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Introduction générale

Depuis plusieurs décennies, le développement de copolyméres amphiphiles permettant
d'obtenir des systémes auto-organisés en solution aqueuse fait I'objet de nombreuses études
scientifiques. Les propriétés de ces systéemes polymériques ont I'avantage d’étre modulables
en fonction de I'application visée, en particulier lorsqu’ils sont « intelligents », c’est-a-dire
gu’ils présentent une sensibilité a un (ou plusieurs) stimuli (pH, température, lumiére, ...) qui
modifie(nt) leur comportement en solution.

Afin d'ajuster les propriétés finales de ces systémes auto-associés, tels que des micelles, la
stratégie classique consiste a ajuster la microstructure de chaque chaine de copolymere. Cette
approche nécessite de synthétiser des copolymeres statistiques, diblocs ou triblocs adoptant
un comportement intermédiaire a ceux de chacun des polymeéres incorporés. L'inconvénient
majeur de cette voie est qu’elle nécessite la mise au point d'une nouvelle synthése pour
chaque nouvelle application visée, et elle est donc trés colteuse en terme de temps.

Une stratégie alternative est développée dans notre équipe depuis une dizaine d'année pour
pallier a cette problématique. Celle-ci repose sur une approche formulatoire et consiste a
mélanger physiquement deux copolyméres amphiphiles aux propriétés différentes afin
d'obtenir des micelles mixtes dont les propriétés finales peuvent étre facilement ajustées par

modification des proportions relatives en |I'un et I'autre des copolymeres.

Les copolymeres synthétisés au laboratoire par polymérisation contrélée (CROP, ATRP) et
utilisés dans cette étude sont issus de I'huile de lin modifiée, dont les chaines lipidiques
constituent le coeur hydrophobe des micelles. Ces chaines grasses ont |I'avantage de ne pas
géner la dynamique d’échange des micelles, et sont de plus constituées de deux insaturations
par chaine en moyenne qui pourront leur permettre d’étre utilisées pour stabiliser les micelles

par réticulation du coeur, mais également pour greffer des molécules par réaction thiol-éne.

Ce travail de thése s’est appuyé sur les résultats obtenus lors des deux théses précédentes,
pendant lesquelles ont été développés des systemes micellaires mixtes pH-sensibles et/ou
thermosensibles a partir de lipide-b-poly(acide acrylique) (LPAA), de lipide-b-poly(N,N’-
diméthylaminoéthylméthacrylate) (LPDMAEMA), lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline)
(LPiPrOx) et de lipide-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline) (LPEtOXx).

Les objectifs principaux de ce travail de thése sont d'une part d'améliorer la compréhension

du comportement des micelles mixtes composés de deux copolymeéres thermosensibles et



Introduction générale

d'autre part d'étendre cette approche formulatoire a des copolymeres de nature et de
structure différentes afin d'en repousser les limites.

Par ailleurs, la mise en évidence de la formation de micelles mixtes est parfois délicate car elle
passe par une étude du comportement intrinseque du systeme final. Nous nous sommes donc
également intéressés au développement d’une technique de caractérisation par fluorescence

pour démontrer de maniére directe la mixité des micelles.

Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres. Le premier chapitre établira un état de I'art sur
I'auto-organisation et le comportement de copolymeéres amphiphiles thermosensibles en
solution aqueuse, sur les systéemes mixtes rapportés dans la littérature, ainsi que sur le

principe et les applications du FRET.

Le deuxieme chapitre étudiera de facon approfondie les caractéristiques physico-chimiques
des copolymeéres LPiPrOx et LPEtOx et de leurs mélanges en proportion variable en fonction

de la température.

Le troisieme chapitre portera sur I'étude de mélanges entre le copolymére LPiPrOx et des
copolymeres linéaires de nature chimique différente C1s-b-PEO, puis avec un copolymére de
nature et d'architecture différentes, le lipide-b-poly(oligo(éthyléne glycol) méthacrylate de

méthyle) (LPOEGMA), afin d'étudier les limites des systémes mixtes.

Enfin, le dernier chapitre portera sur le développement de la technique directe de
caractérisation par Transfert d’Energie par Résonance de type Forster (FRET) avec la synthese
des fluorophores, leurs caractérisations et I'étude de leur greffage sur les insaturations de Ia

chaine lipidique des copolyméres.



Chapitre | :

Etude bibliographique






Chapitre | — Etude bibliographique

Introduction

Une micelle est une organisation structurée de molécules amphiphiles dont la queue
hydrophobe constitue le cceur, et la téte hydrophile forme la couronne en solution aqueuse.

Le concept global de micellisation est d’abord largement connu dans le cas de petites
molécules amphiphiles, les tensioactifs. En milieu aqueux et au-dessus d’une certaine
concentration appelée concentration micellaire critique (cmc), ces tensioactifs s’auto-
assemblent spontanément et forment des micelles pour minimiser le contact de la queue
hydrophobe du tensioactif avec I'eau.

Au fil des ans, la recherche a mené au développement de nombreux copolymeres amphiphiles
étant capables, au méme titre que les tensioactifs classiques, de s’auto-organiser en milieu
aqueux sous différentes formes (micelles, « polymersomes »,...), conduisant a I'apparition de
systemes de taille nanométrique. Les copolyméres amphiphiles sont donc aujourd’hui
largement étudiés dans de nombreux domaines, et particulierement en tant que systemes de
vectorisation de principes actifs dans le domaine biomédical, parce qu’ils présentent une cmc
plus faible que les tensioactifs classiques, ce qui les rend plus stables face a la dilution.

Afin de renforcer la stabilité et d’optimiser les propriétés de ces systemes, de nouveaux
polymeéres dits « intelligents » ou « stimulables » ont été développés dans les derniéres
décennies. Pour de tels systemes, I'action d’un stimulus interne ou externe (pH, température,
redox, lumiére,...) déclenche la libération progressive et contrélée du principe actif en temps
et lieu souhaités par modification de la structure micellaire.

Par ailleurs, la combinaison au sein d’'un méme systéme de plusieurs stimuli est un atout
majeur pour affiner ses propriétés de relargage. Dans la majorité des cas, les différents stimuli
sont associés par la synthése de copolymeres di- ou triblocs. Cependant, pour pallier aux
difficultés et temps importants de synthése, nous avons choisi de mélanger physiqguement des
copolymeres présentant deux stimuli de méme nature (deux températures critiques
différentes) ou de natures différentes (pH et température par exemple).

La mixité de ces mélanges physiques reste pour autant difficile a prouver de maniére directe.
C’est pourquoi la mise en place d’'une technique mettant en jeu la fluorescence, le Transfert
d’Energie par Résonance de type Forster (FRET), permettrait d’apporter une réponse

innovante et originale a cette question.
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Cette étude bibliographique se découpera donc en trois parties. En premier lieu, une étude
sera consacrée a |'auto-organisation des copolyméres amphiphiles en milieu aqueux, et leur
désorganisation grace a la température. Puis, les approches de synthése et mixité permettant
la combinaison des caractéristiques intrinséques aux copolymeres, et en particulier leur
thermo-sensibilité, seront discutées. Enfin, la troisieme partie portera sur I'explication du

principe du FRET, ainsi que ses utilisations.



Chapitre | — Etude bibliographique

I. Auto-organisation et désorganisation des copolymeéres amphiphiles en milieux
aqueux

I.1. Généralités sur I'auto-assemblage de molécules amphiphiles
1.1.1.  Auto-organisation des tensioactifs « classiques »

Une molécule amphiphile est une molécule synthétique ou naturelle composée de deux
parties distinctes, une téte hydrophile et une queue hydrophobe, généralement liées de fagon
covalente, et présentant donc des affinités contraires vis-a-vis d’un solvant. En milieu aqueux,
les molécules amphiphiles, ou tensioactifs, ont tendance a s’auto-assembler au-dessus de leur
concentration micellaire critique (cmc) sous forme de structures trés organisées afin de
diminuer I'énergie libre globale du systéme. Ceci est possible en minimisant les interactions
des queues hydrophobes avec I'eau, celles-ci étant confinées dans le coeur d’objets auto-
organisés de caractéristiques variables. Ces objets sont stabilisés par I'apparition de forces de
Van der Waals entre les unités hydrophobes et de liaisons hydrogéne entre les tétes
hydrophiles et I'eau. Ces objets peuvent étre sphériques ou cylindriques et mesurent
généralement de 5 a 100 nm. Leur forme et leur taille dépendent de la structure chimique des
tensioactifs, mais peuvent également varier en fonction de leur environnement, par exemple
la température, le pH, et la force ionique si les tensioactifs sont chargés (anioniques,
cationiques ou zwitterioniques) 2. La nature des objets formés peut étre prédite grace a la
théorie d’Israelachvili qui met en jeu le « paramétre d’empilement » (Critical Packing
Parameter Cpp).

Le parametre d’empilement est défini comme :

__Y
Cpp - Ag*le

ou Vp est le volume effectif occupé par les queues hydrophobes dans le coeur, | est la longueur
effective du tensioactif et Agest I'aire occupée par la téte hydrophile a l‘interface agrégat-eau

(Figure 1).

Sphérique Cylindrique Vésicule bicouche
Cop<1/3 1/3<Cpp<1/2 1/2<Cpp<1

Figure 1: Auto-assemblage des tensioactifs en fonction du paramétre d'empilement
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Quelle que soit leur nature, les auto-organisations de surfactants classiques ne sont
cependant pas figées mais sont dans un état d’équilibre thermodynamique, il y a
constamment des échanges entre les molécules de tensioactifs (ou uniméres) présents dans
la solution et dans les objets. Le temps de vie d’'un unimére dans un objet est d’ailleurs tres

court (10°a103s) 3.

1.1.2.  Auto-organisation des copolymeres amphiphiles

Les copolymeres amphiphiles sont constitués de deux blocs polymeres, I'un hydrophile et
I'autre hydrophobe, liés de fagcon covalente. lls sont obtenus soit par la polymérisation de
monomeres, soit par l'incorporation de blocs naturels de type lipide ou glucide,... lls sont
largement étudiés car il est possible d’obtenir des structures trés variées, composées de
copolymeres de masse molaire parfaitement controlée et de dispersité faible.

Selon I'architecture et la composition du copolymére amphiphile (linéaire, réticulé, greffé), les
nanoparticules formées en phase aqueuse se déclinent sous différentes formes comme les

nanospheres, « polymersomes », dendriméres et micelles (Figure 2).

7N

Micelle « Polymersome » Nanosphére Dendrimere

@ Molécule hydrophobe
@ Molécule hydrophile

Figure 2: Différentes structures d'auto-assemblage de copolyméres amphiphiles
en milieu aqueux et localisation de potentielles molécules encapsulées !

La longueur de chacune des chaines de polymére a également son importance. On parle de
balance hydrophile/hydrophobe (HLB) pour définir I'équilibre entre le(s) bloc(s) hydrophile(s)
et hydrophobe(s) des tensioactifs ou des copolymeres amphiphiles étudiés. Lorsque la
longueur de la chaine hydrophile prédomine sur celle de la chaine hydrophobe, le copolymere
est facilement dispersé dans I'eau et va former préférentiellement des micelles sphériques.
Lorsque la proportion de la chaine hydrophobe augmente par rapport a la chaine hydrophile,

la structure devient cylindrique, puis vésiculaire ou lamellaire 4.
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En accord avec le projet de recherche qui sera développé dans la suite de ce manuscrit, cette
étude sera uniquement consacrée aux micelles.

