,05 (3H ; CHsacétamide).

GPCaq: Mn 1500 a 3500 g/mol; B 3,1 44,6

2.5.2 Mannosylation d’oligo-chitosane

OH

OOH
o) OEt //__%\
oy
o N
H

OH OH
OH OH on
HTO ° o] Mannose squarate H+O 0 o
HO O HO o o]
NH || HO OH NH || HO ~ ﬂo on oo oH
;\n NHp NEt; H,0, RT 17h )\n ALHO0S ey
(0] Lj é\
H
j/i[ o] of?
N

o
Oligo-chitosane

Oligo-chitosane mannosylé

50mg d’oligo-chitosane sont solubilisés dans 10mL d’eau distillée a 50°C pendant 1h.
Une solution de 100mg de mannose squarate dans 15mL d’eau distillée est ajoutée goutte a
goutte a la solution d’oligo-chitosane. Puis 35uL de triéthylamine sont ajoutées au milieu
réactionnel. La solution est laissée sous agitation a température ambiante et a I’abri de la lumiére
pendant une nuit. Le milieu réactionnel est précipité dans 300mL d’acétone glacial et le
chitosane précipité est centrifugé. Le polymere est ensuite solubilis¢ dans 10mL d’eau et la
solution est dialysée (MWCO 1kDa) contre S00mL d’eau. Le milieu externe est changé 4 fois

sur un jour. Le contenu de la dialyse est ensuite lyophilisé.
Rendement massique : 64%

IR-TF v [cm™] : 3344 ; 2881 ; 2202 ; 1795 ; 1653 ; 1586 ; 1542 ; 1448 ; 1378 ; 1319 ; 1231 ;
1148 ; 1065 ; 1031 ; 895

RMN H (D.0; 300MHz) §[ppm]: 7,28 — 7,18 (4H, H aromatique) ; 3,91 — 3,73 (5H;
H3#>®pyranose) ; 3,17 (1H ; H?pyranose) ; 2,05 (CHsacétamide)

GPCag: Mn 2900 g/mol; D 4,0
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2.5.3 Synthése de PCL-g-CHT par CuAAC
1.1.1. Synthése du 3-azidopropanal

0 NaN3 AcOH, H,0 0

i HJ\/\N

Pz
H 1h, -8°C 3

L’azoture de sodium (17,77mmol, 1,65 équivalents) est dissout dans 6,2mL d’une
solution d’acide acétique (1,7mL AcOH + 4,5mL H>O). Cette solution est ajoutée goutte a
goutte a 800uL d’acroléine (10,77mmol, 1 équivalent) refroidie a -6°C. Le milieu réactionnel
est agité a -6°C pendant une heure. Le produit est ensuite extrait avec 2*15mL de CH.Cl>. Les
deux volumes de CH2Clz sont réunis et lavés avec 15mL d’une solution aqueuse saturée en
Na>COs puis avec 15mL d’eau distillée. La phase organique est séchée sur MgSOa, filtrée sur
coton et évaporée sous vide a I’évaporateur rotatif. Le 3-azidopropanal est obtenu sous la forme

d’un liquide jaune.

Rendement : 73%

IR-TF v [cm™] : 2091(-N3), 1718 (-CHO).

RMN !H (CDCls; 300MHz) §[ppm] : 9.78(t, -CHO), 3.60(t, -CH2-N3), 2.73(dt, -CH2-CHO).

2.5.3.1 Azoturation d’oligo-chitosane par amination réductrice

e Azoturation dans ’eau distillée

OH P OH OH
OH H~ OH
o} H N3 o} 0
H1O 0 HO 0

HO 0 on Ho Ho 0

NH, || HO ™ NaBH,CN NH NH, || HO

n f X y
O)‘\ N

Q
OH
m H,0, RT, 2h NH-
abri lumiere 3 O}\

400mg d’oligo-chitosane (2,04 mmol d’amine) sont solubilisés dans 130mL d’eau
distillée (60°C pendant 45 minutes). Le 3-azidopropanal (nombre d’équivalents variable) est
mis en suspension dans 10mL d’eau et est ajouté goutte a goutte a la solution de chitosane. Le
cyanoborohydrure de sodium (3 équivalents par rapport au 3-azidopropanal) est solubilisé dans
10mL d’eau et est ajouté goutte a goutte au milieu réactionnel. La solution est agitée 2h a
température ambiante et a ’abri de la lumicre. Le milieu réactionnel est concentré a
I’évaporateur rotatif et est précipité dans 250mL de Méthanol glacial. Le précipité formé est

centrifugé et seché sous vide.