De méme que pour les petites molécules tensioactives, les copolymeres amphiphiles sont
donc capables, si leur paramétre d’empilement le permet, de s’assembler sous forme de
micelles selon une structure « coeur-couronne » afin de minimiser I'énergie libre du systeme.
Cependant, I’énergie libre interfaciale des structures micellaires formées étant plus élevées
gue pour un tensioactif « classique », ils présentent généralement une cmc plus faible (de
I'ordre de 10°-107 mol/L au lieu de 103-10* mol/L pour les tensioactifs de faible masse

molaire °) qui les rend plus stables lors d’une dilution “.

En fonction de la structure du copolymeére étudié, les micelles peuvent adopter différentes
conformations. De nombreuses études se sont intéressées aux copolymeéres diblocs A-B, ainsi
que triblocs A-B-A ou A-B-C (avec A et C des blocs hydrophiles et B un bloc hydrophobe) afin

de combiner les propriétés de chacun des blocs (Figure 3) 2.

JSnnAANAANAS U A-B
"“-».1,,44’ Micelles
NGOGV, T VAT,V T, A-B-A p— % « étoile »

S A-B-C

Micelles

LTV T LT TV VT VTV TN B-A-B « fleur »

Figure 3: Différentes conformations des micelles de copolyméres amphiphiles diblocs et
triblocs en phase aqueuse (A,C : polymeéres hydrophiles, B : polymeére hydrophobe)

Les systéemes micellaires polymériques sont attractifs pour de multiples applications, par
exemple de stabilisation colloidale, microréacteurs, nanoélectroniques, capteurs, ainsi que
dans le domaine biomédical avec des membranes biologiques et des systemes de relargage

de principes actifs &7,

Quelle que soit I'application visée, les copolymeéres doivent répondre a un certain nombre de

critéeres afin de contréler la préservation ou la dissociation des micelles formées lors de
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modifications de leur environnement. Cela est possible par le contréle des stabilités
thermodynamique et cinétique des micelles.

La stabilité thermodynamique est régie par le besoin du systéeme de minimiser son énergie, le
poussant a adopter des conformations de type micelles pour atteindre ['équilibre
thermodynamique.

La stabilité cinétique décrit le comportement du systeme avec le temps, et dépend
essentiellement de I'énergie nécessaire a la transition entre |'état initial et I’état final adopté

par le systéeme.

> Parameétres influencant la stabilité thermodynamigue :

La cmc est I'un des parametres essentiels reflétant la stabilité thermodynamique. On peut
exprimer I'énergie libre standard de micellisation comme :

AG°mic = RT*In(cmc)

Avec R la constante des gaz parfaits (= 8,314 J.mol1.K?) et T la température.
Plus la valeur de la cmc est faible, plus le systéme est stable thermodynamiquement.
Les différents critéres augmentant la stabilité thermodynamique des micelles sont détaillés ci-
dessous.

=  Plus la longueur du bloc hydrophobe est grande, plus la cohésion dans le cceur
augmente, donc plus la cmc diminue. L'incorporation d’'une molécule hydrophobe dans le
cceur peut également contribuer a renforcer les interactions hydrophobes et donc a
augmenter la stabilité thermodynamique des micelles.

= Les interactions entre les chaines hydrophiles elles-mémes et entre les chaines
hydrophiles et I'’eau permettent la stabilisation des micelles. En augmentant la longueur des
chaines hydrophiles et leur densité en surface des micelles, les polymeres sont alors forcés
d’adopter des structures plus rigides et étendues. Au contraire, des chaines plus courtes et
moins nombreuses en surface des micelles augmentent I'exposition du coeur hydrophobe a la
phase aqueuse, ce qui diminue la stabilité de la micelle.

» La nature du milieu aqueux (pH, salinité, température,...) peut également avoir
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un impact important sur la micellisation et la stabilité des micelles. Il est donc essentiel de
prendre en compte tous les parameétres structurels et de préparation des solutions micellaires

pour avoir un contrdle optimal sur leur comportement en phase aqueuse 8.

> Parameétres influencant la stabilité cinétique :

Apres le phénoméne de micellisation, lorsque la nature des copolymeéres le permet, il se
produit constamment des échanges de chaines de polyméres (unimeéres) entre les micelles et
la solution.

Contrairement aux petites molécules de tensioactifs qui ont une dynamique d’échange
particulierement rapide, les échanges se produisant en solution sont beaucoup plus lents
(quelques heures ou plus °) voire inexistants en présence de micelles de copolyméres a blocs.
On parle alors de systemes dynamiques si des échanges ont lieu entre les micelles, et de
systémes gelés sinon °.

Il existe trois types de mécanismes pour expliquer les échanges dynamiques se produisant en
solution : « insertion/expulsion » de chaines, « fusion/scission » de micelles, et

« chevauchement » de micelles (Figure 4).

&
&
B

Figure 4 : Mécanismes d'échanges de chaines polymeéres entre micelles : A = “Insertion/Expulsion” de chaines,
B = « Fusion/Scission » de micelles, C = "Chevauchement” de micelles &

Dans le cas de « l'insertion/expulsion » de chaines, une chaine de polymére est éjectée de la
micelle pour se retrouver un court instant en solution, puis est réinsérée dans une autre
micelle.

Pour le phénomeéne de « fusion/scission », deux micelles fusionnent temporairement et
permettent a leur coeur hydrophobe respectif de se rencontrer, facilitant alors le transfert
d’une chaine d’une micelle a 'autre.

Enfin, il peut arriver que deux micelles se chevauchent et que 'une des chaines d’'une des

micelles soit suffisamment étirée pour créer un lien entre les deux micelles. Contrairement a
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la « fusion/scission », les micelles sont plus éloignées, mais I'une des chaines peut alors quitter
sa micelle pour contribuer a la formation de la seconde.

De nombreux parametres sont aussi a prendre en compte pour évaluer la stabilité cinétique
du systeme, tels que les caractéristiques intrinseques au systéeme (cmc, température de
transition vitreuse Tg du cceur hydrophobe, interactions hydrophobes,...), ainsi que les
conditions extérieures aux micelles (Température, pH, salinité,...).

Les caractéristiques internes aux micelles sont particulierement influentes sur la mobilité du
coeur hydrophobe, et caractérisent la capacité du systéme a évoluer dans le temps 2. Ainsi,
plus la Tg est haute, plus la chaine est rigide, donc plus la micelle est figée. L’échange de
chaines entre micelles prend également en compte la barriére d’énergie a franchir pour
extraire une chaine de copolymere de la micelle, qui doit étre suffisamment basse pour
permettre I'échange moléculaire, et qui est fonction de I’hydrophobie et de la longueur du

bloc constituant le coeur 1.

La sensibilité a I'environnement extérieur de certains polymeéres, ainsi que la volonté
constante d’améliorer le contréle que I'on a de ces systemes, conduisent de plus en plus

d’études a envisager l'incorporation de polymeres répondant a des stimuli.

1.2. Introduction aux copolymeéres amphiphiles « stimulables »

L'un des objectifs des polyméres synthétiques étudiés aujourd’hui est de mimer le
comportement des biopolymeres (Protéines, polysaccharides, acides nucléiques) existants
dans les systémes vivants, et répondant, par le biais d’interactions coopératives, a des stimuli
extérieurs.

Ces polymeéres synthétiques peuvent étre utilisés dans la formation d’hydrogels, de micelles
ou encore fixés sur des surfaces, et trouvent un intérét dans de nombreux domaines, comme
par exemple le relargage de substances actives, les biotechnologies ou encore la
chromatographie 2.

Les polymeres stimulables, aussi appelés polymeéres intelligents ou polymeres stimuli-
sensibles, sont sujets a des changements radicaux de leurs propriétés physiques et/ou

chimiques en réponse a une modification de leur environnement 13,

10
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L'unité stimuli-sensible peut étre introduite a différents endroits dans le copolymere (Figure
5). Elle peut étre partie intégrante de la chaine principale si I'un des blocs présente une
sensibilité ou si un agent de liaison stimuli-sensible est rajouté entre deux blocs. La sensibilité
peut également étre apportée par des groupements pendants sur une des chaines polymeres

ou par un agent de réticulation présent entre deux chaines de copolymeres distinctes.

Groupes pendants
Agent de liaison

Bloc Agent de réticulation
m’
0e%e
Figure 5: Représentation schématique des différentes architectures de
copolyméres stimuli-sensibles avec |'unité stimulable représentée en vert 1*

Toutes ces architectures sont accessibles grace au développement des techniques de
polymérisation contrélées permettant I'obtention de copolymeres de structure, composition
et taille parfaitement définies, telles que I’ATRP (Atom Transfer Radical Polymerization), la
RAFT (Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer), la ROP (Ring Opening
Polymerization) ou encore la NMP (Nitroxide-Mediated Polymerization).

Le copolymere stimulable peut étre obtenu par polymérisation de monomeres stimulables (ou
conduisant a des polymeéres stimulables), par I'incorporation de groupements de fin de chaine
(via l'utilisation d’agents de transfert ou d’amorceurs portant l'unité stimuli-sensible), ou

encore par réaction chimique post-polymérisation sur les extrémités de chaine 4.

Il existe un certain nombre de stimuli auxquels peut répondre un copolymere. lls peuvent étre
classés en deux grandes catégories comprenant :

e Les stimuli chimiques (pH, agents chimiques type redox, force ionique) et
biochimiques (glucose, enzymes, antigénes et autres agents biochimiques),
susceptibles de modifier voire dégrader la structure des copolymeéres et donc
d’altérer leur organisation.

e Les stimuli physiques (température, lumiére, champ magnétique ou électrique,
contrainte mécanique, ultrasons) générés manuellement par I’homme pour

modifier 'environnement du systéme et donc son équilibre 13.

11
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En fonction du stimulus appliqué et de la nature du copolymere étudié, différents modes de
réponses sont possibles. La perte partielle ou totale de son hydrophilie, ou la rupture d’une
liaison au sein de sa structure > peuvent entrainer un changement de forme et de taille de la

micelle. Elle peut dans certains cas gonfler ou au contraire s’effondrer sur elle-méme.

Le sujet de recherche développé dans ce manuscrit étant centré sur des polymeres
thermosensibles, la suite de cette étude bibliographique va s'intéresser plus précisément au

stimulus température.

[.2.1.1. Les comportements a UCST/LCST

Les polymeéres thermosensibles sont tres largement étudiés dans la littérature, notamment
pour la possibilité de modifier facilement leurs propriétés physico-chimiques via un stimulus
externe. L'utilisation de ces systémes est définie par leur comportement thermosensible, qui
est utile pour de nombreuses applications de catalyse, capteurs, dispositifs optiques ou encore
systémes de vectorisation ou bio-ingénierie .
Les polymeres thermosensibles présentent une température de solution critique,
température a laquelle il se produit une transition de phase conduisant a un changement de
leur conformation et de leur solvatation en phase aqueuse. Cette transition de phase est issue
de la compétition entre I’enthalpie de mélange AH qui est directement reliée aux interactions
polymeére-polymére, polymére-solvant et solvant-solvant, et I'entropie du mélange AS,
caractérisant I'organisation plus ou moins ordonnée des molécules d’eau entre elles 7.
Ces deux grandeurs thermodynamiques contribuent a faire varier I’énergie libre de Gibbs AG,
telle que :

AG = AH - T*AS
ou T est la température du mélange.
D’un point de vue thermodynamique, la solubilisation du polymére dans I'eau n’est faisable
gu’a condition que AG soit négative.
Les polymeres qui ont une température de solution critique basse, dits a LCST (« Lower Critical
Solution Temperature »), sont parfaitement solubles dans I’eau a une température inférieure

a la LCST et deviennent insolubles au-dessus de celle-ci. Cela s’explique par le renforcement

12
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des interactions hydrophobes entre polymeres hydrophiles au détriment des interactions
hydrogene entre les polymeres et I'eau. Ceci a pour conséquence un effondrement des
chaines polyméres et une agrégation inter-moléculaire, et enfin une séparation de phase *8.