Rendement massique : 30 a 70% selon les lots
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IR-TF v [cm™] : 3284 ; 2870 ; 2103 (-N3); 1651 ; 1372 ; 1307 ; 1148 ; 1054 ; 1024 ; 892

RMN !H (D;0; 300MHz) §[ppm]: 4,55-4,47 (1H; H'pyranose); 3,92 — 3,40 (6H;
H34>®pyranose) ; 3,34 (2H; -CH2-CH2-CH2-N3); 2,88 — 2,54 (2H & 1H; -CH2-CH,-CH2-N3 &
H2pyranose); 2,05 (3H; CHsacétamide); 1,77 (2H; -CH2-CH2-CH-N3)

GPCag: Mn 1400 a 3500 g/mol; D 2,4 4 3,2

e Azoturation en milieu hydroalcoolique

OH OH
OH
A o ° o)
Qo " NaBH.ON Fo e a1 Po oH
MeOH/HZO/AcOH 2 NH

(4/1/0.01; vIvIv) J_/ X y

RT 2h abri lumigre N3 (¢]

2g d’oligo-chitosane (10,01 mmol d’amine) sont solubilisés dans 202mL d’une solution
aqueuse d’acide acétique (200mL H20 + 2mL AcOH). 750mL de Méthanol sont ajoutés au
milieu réactionnel. Le 3-azidopropanal (nombres d’équivalents variables) est solubilisé dans
2mL de Méthanol et ajouté goutte a goutte a la solution de chitosane. Le cyanoborohydrure de
sodium (3 équivalents par rapport au 3-azidopropanal) est également solubilisé dans 2mL de
Méthanol et ajouté au milieu réactionnel goutte a goutte. Le volume du milieu est complété a
IL avec du Méthanol et ’ensemble est agité 2h a I’abri de la lumiere, puis concentré a
I’évaporateur rotatif jusqu’a un volume de 10mL environ. La solution est précipitée dans un
mélange de Méthanol et NaOHqq glacial (600mL Méthanol + 2mL de NaOHaq (2M)). Le
précipité est centrifugé, resolubilisé dans 10mL de solution aqueuse d’acide acétique (10mL
H20 + 0,1mL AcOH) et de nouveau précipité dans un 602mL de mélange Méthanol + NaOHaq
(2M) (600+2mL). Le précipité est centrifugé et séche sous vide.

Rendement : 50 a 60% selon les lots.

IR-TF v [cm™] : 3283 ; 2867 ; 2098 (-N3) ; 1628 ; 1546 ; 1401 ; 1312 ; 1261 ; 1150 ; 1059 ;
1021 ; 892

RMN H (D;0; 300MHz) §[ppm]: 4,55-4,47 (1H; Hpyranose); 3,92 — 3,40 (6H;
H3458pyranose) ; 3,34 (2H; -CH2-CH2-CH2-N3); 2,88 — 2,54 (2H & 1H; -CH2-CH2-CH2-N3 &
H2pyranose); 2,05 (3H; CHsacétamide); 1,77 (2H; -CH2-CH2-CH2-N3)

GPCag: Mn 2100 & 4800 g/mol; D 2,5 4 4,6
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2.5.3.2 Couplage de chitosane azoturé sur une PCLyne par CUAAC

OH
Q OH OH
HTO o]
HO (0] o]
NH || HO (o) o
NH, HO
NH O
3 y )‘\ NH
o CuBr, PMDETA
N;  Chitosane azoturé