Cette transition de phase soluble/insoluble ne signifie pas que les chaines de polymeéres sont
complétement désolvatées a la température critique, mais elles sont dans un état tres hydraté
a basse température et sont progressivement déshydratées avec I'augmentation de la

température ° (Figure 6).

T>LCST‘ %@
M% © T <LCST %

Chaines de polymére « Globules » hydrophobes Agrégats

Figure 6: Transitions de phase de polymeéres thermosensibles - Schéma d'une
transition “pelotes-a-globules-a-agrégats” typique du poly(N-isopropylacrylamide) PNIPAAm 8

Lorsque I’eau est un bon solvant pour le polymere, les molécules d’eau s’organisent autour de
la partie hydrophile sous forme d’une fine couche, des liaisons hydrogene sont alors créées
entre les chaines hydrophiles et I'eau, ce qui donne une valeur négative a I'enthalpie AH. Si le
polymére comporte en plus des régions non polaires, les molécules d’eau ne sont pas capables
de créer des liaisons hydrogene avec elle, et se réorientent donc autour d’elles pour former
une structure en cage, c’'est I'effet hydrophobe. La structure trés organisée des molécules
d’eau a pour conséquence de diminuer le terme entropique (négatif). Dans ce cas, le terme
enthalpique prédomine et permet la solubilisation du polymere.

Lorsque I'on dépasse la température critique, 'eau devient progressivement un mauvais
solvant pour le polymére en raison de 'augmentation de |'agitation thermique des molécules
d’eau, ce qui a pour conséquence la rupture de la couche d’hydratation formée autour des
fonctions hydrophiles, et I'expulsion des molécules d’eau hors de la structure du polymere. Le
terme entropique devient alors prédominant par rapport au terme enthalpique, entrainant la
précipitation du polymere 20,

Ce phénomene de transition de phase est réversible lorsque la température diminue en

dessous de la LCST, mais la vitesse de re-solubilisation des chaines est souvent plus lente car

13
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leur réhydratation peut étre plus difficile. Elle se produit donc a une température inférieure a

celle de la précipitation, donnant lieu a ce qui est appelé une « hystérese » 21,

De maniére contraire, les polyméres qui ont une température de solution critique haute, dits
a UCST (« Upper Critical Solution Temperature »), sont solubles au-dessus de leur température
critique et perdent leur solubilité en-dessous. Thermodynamiquement, ils ont des termes
enthalpique et entropique tous les deux positifs, donc AG devient négatif quand la
température augmente, ce qui leur confere un comportement opposé aux polymeres a LCST

18

Ces deux comportements peuvent étre représentés sur des diagrammes de phase (Figure 7).

(a) 1 (b) 1
One phase
_______________________ UcsT

e o

2 5

% g T h

2 Two phase > Wo phase

g £

= @

________________________ LCST
One phase
Polymer volume fraction " Polymer volume fraction

Figure 7: Courbes de transition de phase de polyméres thermo-sensibles en
solution. (a) Polymeéres & LCST, (b) Polyméres a UCST 2

Sur ces diagrammes, la LCST et la UCST sont respectivement le minimum et le maximum de la
courbe, et sont donc définies pour une fraction volumique bien précise. La température de
transition de phase correspondant a tout autre point de cette courbe est appelée
« Température de point de trouble Ter ». Cette appellation plus généraliste sera privilégiée

dans toute la suite du manuscrit.

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAmM) est I'un des polyméres thermosensibles les plus
utilisés car il possede une Tpr a 32°C, intéressante pour sa proximité avec la température
corporelle humaine de 37°C, ce qui fait de lui un excellent candidat pour de nombreuses
applications biomédicales telles que le relargage de principes actifs, la régénération de tissus
ou encore I'encapsulation de cellules.

Le poly(éthylene glycol) (PEG) est également tres utilisé en particulier pour ses propriétés de

furtivité vis-a-vis du systeme immunitaire. Il est également considéré comme un polymere

14
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thermosensible, mais sa Tpr étant estimée supérieure a 100 °C dans l'eau, il est souvent
combiné a d’autres polymeres pour améliorer leur biocompatibilité et éventuellement
modifier la température critique globale du systéme 4.

Les principales grandes familles de polymeres thermosensibles évoquées dans la littérature

21 3insi que quelques exemples précis de ces polyméres, sont répertoriés ci-dessous (Tableau

1).

Tableau 1 : Exemples de familles de polymeres thermosensibles.

Poly(N-alkyl(alkyl)acrylamide) ? R Poly(vinyl ether) 2>%*
PNIPAAM : R=R;=H ; Ry=-CH(CHs), R : PMVE : R=CHs N
PNEAM : R= Ry=H ; Ry=-CH,CHs 1‘r}1 o PEOVE : R=-(CH),0CH,CHs 5 .

R» h

R

Polyethers % Poly(N-vinyl lactam) %
PEO (PEG) PPO M o /(/\]/)/n

A~ O /(,\ro % U el PVPI ENjo

Poly(N,N’-dialkylaminoethyl(alkyl)acrylate) % Poly(oligo(ethyleneglycol)methacrylate) ¥’
PDMAEMA : R=R;=R,=CHs R POEGMA : R=-(CH,CH,0)3-CHs |
PDEAEMA : R=CH; ; Ri=R;=-CH,CHs N1 qyﬂ PMEO,;MA : R=-CH,CH,0CH; o~

R~ (e} 0
R{N\/\O o)
Poly(2-alkyl-2-oxazoline) % Poly(peptide)s &%

Elastin-like polypeptides (ELPs)

(0]
(0] O
H H n
PiPrOx : R=-CH(CHs), M an \{NAH/N N/\H/N Ng
PEtOx : R=-CH,CHs (DP <100) ,& H g5 H g
PBUOX : R=-(CH,)3CH R™ "0
Poly(Glycine-Valine-Glycine-Valine-Proline)

PNIPAAM : Poly(N-isopropylacrylamide); PNEAM: Poly(N-ethylacrylamide); PMVE : Poly(methyl vinyl ether); PEOVE : Poly(2-
ethoxyethyl vinyl ether); PEO : Poly(ethylene oxide) ; PPO : Poly(Propylene oxide) ; PVCL : Poly(N-Vinyl caprolactame) ; PVPI :
Poly(N-vinyl piperidone) ; PDMAEMA : Poly(N,N’-dimethylaminoethylmethacrylate) ; PDEAEMA : Poly(N,N’-
diethylaminoethylmethacrylate) ; POEGMA : Poly(Oligo(ethylene glycol)methylmethacrylate) ; PMEO,MA : Poly(2-(2-
methoxyethoxy)ethylmethacrylate) ; PiPrOx : Poly(2-isopropyl-2-oxazoline) ; PEtOx : Poly(2-ethyl-2-oxazoline) ; PBuOx :
Poly(2-butyl-2-oxazoline).

1.2.1.2. Parametres structuraux influant sur la température de point de trouble

La valeur de la Ter de polyméres thermosensibles appartenant a la méme famille peut étre
tres dépendante de paramétres structurels influant sur leur composition (degré de

polymérisation, nature des groupements latéraux et/ou d’extrémité de chaine).

15
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> Degré de polymérisation

Il est difficile de donner précisément I'influence du degré de polymérisation ou de la masse
molaire du polymere sur sa température de point de trouble. En effet, les articles a ce sujet se
contredisent, certains affirmant que, pour une méme famille de polymeéres, la Teraugmente
avec la masse molaire, d’autres qu’elle diminue avec la masse molaire, ou encore qu’elle n’a
aucun effet 2°, En réalité, la voie de synthése du polymére a une grande influence sur sa Ter
car elle peut en modifier la nature de ses extrémités, sa tacticité ou encore sa dispersité, et
tous ces facteurs ne font pas varier la Tpr de la méme fagon si le polymeére est de petite ou
grande masse molaire. Garcia-Pefias et al. 3° ont étudié 'influence du degré de polymérisation
d’homopolymeres PNIPAAm sur sa température de point de trouble. lls montrent que la Tpr
diminue en augmentant la masse molaire, et justifient cela grace a la théorie de Flory-Huggins
avec une augmentation des interactions polymeére-solvant entrainant une Tpr plus élevée pour

les polymeres de plus faible masse molaire.

» Nature du groupement latéral (motif de répétition)

La nature du groupement pendant du motif de répétition a également un impact non
négligeable sur le comportement en température du polymere. Ce groupe pendant peut étre
de nature diverse : un hydrogene, une chaine alkyle plus ou moins longue, linéaire ou
branchée, avec la présence éventuelle d'hétéroatome(s). La nature chimique de ce
groupement a un impact sur la balance hydrophile/hydrophobe ainsi que sur la mobilité de la
chaine de polymeére. Plus il est capable de créer des liaisons hydrogene avec I'eau, meilleure
est la solubilité du polymeére, donc plus sa Ter augmente 2L, Le Tableau 2 illustre cela avec
guelgues exemples d’isomeres structuraux du PNIPAAm, et montre I'influence de la nature et
de la longueur du groupement latéral sur la Tpr. Ce tableau ne donne d’ailleurs pas de valeurs
précises de températures de point de trouble (mais une plage de valeurs), d’'une part car celle-
ci peut dépendre de la taille du polymere, de la nature de ses extrémités et parfois de sa
concentration en solution, et d’autre part car les articles sélectionnés ne mentionnent pas

toujours le degré de polymérisation du polymere étudié.

16



Chapitre | — Etude bibliographique

Tableau 2 : Comparaison des températures de point de trouble de quelques polymeéres en fonction de leur
composition (isomeres de structures, nature groupements, longueurs groupements).

: 5 ! " PNEAm® |
PiPrOx@* | PViBAm@” | PNIPAAM®”" PnPAAm®*  ~82°C  PNEMAAm®"

i im =3 :~52 °C (16 kg/mol; 0,2 wt%)
_63°C | -39°C | 27-23° : -25°C |50-60k 1 S : -
A I B Bt (1an,{';10‘ 6771°C m=4:~68°C(18 kg/mol; 0,2 wt%)
0

| | : . ! ' m=9:"~84°C(70 kg/mol; 1 wt%)

, PEGMA(=d)
'm =2 :~ 26 °C (17 kg/mol; 0,2 wt%)

(a) Mitiller et Borisov 2%, (b) Liu et Zhu 3%, (c) Ishizone et al. 32, (d) Mertoglu et al. 33.
* Les Tpr dépendent de la masse molaire du polymére et de sa concentration en solution aqueuse.
PViBAm : Poly(N-vinylisobutyramide) ; PnPAAm : Poly(N-n-propylacrylamide) ; PNEMAAm : Poly(N-ethylméthacrylamide) ;
PEGMA : Poly(oligo(ethylene glycol)methyl ether methacrylate).

> Nature d’extrémité de chaine

Stoéver et al. 343> ont étudié I'influence de la nature de fin de chaine sur la variation de la
température de transition de phase.