+ DMSO 40°C, 2,5 jours

N
// 3 cycles vides argon | ,/N
0 N 0
HO ol HO. o,
o o o] 1 m

P
PCLyne

20mg de PCLyne (0,01mmol ; fonction propargyle : 1 équivalent) est solubilisée dans
3mL de DMSO pendant deux heures. En parall¢le, le chitosane azoturé (nombre d’équivalents
variable) est solubilisé dans 10mL de DMSO. Les deux solutions de polymeéres sont réunies
dans un schlenk, CuBr est ajouté au mélange (2,5mg ; 0,02mmol ; 2 équivalents) et le volume
de la solution est complété avec du DMSO. Le milieu réactionnel est dégazé avec 3 cycles vide
— argon. Puis le PMDETA (4uL ; 0,02mmol ; 2 équivalents) est ajouté via une seringue
Hamilton a travers un bouchon a jupe. Le milieu réactionnel est agité a 40°C pendant 2 jours et
demi sous argon et a 1’abri de la lumiére. En fin de réaction le milieu est dialysé (MWCO
6~8kDa), dans un premier temps contre 500mL de gradient de DMSO/H20 (3/1 puis 1/1 puis
1/3 v/v), dans un second temps contre 500mL de solution aqueuse d’acide acétique (497mL
H20 + 3mLd’AcOH), le milieu externe est changé 3 fois puis les dialyses sont effectuées dans
1L d’eau distillée ( 3 changements par jour pendant 4 jours). Puis le contenu de la membrane

de dialyse est mis a lyophiliser.

IR-TF v [cm™] : 3369 ; 2929 ; 2865 ; 2099 (-N3 résiduel) ; 1730 (C=0O ester) ; 1655 (C=0
acetamide) ; 1456 ; 1416 ; 1376 ; 1302 ; 1238 ; 1156 ; 1062 ; 1030 ; 896

RMN *H (DMSOds; 300MHz) 5[ppm] : 4,82 — 4,35 (Hpyranose); 3,98 (-CH2®-); 2,27 (-CH.®-
); 1,82 (CHsacétamide); 1,52 (2*-CH2%4-); 1,28 (-CH.®)-)

2.5.4 Synthése de PCL-g-CHT par thiol-yne
2.5.4.1 Synthese du 3-oxopropylthioacétate

0]

H)OK/ HSK H)OK/\S)OK

2h, Température ambiante
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De I’acroléine (7,06mmol) est ajoutée goutte a goutte a 650uL d’acide thioacétique
(8,90mmol, 1,26 equivalents) sous agitation. Le milieu réactionnel est agité pendant 2h puis ce
mélange est solubilisé dans 15mL de CHCl; et lavé avec 15mL de Na,COs, La phase aqueuse
est ensuite extraite avec 2*15mL de CH2Cl, Les phases organiques sont réunies, lavées avec
15mL de solution aqueuse saturée en NaCl, sechées sur MgSOs et filtrées sur coton avant d’étre
¢vaporées a 1’évaporateur rotatif. Le 3-oxopropylthioacétate est obtenu sous la forme d’un

liquide jaune orangé.
Rendement 71%
IR-TF v [em™]: 1721 (-CHO), 1683 (-SCOMe)

RMN H (CDCls; 300MHz); & [ppm] : 9.68 (t, -CHO), 7.26 (s, CHCls), 3.04 (t, -CH2-SCO-),
2.74 (t, -CH2-CHO), 2.26 (s, -SCO-CHa)

2.5.4.2 Thioacétylation d’oligo-chitosane par amination réductrice

NaBH3CN 0o
% % MeOH/H,0/AcOH % % NH H
m 4/1/0,01 (v/viv)

24h, RT
3 cycles de vide-argon

500mg d’oligo-chitosane (2,50 mmol d’amine) sont solubilisés dans 50,5mL de solution
aqueuse d’acide acétique (50mL H20 + 0,5mL AcOH) et 150mL de Méthanol sont ajoutés au
milieu réactionnel. Le 3-OPT (nombre d’équivalents variable) est solubilisé dans 2mL de
Méthanol et ajouté goutte a goutte a la solution de chitosane. Le cyanoborohydrure de sodium
(3 équivalents par rapport au 3-OPT) est également solubilisé dans 2mL de Méthanol et ajouté
au milieu réactionnel goutte a goutte. Le volume du milieu est complété a 250,5mL avec du
Méthanol. Ce milieu est dégazé avec 3 cycles de vides — argon. La réaction est laissée sous
agitation pendant 24h sous argon, a température ambiante et a 1’abri de la lumiere. Le milieu
réactionnel est concentré a 1’évaporateur rotatif et est précipité dans un mélange de Méthanol
et NaOHaq glacial (600mL Méthanol + 2mL de NaOHaq (2M)). Puis le précipité est solubilisé
dans 20,2mL de solution aqueuse d’acide acétique (20mL H20 + 0,2mL AcOH). Cette solution
est dialysée (MWCO 1kDa) contre 500mL de mélange Methanol / H,O / AcOH (4/1/0,01
v/v/v). Le milieu externe est changé¢ 3 fois puis la dialyse est effectuée contre 1L d’eau distillée

(nombre de changements : 6). Le contenu de la dialyse est lyophilisé.

Rendement massique : ~65%
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IR-TF v [cm™] : 3350 ; 2871 ; 1680 (C=0 thioester) ; 1550 ; 1418 ; 1372 ; 1307 ; 1238 ; 1110 ;
1059 ; 1026 ; 958. 898

RMN !H (D20; 300MHz) 5[ppm]: 4,56 (1H; H'pyranose) ; 3,91 — 3,67 (6H; H3*>®pyranose) ;
3,48 (2H; -CH2-CH2-CH2-SCOCHg); 3,17 — 2,80 (2H & 1H; -CH2-CH>-CH2-SCOCH3 &
H2pyranose); 2,37 (3H; -SCOCHs3) ; 2,04 (3H; CHsacétamide); 1,85 (2H; -CH2-CH2-CH2-N3)

GPCaq : Mn 600 a 900 g/mol; ® 1,9a2,6

2.5.4.3 Hydrolyse du thioacétate et couplage de chitosane thiolé sur une PCLyne par
thiol-yne

m
Fio o 0
oH oH Fio o
oH oH NH;|
. ° o oH o o OH PCLyne NH J[HO v
% o0 o | NeOH. TCEPag, DMSO | Hio” 9 . ° X Y Jm
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o o P e
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Chitosane thioacétylé Chitosane NaOH, TCEPaq, DMSO Chitosane’ HTO. OH
thiolé o
o
a

PCL-g-CHT

e Déprotection des thioesters

200mg de chitosane thioacétylé (thioester : 0,1mmol, 1 équivalent) sont solubilisés dans 6
mL de DMSO (50°C sous argon). Puis 1mL de solution de TCEP (0,5M) et NaOHaq (7,2M,
12 équivalents) sont ajoutés a la solution de chitosane. Le milieu réactionnel est agité 6h a 50°C

SOusS argon.

e Réaction thiol-yne

252mg de PCLyne (0,2mmol, 2 équivalents par rapport aux thioester) sont solubilisés dans
3mL de DMSO puis ajoutes goutte a goutte a la solution de chitosane (formation d’un précipité).
Le DMPA (13mg ; 1 équivalent) est solubilisé dans 1mL de DMSO et est ajouté goutte a goutte
au milieu réactionnel. Le mélange est irradié sous UV pendant 2h. Par la suite, 2 traitements

ont été appliqués pour purifier le copolymere selon le lot de produit :

- Le milieu réactionnel est centrifugé, le filtrat est évaporé, les solides (précipité et solide
en suspension) sont séchés a la pompe a palettes.