Différentes fonctions terminales ont été incorporées a des PNIPAAm de masse molaire
variable, par I'utilisation d’amorceurs spécifiques lors de la polymérisation. Cing structures
ont donc été obtenues comme suit, les groupements d’extrémité de chaine étant cités du plus

hydrophile au plus hydrophobe (Figure 8).

CP (2-chloropropionamide) : R = —NH»
0 H CHs
Cl iPrCP (N-isopropyl-2-chloropropionamide) : R = —N—<
R n CHS
o NH MCP (Methyl-2-chloropropionate) : R = —Q0-CHs
)\ Ha
ECP (Ethyl-2-chloropropionate) : R = —Q-C—-CHj

H
PhCP (N-phenyl-2-chloropropionamide) : R = —N@

Figure 8: Représentation schématique des structures de PNIPAAm étudiées

La température de point de trouble de chacun des polymeéres synthétisés a été déterminée

par turbidimétrie.
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Les résultats obtenus permettent de conclure que les groupements de fin de chaines
hydrophiles contribuent a augmenter la température de transition de phase, alors que les
groupements hydrophobes tendent a la diminuer.

Notons que l'influence des bouts de chaines est bien plus importante pour les courtes chaines
de polyméres (M,, = 3 000 g/mol) avec une différence d’environ 8 °C entre les groupements
amide et phénylamide, que pour les polymeéres plus longs (Mn = 16000 — 18000 g/mol) avec
une différence inférieure a 2 °C.

Cette différence est principalement liée a la présence d’un plus grand nombre d’interactions
entre les groupements d’extrémité de chaine et les chaines de polymeéres lorsque la masse
molaire est plus faible 6. Par conséquent, comme les polymeéres de fortes masses molaires
sont trés peu dépendants de la nature de ce groupement fonctionnel, leur Ter se rapproche

d’une unique valeur commune (Figure 9).

o o
401 o s s\/l\
o T~"~"0 - \n/
O 135 NS0 S
L 1 IBS-PNIPAAM
; /\\
~ 304 0 0
O/\/O\/\O HS\/\H/O\R
254
5 H;\ o 0
20 y v L . ‘R=
0 10 20 30 40 :i:;':::;’::_‘gﬁ?:éﬁ” nBu-PNIPAAM : R = CH2CH2CH2CH3

M, (kg/mol) CE-PNIPAAM : R = CHaCHocl  MHePNIPAAM : R = CHa(CHz2)aCH3

Figure 9 : Evolution de la température de point de trouble avec la masse molaire de PNIPAAm contenant
différents groupements fonctionnels d’extrémité de chaine .

> Caractére hydrophile/hydrophobe des monoméres (copolyméres statistiques)

Enfin, de nombreuses études choisissent de synthétiser des copolymeres statistiques afin de
faire varier la température de point de trouble de leur systeme.

En effet, la copolymérisation d’un monomére thermosensible avec un ou des monomere(s)
hydrophobe(s) ou hydrophile(s), thermosensibles ou non, entraine un changement de la
mobilité de la chaine de polymeére, ce qui génére une diminution de la Ter dans le cas d’un

monomere hydrophobe, tandis qu’un monomere hydrophile la fait augmenter.

18



Chapitre | — Etude bibliographique

Par exemple, la copolymérisation du NIPAAm avec un monomere acrylamide augmente la Tpr
de 32 a 45 °C, alors que l'incorporation d’'un monomere N-tert butylacrylamide la fait baisser
de 10 °C 1836,

De plus, que les copolymeéres statistiques soient composés d’un polymeére thermosensible et
d’un polymeére non thermosensible, ou qu’ils contiennent deux polyméres thermosensibles
3738 jls sont chimiquement plus homogeénes que les copolymeéres a blocs, donc ne laissent
apparaitre qu’une seule transition de phase . Il est tout a fait possible de prédire la
température de point de trouble du copolymere statistique grace a la formule de type Gordon-

Taylor suivante 2%

_ Ty + KT,
’ H1 + Kpyp

Ou p1 et Yy sont les fractions molaires des monomeres 1 et 2, T1 et T2 sont les températures
de point de trouble des homopolyméres associés et K un parameétre directement relié a la
relation entre la composition du copolymeére et Tpr.

Soga et al. *° ont synthétisé des copolymeres statistiques a base de poly(N-(2-hydroxypropyl)
methacrylamide) (HPMAM) avec les monomeres HPMAM-monolactate et HPMAM-dilactate,
dont les homopolymeéres a masse équivalente présentent des Ter respectives de 65 °C et 13
°C. lls ont notamment montré I’évolution linéaire de la Tpr (de 10°C a 65°C) du copolymeére
P(HPMAM-monolactate-co-HPMAM-dilactate) en fonction du pourcentage molaire du
polymeére le plus hydrophile, le HPMAM-monolactate.

Cette approche a été appliquée a de nombreuses familles de polymeres thermosensibles, par
exemple les poly(N-vinyllactame)s *, poly(acrylamide)s (PNIPAAm) 4243, poly(méthacrylate)s

(POEGMA, PDMAEMA) 273844 oy encore les poly(oxazoline)s ¥’.
Il est donc possible de moduler fortement la Ter de thermosensibles. Ceux-ci peuvent ensuite

étre incorporés dans des copolymeéeres amphiphiles afin de développer des systemes

micellaires thermosensibles.
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1.2.2.  Auto-organisation des copolyméres amphiphiles thermosensibles

1.2.2.1. Copolymeres amphiphiles possédant un seul bloc thermo-sensible

Le comportement des copolymeéres diblocs contenant un seul bloc thermosensible differe en
fonction de la nature du second bloc introduit, et permet la formation de micelles dont soit la
couronne, soit le coeur est thermosensible (Figure 10).

Si le copolymére est constitué d'un bloc hydrophile thermosensible et d'un bloc hydrophobe
classique, il y a formation, en dessous de la température de point de trouble du bloc
hydrophile, de micelles possédant une couronne thermosensible. Lorsque la Ter est atteinte
puis dépassée, le polymére dans la couronne perd sa solubilité et se replie sur lui-méme,
provoquant I'agrégation du systéme 2, comme décrit précédemment (cf. 1.2.1.1.). Il existe un
grand nombre de possibilités quant a la nature des blocs, la couronne hydrophile pouvant étre
composée de tout polymeére thermosensible, les plus courants décrits dans ce cas étant les

poly(acrylamide)s =8 et poly(méthacrylate)s 40,

T<Trr
A thermosensible HYDROPHILE !
B bloc non thermosensible |

HYDROPHOBE é , % % . Température

A thermosensible HYDROPHILE |

i Température
B bloc non thermosensible . — % - :
HYDROPHILE . o™ |

Figure 10 : Deux types de comportement de copolyméres a blocs thermosensibles avec la
température en fonction de la composition du copolymeére.

Si le copolymeére contient initialement un bloc hydrophile thermosensible et un bloc
hydrophile classique, le copolymeére est alors entierement hydrophile et reste sous forme
d’uniméres en solution aqueuse sous sa Tpr, et ce n’est qu’une fois que la Ter est atteinte qu’il
devient amphiphile et forme des micelles contenant cette fois-ci le polymére thermosensible
dans leur cceur 12, Cela a par exemple été démontré sur des structures PEG-b-PNIPAAm ol le

PNIPAAmM forme le coeur des micelles au-dessus de sa Tpr et le PEG constitue la couronne 1.
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Il est tout a fait possible d’observer le méme comportement en présence de copolymeres
triblocs contenant deux blocs hydrophiles externes afin d'obtenir des structures micellaires

similaires en étoile (PEO-b-PPO-b-PEO >2).

Ainsi, le développement de copolymeéres diblocs ou triblocs par I'incorporation d’un second
polymére non thermosensible, permet la formation de systemes micellaires sensibles a la
température. Il est a noter que I'incorporation du bloc non thermosensible peut également

faire varier la Tpr du polymére thermosensible.

1.2.2.2. Copolymeres a blocs amphiphiles comportant deux thermosensibilités

Il est tout a fait possible de créer des copolymeéres amphiphiles composés de plusieurs
polyméres thermosensibles.

Généralement, les deux blocs constitutifs du copolymeére s’agrégent a la température de point
de trouble de leur homopolymére respectif.

De nombreuses études mettent en évidence la présence de deux transitions de phase
distinctes, et parlent notamment de transition hydrophile-amphiphile-hydrophobe.

Jochum et al. >3 ont étudié le dibloc POEGMA-b-PNIPMAM et ont montré par différentes
techniques (RMN, DSC, turbidimétrie) I'apparition avec la température de deux points de
trouble correspondant a ceux des homopolyméres seuls. Sous la Ter des deux blocs (< 40 °C),
le copolymeére est hydrophile et parfaitement soluble dans I'’eau. Lorsque la Ter du PNIPMAM
est atteinte (43,5 °C en DSC), celui-ci s’agrége et permet la formation de micelles avec le
PNIPMAM dans son cceur et le POEGMA dans sa couronne, ce qui résulte du caractere
amphiphile du copolymere a cette température. Les mesures en diffusion de lumiére
permettent d’ailleurs de corroborer la nature des objets obtenus. Le systéme est alors stable
jusgu’a la Ter du POEGMA (59,5 °C), a laquelle le copolymere devient totalement hydrophobe
et précipite.

Weiss et al. >* ont obtenu le méme constat avec un copolymeére poly(N-n-propylacrylamide)-
b-poly(N-ethylacrylamide) (PNPAM-b-PNEAM) ou les deux blocs sont de la méme famille. Trois
copolymeres ont été synthétisés avec ces deux homopolymeéres de Tpr respectives autour de

20 °C et de 70 °C. Quelle que soit la proportion relative de chacun des deux blocs (PNPAM137-
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b-PNEAMe7, PNPAM133-b-PNEAM 133, PNPAM34-b-PNEAMoas), deux transitions de phase sont

visibles lors de la chauffe, correspondant a I'agrégation de chacun des blocs individuels.

De maniere similaire, il est aussi possible de synthétiser des copolymeres diblocs dont les deux
blocs sont soit un homopolymére et un copolymére statistique®®, soit deux copolyméres
statistiques [Poly((N-vinylcaprolactame)-stat-(3-methyl-N-vinylcaprolactame))-b-Poly((N-
vinylpyrrolidone)-stat-(N-vinylcaprolactame)) = P(VC-stat-MVC)-b-(P(VP-stat-VC))]

représenté en Figure 11 >°,

Figure 11 : Représentation du copolymére P(VC-stat-MVC)-b-P(VP-stat-VC) °¢

S O\/
\OJ\TB/\R”/ stat W statwj \H/

Le premier bloc est obtenu en copolymérisant MVC et VC, et ce afin d’augmenter
I’hydrophobie et de diminuer la Tpr du bloc hydrophobe sous les 30 °C, permettant la
micellisation a température ambiante.

Le deuxieme bloc est obtenu en copolymérisant VC et VP pour augmenter I'hydrophilie et
augmenter la Ter du bloc hydrophile.

Ce double copolymere statistique a le méme comportement que les copolymeres a blocs
détaillés ci-dessus, puisqu’il est également soumis a deux transitions de phase, mais il a
I’'avantage d’avoir une température de point de trouble bien plus modulable, simplement par

le contréle des proportions en chacun des polyméres le constituant (Figure 12).

Le méme type d’étude conduisant a des résultats similaires a également été réalisé sur des
triblocs ABA avec deux blocs hydrophiles A de méme nature et un bloc B hydrophobe soit non
thermosensible 47, soit hydrophile et thermosensible de plus faible Terque A °7.