- Le milieu réactionnel est dialysé (MWCO 1kDa) contre 1L d’eau distillée a I’abri de la
lumiere. Par la suite, le contenu de la membrane de dialyse est centrifugé, le filtrat est lyophilisé

et le précipité séché a la pompe a palettes.
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IR-TF v [em™] : 3277 ; 2948 ; 1728 (C=0 ester); 1631; 1566; 1394; 1317; 1234; 1159; 1061;
1031, 955; 834

RMN H (DMSOds; 300MHz) [ppm] : 4,35 — 3,40 (H pyranose); 3,98 (-CH2®)-); 2,27 (-
CHo™®-); 1,82 (CHsacétamide); 1,52 (2*-CH,%4-); 1,28 (-CH,®)-)

3 Etudes physico-chimiques
3.1 Protocole de nanoprécipitation

20mg de copolymere sont solubilisés dans 2mL de DMSO (agitation 2h a 55°C, a I’abri de
lalumiére). La solution de copolymere est ensuite ajoutée goutte a goutte via un pousse seringue
(Q=1mL/min) dans 18mL d’eau distillée agitée a 300RPM. Puis la solution est agitée a
300RPM pendant 2h a température ambiante et a I’abri de la lumicre. Cette solution est ensuite
dialysée (MWCO 3500Da) contre 1L d’eau distillée pendant un jour et demi (nombre de
changements : 10), puis le contenu de la dialyse est filtré sur un filtre 0,45 um Millipore RC et

lyophilise.

3.2 Protocole de dissolution directe

20mg de copolymere sont solubilisés dans 20mL d’eau distillée. La solution est agitée sous
Ultraturax (11 000RPM) pendant 30 minutes puis sous agitation magnétique (700RPM)
pendant 1h. La solution est passée aux ultrasons pendant 15 minutes avant d’étre filtrée (filtre

0,45 um Millipore RC) et lyophilisée.

3.3 Préparation des échantillons de DLS

2mg de micelles sont solubilisés dans 20mL de PBS. La solution est agitée a température
ambiante pendant 1h a I’abri de la lumiére. Puis la solution est filtrée sur un filtre 0,45 pm
Millipore RC avant d’étre analysée par DLS. Pour les analyses avec du tween 80, 20mg de
tween sont ajoutés aux 20mL de solution de micelles. La solution est agitée au vortex puis mise

a décanté pendant deux minutes.

3.4 Détermination des valeurs de taux de charge et d’efficacité d’encapsulation des mi-
celles PCL-g-DEX chargées en DOX.

Les valeurs de taux de charge (DL « drug loading ») et d’efficacité d’encapsulation (EE) sont

définies par les égquations suivantes :

Masse de DOX dans les micelles .

DL (%)= 100

Masse de micelles
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Masse de DOX dans les micelles .
Masse initiale de DOX

EE (%)= 100

Ces valeurs ont été mesurées par spectrophotométrie UV (A = 480 nm) dans un mélange
DMSO/H;0 (4/1 : v/v), le DMSO permettant de détruire les micelles et de s’assurer que 1’on
quantifie bien la totalité de la DOX encapsulée. La concentration, et donc la masse en DOX été
déterminée grace a une calibration UV (Amax=480nm) (Figure 105) réalisés a partir de solutions
de DOX.HCI solubilisée dans le méme mélange DMSO/H,0 (4/1 : vIv) .

0,45 ~
04 - A=17,037C - 0,0012
0,35 - R2?=0,9984
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

480nm)

Absorbance (A

0,01 0,015 0,02 0,025

Concentration DOX (mg/mL)

0 0,005

Figure 105 Calibration UV de DOX.HCI dans un mélange DMSO/H20 (4/1, viv)

3.5 Etude de la cinétique de libération de doxorubicine des micelles PCL-g-DEX

2mg de micelles chargées en doxorubicine sont solubilisés dans 2mL de tampon PBS
(tampon commercial a pH7,4 ou tampon préparé a pH 5,8). La solution est agitée pendant 1h a
’abri de la lumiére) puis dialysée (MWCO 3,5kDa) contre 20mL de tampon PBS analogue a
celui contenu dans la membrane de dialyse. La solution de dialyse est placée a 37°C, agitée a
180RPM et a I’abri de la lumiere. Le milieu externe de la dialyse est régulierement analysé au
spectrométre UV (Amax=490nm) et remplacé par 20mL de tampon PBS analogue pour rester a
volume constant. La concentration en DOX dans le milieu externe de chaque étude est
déterminée via une calibration de DOX.HCI dans le méme tampon que celui de I’étude (Figure
106 et Figure 107). Les analyses UV et les changements de milieu sont effectués au bout de 2h,
4h, 6h, 24h, 48h et 72h apres le début de la libération.
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Figure 106 Calibration UV de DOX.HCI dans du PBS (pH7,4)
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Figure 107 Calibration UV de DOX.HCI dans du PBS (pH5,8)

3.6 Préparation des échantillons pour I’analyse de fluorescence

Les CAC des micelles ont été déterminées par 1’analyse du pyréne : une sonde fluorescente
hydrophobe incorporée dans les agrégats micellaires. Dans un premier temps plusieurs volumes
de solution de pyréne dans 1’acétone (6uM ; 1mL) ont été évaporés pour préparer 9 piluliers
contenant 6nmol de pyréne. En paralléle, une solution aqueuse de micelles a été préparée par
un protocole de nanoprécipitation similaire a celui décrit précédemment, cependant les micelles
ne sont pas lyophilisées en fin de dialyse. 9 solutions de micelles dans I’eau distillée de
concentrations connues ont été préparées par dilution (concentration de 10#g/L a 1g/L). Chaque
solution est mélangée avec 6 nmol de pyrene et agitée pendant 3h. Par la suite les solutions sont
filtrées sur un filtre 0,45 um Millipore RC et sont placées dans un bain a ultrason pendant 15

minutes. Puis les échantillons sont analysés au spectrométre de fluorescence.
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4 Etudes biologiques
4.1 Etudes de cytotoxicité

Les études de cytotoxicité MTT ont permis de mesurer la mort cellulaire. La veille de la
transfection, 2000 cellules sont ensemencées dans une plaque 96 puits avec 200uL de milieu
de culture cellulaire. 24h aprés 1’ensemencement, les composés (DOX, N-O(PCL-g-DEX)
vides ou chargés en DOX) sont ajoutés au milieu de culture avec des concentration allant de O
a 150pg/mL. Les milieux de culture sont incubés pendant 24h. Apres cette prériode
d’incubation, les cellules sont traitées pendant 4h avec 0,5mg/mL de MTT ((3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Promega). La solution du milieu de
culture est ensuite éliminée et les cristaux de formazan précipités sont dissouts dans un mélange
EtOH/DMSO (1 :1). L’absorbance de la solution est mesurée a A=540nm.

4.2 Etudes d’internalisation cellulaire et cytométrie en flux

L’internalisation des micelles fluorescentes N-O(PCL-g-DEX(FITC)) dans les cellules
cancéreuses HCT-116 et les fibroblastes CCD-45SK a été observée par microscopie confocale.
La veille de I’expérience, les cellules sont ensemencées dans une boite de Pétri en verre (World
Precision Instrument, Stevenage, UK) avec une densité de 10° cellules/cm?. Les cellules fixées
ont ensuite été lavées et incubées dans 1mL de milieu de culture cellulaire contenant les N-
O(PCL-g-DEX(FITC)) a une concentration de 50 pg/mL pendant 20h. 15 minutes avant la fin
de la période d’incubation, les cellules ont été déposées sur une membrane plasmique teintée
CellMask™ (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) avec une concentration finale de 5ug/mL.
Avant I’observation, les cellules ont ét¢ lavées doucement avec un milieu Moy’s 5a. Les cellules
ont ensuite été visualisées avec microscope confocale LSM 780 LIVE (Carl Zeiss, Le Pecq,

France) 488nm avec un grossissement 63x/1,4 OIL DIC Plan-Apo.