Il peut aussi exister des triblocs plus complexes de type ABC ou deux 8 voire trois blocs *° sont

thermosensibles (Figure 12).
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T<TePr1 T>Terz :“ T>Terz T>Ter3

Dibloc avec AB et CD i Mg,
statistiques thermosensibles | Mﬁ

AB (TpT2); CD (TPT1) M%‘f 5 Mg% é"% /

'AB-CD

Tribloc avec Aet B i
thermosensibles 1 \
A (TeT2); B (TPT1)

/,f"""

Tribloc avec A, B et C ﬂ,,""
thermosensibles P 1 % ;

A (Tp13); B (TeT1): C(TPT2) - T ——.

Figure 12 : Représentation schématique de diblocs dont les deux blocs sont des copolymeres statistiques
thermosensibles et de triblocs ABA et ABC avec trois blocs thermosensibles.

Cao et al. *°® ont montré la possibilité de combiner trois polyméres thermosensibles différents
au sein d’un copolymeére tribloc (PnPAAM124-b-PNIPAAMsgo-b-PNEMAAMa4s). De maniére
similaire aux diblocs présentés dans les études précédentes, les analyses en température
permettent de voir trois transitions de phase correspondant a I’agrégation successive des trois
homopolymeres, mais avec des Tpr décalées en raison de linfluence du caractéere

hydrophile/hydrophobe de chacun des blocs.

Dans cette partie n’ont été évoquées que des combinaisons de polymeéres a LCST afin de rester
centré sur le projet de recherche de cette thése. Nous souhaitons cependant préciser qu'il est
également possible d’exploiter les propriétés de polymeres a UCST, afin d’obtenir des
systémes UCST-UCST ou bien UCST-LCST 124,

De plus, méme si la température est un stimulus trés étudié car il permet d’avoir un bon
contréle sur le comportement des systémes, il est aussi intéressant de travailler sur des
systéemes combinant des stimuli de natures différentes (pH, lumiére, gaz, T,...) pour apporter
un levier supplémentaire 6961, ’utilisation de certains stimuli (champ magnétique, lumiére)
peut en plus permettre la création de chaleur bénéfique aux systemes présentant une thermo-

sensibilité 1462,

23



Chapitre | — Etude bibliographique

[.3. Conclusion

La synthese de copolyméres amphiphiles permet d’obtenir des systemes organisés qui
miment le comportement des molécules de tensioactifs classiques, mais avec de meilleures
propriétés de stabilité.

La structure des copolymeéeres a blocs doit étre maitrisée pour obtenir des objets
nanométriques aux caractéristiques (taille, fonctionnalités) spécifiques de I'application visée.
Généralement, les auteurs cherchant a moduler les propriétés de leurs systémes micellaires
choisissent de synthétiser des copolymeres triblocs adoptant un comportement intermédiaire
a ceux des homopolymeres constitutifs de chacun des blocs.

Cependant, I'obtention de nouvelles propriétés requiert systématiqguement de nouveaux
copolymeres, et donc de nouvelles synthéses pour y parvenir, avec parfois une déviation entre
la composition visée et celle obtenue, nécessitant donc une adaptation de la synthése pour
chaque copolymere.

Ainsi, afin de contourner la voie classique de synthése et donc de se soustraire a toutes les
contraintes qu’elle implique (temps, difficultés de synthese), une voie plus récente consiste a
mélanger physiquement deux copolyméres de nature, architecture, composition et/ou

fonctionnalités différentes dans le but de combiner leurs caractéristiques respectives 3.

Il. Modulation du comportement de systémes micellaires par une approche
formulatoire

L'approche formulatoire consiste a mélanger physiqguement des copolymeéres amphiphiles,
soit a I’état solide, soit déja en solution, I'objectif de ces mélanges étant alors d’obtenir des

micelles mixtes (Figure 13).

Figure 13 : Représentation schématique du mélange physique de deux copolyméres amphiphiles différents.
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II.L1.  Optimisation des caractéristiques structurelles du systéme mixte

Lorsque la compatibilité des différents blocs le permet, en particulier lorsque le mélange est
énergétiquement favorable, différents copolymeres amphiphiles peuvent s’auto-assembler
dans une unique structure micellaire mixte ®*. Il existe plusieurs combinaisons envisageables
de copolyméres amphiphiles dans la préparation de micelles mixtes (AB+CB 6>, AB+AC ©6,
AB+CD %7), ol les différents blocs peuvent coexister dans la couronne ou le cceur uniquement,
ou bien dans les deux a la fois.

Il existe cependant une contrainte a respecter pour que cette stratégie de mélange soit
intéressante. Le systeme doit étre dynamique pour étre capable d’atteindre son équilibre
thermodynamique afin de mimer le comportement des copolyméres a blocs (constitué d’un

ou plusieurs copolymere(s) statistique(s)) de méme composition globale 1.

Une fois le mélange a I'équilibre, la cmc théorique des micelles mixtes peut étre exprimée

comme :

1 X4 Xo

= +
cmc  cmc;  cmc,

ou x est la fraction molaire des copolymeéres constituant la micelle. Cette expression théorique
ne prend pas en compte les éventuelles interactions pouvant exister entre micelles, et peut
donc, dans certains cas, s’écarter un peu de la réalité expérimentale 6,

Les caractéristiques des micelles mixtes formées (Rn, Nag, capacité d’encapsulation) sont
largement dépendantes d’un certain nombre de paramétres, tels que la concentration relative
des copolyméres en solution 7°, la masse molaire des copolyméres, et la proportion relative

ou longueur des blocs hydrophiles et hydrophobes 2.

Quelques études ont choisi de modéliser le comportement théorique de mélanges physiques
de deux copolymeéres en fonction de leurs caractéristiques intrinséques (taille, composition).
Les études théoriques de Sens et al. 7% ainsi que de Borovinskii et Khokhlov 73 ont modélisé le
comportement de copolymeéres amphiphiles de nature identique mais de longueurs

différentes, mélangés en solutions. En fonction de la concentration de chacune des chaines

25



Chapitre | — Etude bibliographique

en solution, les micelles mixtes peuvent se former de deux facons. Soit les deux copolymeéres
co-micellisent directement lorsque la concentration totale en copolymere dans la solution
augmente, soit la co-micellisation se fait en deux étapes. Dans ce cas, les longues chaines
commencent a micelliser et forment des objets constitués d’une seule nature de chaines. Puis,
lorsque la concentration de copolymeéres dans la solution augmente, les plus courtes chaines
peuvent alors micelliser a leur tour, ces chalnes étant progressivement incorporées dans les
micelles déja formées, conduisant a la formation de micelles mixtes 7. Si la proportion en
courtes chaines dans le mélange est bien plus élevée, I'exces de chaines ne pouvant pas co-
micelliser forme des micelles pures 7374,

L'apparition de ce deuxieme processus est généralement liée a une différence de cmc entre
les copolymeres. Il y a alors coexistence de micelles de 1 et d’'uniméres de 2 avant d’avoir
formation de micelles mixtes 1+2.

La proportion de micelles mixtes est généralement liée aux différences de composition
existant entre deux copolymeéres et en particulier a leur taille. Dans ces études théoriques, les
auteurs caractérisent I'asymétrie des deux copolyméres en comparant les masses molaires
des blocs insolubles constituant le ceeur, ainsi que la différence de longueurs des chaines de
la couronne. Si les différences entrainent une asymétrie faible, les petites chaines de
copolymeres sont incorporées continiment dans les micelles formées par les grandes chaines,

et sont principalement localisées prés de I'interface cceur-couronne 7274776 (Figure 14).

(ly+y)z

Figure 14: Schéma d'une micelle mixte contenant un mélange de deux copolymeéres.
R : Rayon du coeur, hy : longueur du copolymére long, hs : longueur du copolymére court 72

Dans ce cas, la distribution de taille des micelles correspond a un unique pic de type
Gaussienne relativement étroit 7276, Si les différences de composition entrainent une

asymétrie plus importante, la courbure spontanée des deux copolymeres est trés différente
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et les micelles mixtes contiennent une proportion de petites chaines plus faible, voire
inexistante 72,

Mélanger physiquement des courtes chaines plus hydrophobes avec de longues chaines plus
hydrophiles peut augmenter la capacité d’encapsulation, mais peut également étre néfaste
en générant une hétérogénéité trop importante dans la taille et la morphologie des micelles
75.

Prhashanna et Dormidontova ont quant a eux étudié, toujours par modélisation, I'impact de
I'architecture des copolymeres en choisissant de mélanger un copolymere linéaire avec un
copolymére partiellement cyclique de méme nature, la partie cyclique étant dans le coeur 77

ou dans la couronne 78, et I'autre bloc étant commun aux deux copolymeéres (Figure 15).

(a) (b)

Figure 15: Représentation schématique des copolyméres amphiphiles étudiés. (a) Copolymere avec deux blocs
linéaires, (b) Copolymere avec un bloc linéaire et un bloc cyclique (coeur ou couronne).

Que la partie cyclique se trouve dans le coeur ou dans la couronne de la micelle, les micelles
pures formées par ce copolymeére auraient une taille et un nombre d’agrégation plus faible
qgue le copolymeére linéaire correspondant, ainsi qu’une cinétique d’échange plus rapide. Ces
propriétés ont été attribuées a la localisation dans la micelle du bloc cyclique plus pres de
I'interface cceur-couronne que son équivalent linéaire.

Lorsque ces copolymeéres de structure partiellement cyclique co-micellisent avec leur
homologue linéaire, il se formerait des micelles mixtes de taille et nombre d’agrégation
intermédiaires aux deux constituants, mais trés proches des valeurs obtenues pour le

copolymere linéaire (Figure 16).
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Figure 16: Distribution du nombre d’agrégation de micelles pures de copolymére linéaire-linéaire (L), linéaire-
cyclique (T) et de micelles mixtes linéaire-cyclique/linéaire-linéaire 20%/80% (LT20) et 60%/40% (LT60).
(a) Bloc cyclique dans le ceeur, (b) Bloc cyclique dans la couronne 7778

Dans certaines études, il est rapporté que le mélange physique de deux copolymeéres de
natures différentes permettrait la formation de micelles mixtes par le coeur, mais
I'incompatibilité des blocs hydrophiles serait si forte, que les interactions répulsives qu’ils
exercent I'un sur l'autre entraineraient une ségrégation de phase dans la couronne, et la
formation de micelles Janus. Dans une étude théorique, Charlaganov et al. 7° ont suggéré
gu’une transition d’'une couronne hétérogene vers une couronne homogene pouvait avoir lieu
dans le cas de micelles de type Janus, en diminuant le nombre d’agrégation N4. En effet, en
diminuant Nag, le nombre de contacts énergétiquement défavorables entre les deux chaines
hydrophiles diminuerait, jusqu’a un point ou |'entropie de mélange deviendrait plus
importante que I'énergie empéchant le mélange. Les chaines polymeéres commenceraient
donc a se mélanger dans la couronne. Il est également possible de varier le nombre de
contacts entre les chaines hydrophiles en créant une disparité de la longueur des chaines dans

la couronne.