L‘internalisation des micelles N-O(PCL-g-DEX(FITC)) a été quantifiée par cytométrie
en flux. Les cellules ont été traitées ou non avec 50ug/mL de micelles N-O(PCL-g-DEX(FITC))
pendant 1, 3, 6 et 24h. Apres le traitement, les cellules traitées et les cellules témoins ont été
lavées avec du tampons PBS froid, récoltées et centrifugees (1300RPM, 5 minutes). Les cellules
ont ensuite été remise en solution dans un tampon PBS enrichit en CaCl?*, MgCI?* et teinté avec
de I’iodure de propidium (1 pg/mL) (Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, France), un indicateur de
mort cellulaire. La quantification du nombre de cellules vivantes contenant des micelles par
cytométrie en flux a été effectuée avec un cytometre FACS CytoFlex Flow (Beckman Coulter,

France) avec au minimum 5000 cellules vivantes collectées.
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Nouveaux systemes copolymeres amphiphiles biodégradables pour la délivrance de principes

actifs anticancéreux

Ce travail présente la synthése de copolymeéres amphiphiles biocompatibles et biodégradables pour la formation
de systémes de libération d’agents anticancéreux. Ces copolymeéres sont composés d’une chaine de poly-(e-
caprolactone) (PCL), un polyester hydrophobe biocompatible et biodégradable, sur laquelle sont greffés des
chaines hydrophiles d’oligomeéres de dextrane ou de chitosane. Ces nouvelles structures copolymeéres sont dites
« inverses », les structures « classiques » étant constituées d’une chaine polysaccharide avec des greffons PCL. La
chaine de PCL a été propargylée via une méthode anionique développée par notre équipe, tandis que les
oligosaccharides ont été azoturés en extrémité de chaine sur le dextrane, mais le long de sa chaine sur le chitosane
grace a la présence de ses fonctions amines. Les copolymeéres ont été obtenus par couplage « clic » CUAAC entre
PCL propargylée et oligosaccharides azoturés. Dans le cas du chitosane, les amines de la chaine permettent i) le
couplage de mannose squarate, un agent de ciblage de cellules cancéreuses et ii) une fonctionnalisation sous forme
de thiol qui permet un couplage par réaction thiol-yne sur la PCL propargylée. Ces copolymeéres donnent des nano-
objets en milieu aqueux qui, dans le cas du PCL-g-dextrane, sont sous forme de micelles qui encapsulent de la
doxorubicine dont la libération est pH dépendante. Des études biologiques ont montré que ces micelles chargées
sont toxiques essentiellement pour les cellules cancéreuses et qu’elles sont préférentiellement internalisées par les

cellules cancéreuses. Ces résultats démontrent une grande sélectivité d’action vis-a-vis des cellules tumorales.

Mots-clés : Copolymeres greffés amphiphiles, poly e-caprolactone, dextrane, chitosane, micelles biodégradables,

libération de doxorubicine, thérapie anti-cancer.
New amphiphilic biodegradable copolymer systems for anticancer agents delivery

This work presents the synthesis of biocompatible and biodegradable amphiphilic copolymers for the formation
of anticancer drug delivery systems. These copolymers consist of a poly-(e-caprolactone) (PCL) chain, a biocom-
patible and biodegradable hydrophobic polyester, on which hydrophilic oligomers of dextrane or chitosane are
grafted. These new copolymer structures are called “reverse” structures, the “classic” ones being made of a poly-
saccharide chain with PCL grafts. The PCL chain was propargylated via an anionic method developed by our team,
while azide functions were grafted on oligosaccharides at a chain end of dextrane, but along the chain in chitosan,
thanks to its amine functions. Copolymers were obtained by CuUAAC click coupling between the activated PCL
and oligosaccharides. In the case of chitosan, the amines of the chain allowed the coupling of mannose squarate,
a cancer cell targeting agent, as well as a functionalization in the form of thiols which allow coupling by thiol-yne
reaction on propargylated PCL. These copolymers form nano-objects in aqueous media which, in the case of the
PCL-g-dextrane structure, are forming micelles that encapsulate doxorubicin, which is further released in a pH-
dependent way. Biological studies have shown that these charged micelles are toxic to cancer cells and not to
healthy cells and are preferentially internalized by cancer cells. These results demonstrate a high degree of selec-
tivity of action against tumor cells.

Key words: amphiphilic graft copolymers, Poly(e-caprolactone), dextran, chitosan, biodegradable micelles,

doxorubicin delivery, anti-cancer therapy.