Expérimentalement, I'obtention d’une couronne homogéene n’est pas toujours possible,
comme dans I'étude de Voets et al. 8 ou les copolymeéres poly(N-methyl-2-vinyl pyridinium
iodide)-b-poly(ethylene oxide) (P2MVP-b-PEQ) et poly(acide acrylique)-b-poly(acrylamide)
(PAA-b-PAAmM) forment des micelles de type Janus ou les deux polyméres PEO et PAAm de la
couronne se séparent en deux phases bien distinctes. Malgré toutes les tentatives de
modifications de la composition (fraction EO, diminution longueur PEO (Npeo) a une longueur

de PAAmM (Npaam) fixe, diminution longueur couronne a longueur Npaam=Npeo), aucun mélange
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homogene de la couronne n’a été possible sur ce systeme, a cause de la trop grande
incompatibilité entre le PEO et le PAAM.

Il existe malgré tout un grand nombre de cas ou la formation de micelles mixtes avec coeur et
couronne homogenes est possible, que le mélange soit fait de deux copolymeéres linéaires ou

de copolymeéres linéaires et branchés 8.

Par comparaison avec les micelles pures (c’est-a-dire constituées d’un seul copolymeére a
blocs), ces micelles mixtes présentent un certain nombre d’avantages.

D’abord, elles permettent d’avoir un meilleur contréle de la taille et de la distribution des
micelles 8, ainsi que de leur nombre d’agrégation.

Mingvanish et al. 8 ont étudié un mélange physique de copolyméres dibloc et tribloc de
composition proche (PEOgo-b-PBO12 et PEQOgo-b-PBO2o-b-PEOss, PBO = poly(oxyde de
butyléne)). Les auteurs ont montré que les deux copolymeres s’organisent en phase aqueuse
sous forme de micelles mixtes, de taille inchangée par rapport aux micelles pures, mais ayant
un nombre d’agrégation qui diminue lorsque la proportion de tribloc augmente. Cela est d( a
la nécessité pour le tribloc de former une boucle dans la micelle, induisant la présence de deux
jonctions EO-BO a l'interface cceur-couronne.

D’autres auteurs ont également montré la possibilité de mélanger un dibloc et un tribloc de
natures différentes, et d’obtenir des micelles composées d’un coeur commun et d’une
couronne mixte (ADN-b-PPO/PEO-b-PPO-b-PEO 2%) ou d’une couronne commune et d’un coeur

mixte (PEO-b-PPO-b-PEOQ/PPS-b-PEO, PPS = Poly(propylene sulfide)3?).

Ensuite, les micelles mixtes sont intéressantes pour moduler facilement les propriétés du
systeme étudié, par exemple sa stabilité thermodynamique et cinétique ou son
comportement stimuli-sensible.

Lo et al. ® ont par exemple choisi de mélanger un copolymeére thermosensible [methoxy
poly(éthyléne glycol)-b-poly(N-n-propylacrylamide-co-vinylimidazole) PEG-b-P(NnPAAm-co-
Vim)] (Figure 17) avec un copolymere non thermosensible (PEG-b-PLA) mais plus stable
thermodynamiquement (cmc plus faible), et ce afin de conserver la sensibilité a la

température sur un systéeme se dissociant moins facilement.
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Figure 17 : Structure chimique du methoxy poly(éthyléne glycol)-b-poly(N-n-propylacrylamide-co-
vinylimidazole)®

Leroux et al. ® ont quant a eux amélioré la stabilité cinétique de leurs micelles par
stéréocomplexation du cceur, en préparant des mélanges équimolaires de PEG-b-PLLA/PEG-
b-PDLA ol PDLA et PLLA sont les énantiomeres du poly(acide lactique) trés utilisé pour ses
propriétés biodégradables et biocompatibles. Ces stéréocomplexes ont montré une meilleure
stabilité cinétique et de meilleures propriétés de redispersion que les micelles pures
préparées avec les polymeres isotactiques ou les copolymeres statistiques racémiques dans
leur cceur.

Wau et al. °® ont obtenu des micelles mixtes PEO-b-PLA/PNIPAAmM-b-PLA avec un cceur commun
PLA et une couronne mixte PEO/PNIPAAmM. Par augmentation de la température au-dessus de
la température de point de trouble du PNIPAAm, les micelles peuvent étre converties en
structure oignon « cceur-écorce-couronne » avec un coeur PLA, une écorce formée par
I’'effondrement des chaines PNIPAAm, et une couronne soluble de PEO ou les chaines PEO
étirées permettent la stabilisation de la micelle et la formation de canaux. Ces canaux sont un
moyen d’échange entre l'intérieur et I'extérieur de la micelle, et permettent notamment le
relargage de l'ibuproféne encapsulé, la cinétique de relargage étant contr6lée par la
proportion en chacun des copolymeres.

Il'y a quelques années, notre équipe 26 a également contribué au développement de micelles
mixtes, en mélangeant physiquement un copolymére thermosensible lipide-b-poly(2-
isopropyl-2-oxazoline) LPiPrOx et un copolymeére pH-sensible lipide-b-poly(acide acrylique)
afin de combiner deux sensibilités différentes, et donc d’avoir un meilleur contréle sur le
comportement du systeme. Les micelles obtenues ne se déstabilisent que lorsque deux stimuli
sont simultanément appliqués : Une température supérieure a la Ter du bloc thermosensible,

conduisant a son agrégation, et un pH > 7 conduisant a une augmentation importante de

30



Chapitre | — Etude bibliographique

I'hydrophilie du bloc poly(acide acrylique) (consécutive a sa déprotonation) et résultant en

une baisse drastique de ses propriétés tensio-actives.

Enfin, la formulation de micelles mixtes permet a la fois l'incorporation de plusieurs
fonctionnalités ou ligands en surface des micelles 7887 (ce qui est plus difficile sur un unique
copolymere) et le contrdle de la densité de ligands présents sur une micelle . Les micelles
mixtes peuvent étre constituées d’un unique copolymére ou certaines chaines sont modifiées

et pas d’autres, ou bien de copolymeéres différents tous les deux modifiés & ou non °°,

Beaucoup d’études se sont intéressées au mélange physique de deux copolymeres triblocs
thermosensibles PEO-b-PPO-b-PEO, linéaires (Pluronics®) ou non (Tétronics®), et ce grace a
I’existence d’une large gamme de compositions EOQ/PO, avec des masses molaires comprises
entre 2000 et 20000 g/mol et des pourcentages massiques en PEO de 10 a 80 % ™.

Lee et al. °? ont regardé I'influence de la longueur du bloc hydrophile PEO (PEO-b-PPO-b-PEQ)
sur la mixité des micelles en analysant les mélanges réalisés avec trois Pluronics® de longueurs
du bloc PEO différentes mais de longueur du bloc PPO identique. La variation de la longueur
du bloc hydrophile contribue a modifier I'hydrophobie du copolymére et peut avoir une
influence sur sa température de micellisation (Tm). Cependant, au-dessus de la T des deux
copolymeres, quelle que soit la longueur du bloc PEOQ, ils ont systématiquement obtenu des
micelles mixtes dont la couronne adopte la taille du bloc le plus hydrophile qu’elle contient.
Renou et al. ont observé le méme phénoméne lors du mélange de deux PEO-Cis avec des
chaines PEO de 19 et 92 unités EO, tout a fait capables de co-micelliser, comme le montrent
les analyses en diffusion de lumiere. Cette étude est évoquée ici car la nature des copolymeéres
correspond aux systémes étudiés dans la suite de ce manuscrit, mais elle n’est pas détaillée
davantage. En effet, les résultats s’en éloignent car les solutions analysées sont 200 a 300 fois
plus concentrées, et la formation de micelles mixtes permet ici d'impacter les interactions

répulsives entre micelles et donc les propriétés rhéologiques des solutions.®3.
Chiappetta et al. ®° sont arrivés aux mémes conclusions que les études précédentes, en

mélangeant physiquement des copolyméres d’architectures différentes, un Pluronic® (PEO-b-

PPO-b-PEO linéaire) et un Tetronic® (PEO-b-PPO-b-PEO étoile a 4 branches) de composition
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variable en fonction du Tetronic® sélectionné, avec des longueurs de blocs hydrophile et/ou

hydrophobe plus ou moins proches du Pluronic® (Figure 18).

~

7 (a) (b CH chs N
g :@ H(-0-CHa-CH2)a-(0-CH2-CH)b _(CH-CH2-0)-(CH2-CH2-0)a-H .
! H(-O-CHZ-CHz)a-(O-CH-ICHz)b-(O-CHz-CHZ)a-OH I: P N-CH2-CH2-N |
5 CH3 j H(-0-CH2-CH2)a~(0-CH2-CH)o (CH-CH2-0)b-(CH2-CH2-O)a-H :
i i CH3 CH3 ;
| Pluronic F127 : a = 200, b = 65 H Tetronic T304 : a = 15, b = 17; Tetronic T904 : a = 61, b = 69 |

~._.._.._ Ratio molaire EO/PO=3,08 _. _ - -~ _ _ _ _ _ _ _ _ Ratiomolaire EO/PO=088 _ _ _ _ _ _ -

Figure 18 : Caractéristiques structurelles des copolyméres amphiphiles linéaire et branché PEO-PPO étudiés ©°

lls ont établi la présence de micelles mixtes aprés avoir réalisé les mélanges F127/T304 et
F127/T904, avec une diminution de la température de point de trouble par incorporation des
Tetronics® plus hydrophobes.

lIs ont de plus noté le mélange favorable de F127 et T904 avec une meilleure stabilité et une
meilleure capacité d’encapsulation.

En revanche, bien que le mélange soit possible entre F127 et T304, leur différence importante
de longueurs des blocs entraine une dégradation des propriétés du systéme.

Cette étude met donc en avant le faible impact du bloc hydrophile mais le fort impact du bloc
hydrophobe sur la capacité des systémes a se mélanger de maniére homogéne au sein d’'une
unique structure micellaire.

La différence de longueur de bloc hydrophobe est particulierement connue pour géner voire
empécher compléetement la mixité des systéemes micellaires, ce que montrent les études sur
des solutions diluées de Pluronics® 6972749495,

Lee et al. > ont montré qu’une différence de 28 unités oxyde de propyléne (PO) permet un
mélange coopératif des copolymeéres, c’est-a-dire leur mélange homogene au sein d’une
micelle mixte. Ce n’est pas le cas lorsque la différence est de 37 unités PO (P123 : PEO31-b-
PPOg7-b-PEO21 ; F68 : PEOgo-b-PPO30-b-PEQs0), ol la coopérativité est diminuée, entrainant la
cohabitation de quelques micelles mixtes P123/F68 et de micelles pures F68. Des mesures du
nombre volumique (nombre d’objets par unités de volume) en diffusion des rayons X aux
petits angles (SAXS) ont permis de dénombrer 35% en nombre de micelles mixtes pour 65%

de micelles pures, pour une fraction molaire F68/P123 de 1,37.
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Renou et al. °® ont étudié I'influence de la longueur du bloc hydrophobe avec des chaines PEO-
Cn (n =12 a 22). lls ont montré la possibilité de former des micelles mixtes, et ont également
confirmé le comportement théorique établi par Sens 72 et Borovinskii 73 (cf. page 23 § 4), ou
les mélanges d’une chaine courte avec une chaine plus longue montraient d’abord la
micellisation de la plus longue, suivie de l'incorporation de la plus courte avec la co-
micellisation. Les micelles mixtes formées adoptent alors le comportement rhéologique de
micelles de chaines PEO-C, avec n correspondant a la moyenne des deux chaines mélangées.
Kénig et al. °7 ont d’ailleurs qualifié ce résultat de surprenant, car les mélanges de n-alcanes
avec une différence de n = 6 sont connus pour démixer en phase solide. Cependant, le
confinement dans le cceur des micelles semble améliorer leur miscibilité en supprimant le
mécanisme de démixtion di au phénomeéne de cristallisation des chaines qui differe en

fonction de leur longueur.

En réalité, ce n’est pas tant la longueur du bloc hydrophobe qui impacte la mixité, mais plutot
son hydrophobie. Que I'hydrophobie du bloc soit apportée par sa longueur ou par sa nature
chimique (pour des polymeéres de familles différentes PEG-b-PCL/PEG-b-PLA °8 ou de la méme
famille PEOas-b-PBO14-b-PEQ4s/PEQgo-b-PPOgo-b-PEQgs  %°), elle a généralement pour

conséquence de changer la cmc et la température critique de micellisation .

Ricardo et al. 1% ont mélangé les copolymeéres triblocs PEO-b-PBO-b-PEO (EBE) et PEO-b-PSO-
b-PEO (ESE) ou PSO est le poly(oxyde de styréne). Dans cette étude, la longueur du bloc
hydrophile PEO a peu d’impact, mais I’'hydrophobie du bloc formant le coeur (PSO et PBO) a
une importance capitale sur la formation des micelles mixtes. Lorsqu’ils mélangent EssB2oEea
et E13751s8E137, les blocs PBO et PSO ont la méme longueur mais une hydrophobie différente, et
donc ils co-micellisent difficilement, alors que les triblocs E135B20E13s et Es2SeEsy qui ont la
méme hydrophobie bien que pas la méme longueur, co-micellisent de maniére favorable. Cela
est principalement d a la différence de cmc entre les copolymeres.

Si les copolymeéres ont une cmc tres différente (facteur 10 pour EssB2oEea et E137S18E137), et si
I'on se place a une concentration supérieure a la cmc des deux copolymeéres, ils ne forment
pas des micelles pures de I'un et I'autre des copolymeéres mais deux populations de co-micelles

de compositions différentes. C'est ce que confirme la comparaison entre les résultats en
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diffusion de lumiere et le calcul théorique du Nag en présence de micelles pures de deux
copolymeres, bien que cette étude ne précise pas la nature des co-micelles formées.
Si les copolymeéres ont une cmc proche (facteur 2 pour E13s5B20E135 et EgzSoEs»), ils vont s’auto-

assembler dans des micelles mixtes de maniere bien plus favorable.

Lorsque la différence d’hydrophobie entre les blocs formant le coeur est controlée, les
mélanges physiques peuvent apporter des propriétés intéressantes.

Wright et al. ® ont montré l'intérét de mélanger physiquement deux copolyméres
P(DMAEMA1.x-co-DEAEMA)-b-PDMAEMA d’hydrophobies différentes dans le coeur en
modulant la proportion molaire x de monomere hydrophobe DEAEMA (avec x = 32% pour le
copolymere 1 et 91% pour le 2). Les mélanges physiques des copolyméres 1 (sous forme
d’uniméres en solution) et 2 (sous forme de micelles) en différentes proportions massiques,
ont été comparés aux micelles de copolymeéres statistiques P(DMAEMA1.x-co-DEAEMA)-b-
PDMAEMA de méme composition globale.

Les auteurs ont montré que des micelles mixtes étaient obtenues avec des caractéristiques
structurales (rayon hydrodynamique Rn, rayon du coeur Rc et nombre d’agrégation Nag)
variables en fonction des proportions en chacun des copolymeres, mais similaires aux micelles

pures contenant un unigue copolymére de méme composition globale.

Cette approche de mélanges physiques présente donc un certain nombre d’avantages
puisqu’elle permet d’affiner les propriétés d'un systéme simplement en variant les
proportions relatives en I'un et I'autre des copolymeéres le constituant, tout en s’affranchissant
de multiples étapes de synthese. Ainsi, elle permet d’obtenir un meilleur contréle de la taille
et de la distribution des micelles en solution, elle améliore leur stabilité (cinétique et
thermodynamique), et rend plus accessible I'incorporation de plusieurs fonctionnalités en

surface des micelles.

II.2.  Impact du mélange physigue sur la température de point de trouble

De plus en plus d’articles référencent la stratégie de mélanges physiques pour combiner

I’action de plusieurs stimuli différents (pH, T, redox, UV) 86:101-107,
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En revanche, la combinaison de deux copolyméres thermosensibles dans le but de faire varier
la température de point de trouble globale du systéme n’a pas été beaucoup décrite.

La premiére étude publiée en 2014 par Wu et al. 198 étudie le mélange physique de deux
copolymeres a blocs amphiphiles obtenus via la modification post-polymérisation d’un unique
copolymere. Le caractére thermosensible est apporté par le triéthylene glycol méthacrylate
(TEGMA) et le caractere pH-sensible vient de I'acide 6-amino caproique (ACA). Les deux

structures obtenues sont les suivantes (Figure 19) :

i (O i 0.
OW\)L} Y Br H \/\/\)L}O/\/ ZBr
u o M * T o= oy o

0o 0% of NH 0 HN H
’g PCL-b-P(TEGMA-co-NMFA) )3 o COCH
PCL-b-PTEGMA-co-NMCA) ] 3 N
o Pa-FA:x y:z=40:120:2,4 3%

P3-ACA : x:y: z=40:105: 16 COOH

FA - vy 7 = A0 . NH2
Ps-FA 1 x:y:z = 40: 120: 4,5 N=(
N NH

Figure 19 : Structure chimique des copolyméres poly(e-caprolactone)-b-poly(triéthyleneglycol méthacrylate-co-
N-méthacryloyl caproic acid) [PCL-b-P(TEGMA-co-NMCA)] et poly(e-caprolactone)-b-poly(triéthyleneglycol
méthacrylate-co-N-(2-(methacrylamido)ethyl)folatic amide) [PCL-b-P(TEGMA-co-NMFA)] 108

Les auteurs ont choisi de mélanger physiguement le copolymeére pH- et thermosensible Ps-
ACA avec les copolymeres thermosensibles Ps-FA ou Ps-FA fonctionnalisés avec de I'acide
folique (FA), afin de combiner les caractéres pH et thermosensibles et d’ajuster la quantité de
ligands acide folique a la surface des micelles. Ils ont alors démontré la possibilité d’obtenir
des structures homogénes en taille, de Tpr variable comprise entre les Tpr des copolymeéres
individuels, en fonction de la composition du systéme micellaire (fraction massique en P-FA

entre 20 et 50%) (Figure 20).
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Figure 20 : Transitions de phase a pH = 5,3 des micelles mixtes Ps-ACA/Ps-FA (MP1-n) (gauche) et P3-ACA/Ps-FA
(MP2-n) (droite) avec n = 1 a 4 pour une fraction massique en P-FA de 20, 30, 40 et 50% respectivement!0®

Quelques années plus tard, la méme équipe 1%° a réalisé des expériences similaires sur un
mélange de PCLsy-b-P(TEGMA119-co-NMFA4 4) (PTF) de I'étude précédente et d’un copolymere
Poly(e-caprolactone)-b-poly(diethyleneglycol monomethylether methacrylate) PCLs;-b-
PDEGMA140 (PD). Contrairement a I'exemple précédent, ces deux copolyméres ont des Tpr plus
éloignées, de 20 °C pour PD et 43°C pour PTF. La variation de la fraction massique des
copolymeres permet de faire varier la quantité d’acide folique en surface des micelles et donc
d’améliorer la stabilité a pH neutre pendant le stockage (stabilisation par anions folate). Elle

permet également de moduler la Tpr entre 40 et 37 °C pour des fractions massiques en PD de

30 a 50% respectivement.

Notre équipe a également développé des systémes constitués de deux copolymeres
thermosensibles de méme nature, formant des micelles mixtes composées d’un coeur
lipidique en Cis issu de I'huile de lin, et d’une couronne mixte PiPrOx/PEtOx 19, Le mélange
physique des deux copolymeres LPiPrOx (Ter = 35 °C) et LPEtOx (Tpr = 76 °C), schématisés en
Figure 21, a permis de moduler la Tpr du systeme global. En augmentant la fraction massique
en LPEtOx jusqu’a 52%, la Ter croit de maniere linéaire entre 35 et 42 °C, avec des
températures identiques a celles des copolymeéres statistiques lipide-b-poly(EtOx-co-iPrOx) de
méme composition globale. Au-dessus de 52 % massique en LPEtOx, deux transitions sont
observées lors de la montée en température. Le second phénoméne d'agrégation se produit

a la Tpr du LPEtOx, attribué a un phénomeéne de démixtion soit initial soit au cours du

chauffage.
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Une étude similaire a été réalisée sur des polymeéres de natures différentes, permettant de la
méme maniere, la formation de micelles avec un cceur lipidique en C1g et une couronne mixte
contenant un polymeére thermosensible PiPrOx et un polymeéere pH et thermosensible
PDMAEMA 105, Les deux copolyméres LPiPrOx (Ter = 33 °C) et LPDMAEMA (Tpr =54 °Ca pH 7,4)
schématisés en Figure 21, ont été mélangés physiquement dans différentes proportions (11 a

81 % molaire en LPDMAEMA) et analysés en spectrophotométrie UV-visible.

— — Wfp — — N/\),;OH
l o o O%‘R

LPiPrOx : R = isopropyle
LPDMAEMA LPEtOx : R = éthyle

N

P

Figure 21 : Structures chimiques du lipide-b-poly(méthacrylate de diméthyle(aminoéthyle)) LPDMAEMA, du
lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline) LPiPrOx et du lipide-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline) LPEtOx.

Une seule transition en température est observée pour chaque ratio, ce qui permet de
confirmer la formation de micelles mixtes malgré la nature différente des copolymeres. La Ter
globale du systéme est alors modulée linéairement entre 33 et 42 °C en fonction du ratio en
chacun des copolyméres. Dans ce cas, contrairement au mélange précédent LPiPrOx/LPEtOX,
les Ter des deux copolymeres étant plus proches, une seule transition apparait sur toute la

gamme de composition.

Enfin, Keogh et al. 1*! ont publié en 2020 des résultats sur le mélange de copolyméres
thermosensibles contenant un unique copolymére statistique poly(n-butyl acrylate-co-N,N-
dimethylacrylamide) pour former le coeur des micelles, et différents polymeéres
thermosensibles dans la couronne (PDEGMA, PNIPAAm, PDEAM, POEGMA). lls ont montré
gue des micelles mixtes se forment de maniéere favorable si le copolymére formant le coeur
est court, posséde un caractere hydrophobe relativement faible, ainsi qu’une forte mobilité,
ce qui permet une certaine dynamique d’échange.

Le mélange physique d’'un copolymere branché (PDEGMA) avec un copolymeére linéaire
(PDEAM ou PNIPAAmM) résulte en un comportement non coopératif, c’est-a-dire que des
micelles mixtes se forment avec une séparation de phase partielle dans la couronne. Le ratio
Copolymeére 1/Copolymeére 2 n’étant en plus pas toujours le méme dans chaque micelle, cela

se traduit par un élargissement en température de la transition de phase.
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Au contraire, le mélange de deux copolyméres branchés (PDEGMA/POEGMA) permet la
formation de micelles mixtes avec une couronne homogene. Les auteurs parlent donc d’un
comportement coopératif car il existe une unique transition de phase a une Tpr intermédiaire

a celles des micelles de copolymeres purs.

1.3. Conclusion

L’enjeu principal est de comprendre, de prédire et de contrdler le comportement d’auto-
association des copolymeéres a blocs stimuli-sensibles si I'on veut pouvoir les utiliser de
maniere fiable dans les domaines de relargage de principe actifs, de capteurs biologiques, de
catalyse, etc.

Ainsi, I'approche de la formulation est un avantage, puisqu’elle permet de stabiliser les
micelles formées, tout en incorporant de multiples fonctionnalités tels des ligands pour le
ciblage actif ou des unités stimuli-répondantes pour le contréle du relargage d’un principe
actif. Il a été vu que cette approche nécessite I'association de copolymeéres compatibles I'un
avec l'autre, c’est-a-dire une hydrophobie suffisamment proche dans le coeur pour que le
mélange soit faisable. Mélanger physiguement des copolymeéres amphiphiles permet
d’obtenir des propriétés et des structures variables, principalement dépendantes de la nature

et de I'affinité des blocs 112

, ainsi que des proportions introduites en chacun des copolymeéres.
Cela permet notamment de combiner plusieurs stimuli au sein d’'une méme structure pour
affiner le contrdle que I'on a de ces systemes, par exemple en modulant tres finement la
température de point de trouble par I'association de deux copolyméres thermosensibles.
Cependant, I'un des inconvénients de cette stratégie est de parvenir a démontrer la mixité des
systéemes formés. Généralement, des techniques indirectes (turbidimétrie, DLS, SEC, RMN 2D,
fluorescence etc.)3111113,114 gont utilisées et les résultats sont comparés aux micelles pures
de copolyméres étudiés pour confirmer la mixité.

Aussi, le développement d’une technique directe de mise en évidence de micelles mixtes
serait intéressant.

Une technique basée sur un transfert de fluorescence entre deux fluorophores greffés chacun

sur I'un des copolymeéres mélangés est envisagée dans la partie qui suit.
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Il. Le Transfert d’Energie entre molécules fluorescentes (FRET), une technique applicable &
la caractérisation de systémes micellaires mixtes ?

Pour vérifier la formation des micelles mixtes, de nhombreuses méthodes sont citées dans la
littérature (ultracentrifugation analytique/RMN *H, DLS, SEC, 2D NOE, TEM, ITC). La plupart
d’entre elles n’étant pas spécifiques a la nature des interactions existant dans la micelle mixte,
elles peuvent étre employées dans presque tous les cas 9. Cependant, certaines de ces
techniques sont complexes et colteuses, et nécessitent un équipement et des compétences
techniques qui ne sont pas toujours accessibles. De plus, ces techniques démontrent la mixité
de maniere indirecte en analysant les différences de caractéristiques entre micelles pures et
micelles mixtes. Par conséquent, en présence de copolymeéres se comportant de maniere
similaire ou proche en solution, I'utilisation de la fluorescence pourrait étre un atout
supplémentaire pour I'analyse de ces systémes et en particulier pour montrer la formation de

micelles mixtes.

La fluorescence est une technique largement utilisée dans de nombreux domaines tels que
I'analyse (air et polluants), la criminologie, les modifications de surfaces, les solutions
colloidales (cmc, dynamique, ...), les biotechnologies, le diagnostic médical, le séquencage
d’ADN et les analyses génétiques. Elle a I'avantage d’étre trés sensible, d’étre spécifique a
I’environnement dans lequel se trouve la molécule fluorescente, et elle est capable de fournir
des informations spatio-temporelles. Elle peut ainsi remplacer les traceurs radioactifs colteux
et plus difficiles d’utilisation, ainsi que les sondes EPR (Electronic Paramagnetic Resonance)

qui ne renseignent que sur la mobilité moléculaire 1%°.

lM.1. Généralités sur la fluorescence

La fluorescence est un phénomene qui fait partie de la famille des processus luminescents,
dans laquelle une substance absorbe de la lumiére, ce qui entraine le déplacement d’un
électron vers un niveau orbital d’énergie plus élevée. Aprés un temps de résidence sur cet état
excité (noté *), correspondant a la durée de vie de fluorescence, I'électron revient sur son

niveau orbital initial en dissipant son énergie par émission d’un photon *° (Figure 22).
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Ground state Excited state Ground state
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Figure 22: Représentation schématique des interactions photon/matiére d'aprés le modéle de Bohr classique
116

Les processus photoluminescents sont divisés en deux catégories, la fluorescence et la
phosphorescence, en fonction de la nature de I'état excité.

La fluorescence caractérise I'émission d’un photon depuis un état excité singulet, dans lequel
I’électron de I'orbitale excitée est de spin opposé a I’électron de I'état fondamental. Le retour
a un état normal est donc autorisé et se produit rapidement par émission d’'un photon. La
durée de vie typique de fluorescence est de I'ordre de 10 ns.

Les processus qui se produisent entre I'absorption et I’émission de lumiere sont détaillés sur

117

le diagramme de Jablonski !/, représenté ici de maniere simplifiée, sans toutes les

interactions plus complexes de type quenching, transfert d’énergie et interactions du solvant

(Figure 23).
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Figure 23: Représentation simplifiée d’un diagramme de Jablonski **’

Sur un diagramme de Jablonski classique, les états singulets fondamental et excités sont notés
respectivement Sp, S1 et S,. Sur chacun de ces états électroniques, le fluorophore peut exister
dans différents niveaux d’énergie vibrationnelle notés 0, 1 et 2. Les transitions entre les états
sont représentées par des fleches verticales pour illustrer la nature instantanée de

I’absorption ou émission de lumiére 117,
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Comme expliqué au préalable, quand une longueur d’onde spécifique atteint I’échantillon
fluorescent, les atomes, ions ou molécules qui le constituent absorbent une certaine quantité
de lumiere, et permettent a un électron de valence de transiter vers des états plus
énergétiques. Ce processus est rapide, de I'ordre de la femtoseconde (10°%° s), et requiert au
moins I'énergie AE = Esn — Eso pour franchir le gap d’énergie existant entre état fondamental
et états excités, permettant I'excitation.

L’énergie des photons impliqués dans la fluorescence est exprimée par la loi de Planck :

E=hv=h-
=nv-= A

ou E est I’énergie quantique (J), h est la constante de Planck (J.s), v est la fréquence (s1), A est
la longueur d’onde du photon (m), et c est la vitesse de la lumiére (m.s™).

L'irradiation avec un spectre de longueurs d’onde engendre un certain nombre de transitions
autorisées qui peuplent les différents niveaux d’énergie vibrationnelle excités, certaines
transitions étant plus probables que d’autres.

Une fois le composé excité a son plus haut niveau d’énergie, I'énergie absorbée est
rapidement dissipée sous forme de chaleur par des processus non radiatifs. La chaleur
produite est absorbée par les collisions entre les molécules fluorescentes excitées et les
molécules de solvant 1%, Ces processus non radiatifs, qui sont de I'ordre de la picoseconde,
donc bien plus rapides que les émissions de fluorescence, permettent le respect de la loi de
Kasha '8 qui stipule que I’émission radiative de fluorescence ou de phosphorescence se fait
toujours a partir de I'état excité de plus basse énergie. Par conséquent, le spectre d’émission
ne dépend pas de la longueur d’onde d’excitation, car I'excés d’énergie qu’apporterait une
longueur d’onde plus faible est trés rapidement dissipée avant méme [|'émission de
fluorescence.

Lorsque I'électron retourne finalement a son état initial So, un photon de longueur d’onde plus
grande que celle absorbée est émise, car I'énergie d’émission est plus faible que I'énergie
d’absorption. La différence entre les maxima d’absorption et d’émission est appelée
« déplacement de Stokes ». Il peut étre expliqué par des effets de solvant, des réactions a
I’état excité, la formation de complexes et/ou a un transfert d’énergie, pouvant parfois

conduire a du quenching, c’est-a-dire a une diminution de I’émission de fluorescence 7.
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Les molécules fluorescentes ou fluorophores utilisés sont généralement des molécules

aromatiques 7 (Figure 24).

Acridine
Orange

Quinine
N
&y Mg
Fluorescein
*
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Pyridine 1

Figure 24 : Structures de molécules fluorescentes typiques '’

Les molécules fluorescentes comprennent les molécules organiques (colorants), les ions
inorganiques (ions lanthanides Eu, Tb, Yb, etc. par exemple), les protéines fluorescentes
(green fluorescent protein GFP), et plus récemment les nanoparticules semi-conductrices et
les quantum dots, qui ont été introduits pour des applications de bio-imagerie ou comme
étiquettes biologiques par exemple.
La fluorescence de ces composés est caractérisée par deux grandeurs importantes 11°;

- Lerendement quantique ¢, qui détermine la brillance de I’émission de fluorescence. Il

est donné par la formule suivante :

_ Nbphotons émis r
"~ Nb photons absorbés T + k,,

ou I est la constante de vitesse d’émission et knr est la somme des processus de
dissipation d’énergie non radiatifs.

- Le temps de vie de fluorescence du fluorophore T, qui représente le temps moyen que
passe le fluorophore dans son état excité avant de se désexciter. Concrétement
pendant ce temps T, le fluorophore peut adopter des changements conformationnels,
diffuser ou interagir avec les molécules environnantes. La population sur les états

excités suit une décroissance exponentielle pendant t.
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Ces deux grandeurs sont trés largement dépendantes de I’environnement du fluorophore,
et peuvent étre affectées par de nombreux facteurs tels que la polarité, le pH, la

température, la viscosité, etc. 1°

[1.2.  Le FRET : Principe et applications aux systémes polymériques
I11.2.1.  Principe et conditions d’utilisation

Le transfert d’énergie par résonance (RET) est un transfert d’énergie non radiatif qui se produit
a I'état excité, lorsque le spectre d’émission d’un fluorophore, appelé donneur (D), se
superpose partiellement au spectre d’absorption d’une autre molécule fluorescente ou non,
appelée accepteur (A). Si l'accepteur est en plus fluorescent, on parle de FRET pour
Fluorescence Resonance Energy Transfer (ou Foérster Resonance Energy Transfer) 17, comme

schématisé en Figure 25.

Transfert
d’énergie

Figure 25 : Principe du FRET. La zone rayée représente le recouvrement spectral.

Le recouvrement partiel des spectres implique que le donneur et I'accepteur présentent des
transitions vibroniques avec quasiment la méme énergie. Ces transitions sont alors couplées,
c’est-a-dire qu’elles sont en résonance. Si la relaxation vibrationnelle est plus rapide que le
transfert d’énergie, le couplage est faible .

La faisabilité et la probabilité du transfert d’énergie tiennent compte du taux de recouvrement
du spectre d’émission du donneur et d’absorption de I'accepteur. Plus le recouvrement

spectral est important, plus le FRET a de chance d’étre efficace 1%°.
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Lors d’un transfert d’énergie, I’électron du donneur D initialement excité retourne a son état
fondamental, pendant qu’un électron de A transite vers |'état excité puis retourne alors a son
état fondamental en émettant un photon. Cela implique concretement que I’excitation de D
conduit a I’émission de A, et non pas de D.

Le transfert d’énergie peut résulter de différents mécanismes d’interactions, des interactions
coulombiennes et/ou dues au chevauchement des orbitales intermoléculaires.

Le FRET est d@ a des interactions coulombiennes dipdle-dipdle de longue portée (80-100 4),
et le transfert d’énergie se fait uniquement entre états singulets (*D* + A -> 1D + 1A*),

La constante de vitesse du transfert d’énergie entre D et A est inversement proportionnelle

a la distance D-A a la puissance 6, et s’exprime comme :
Ro1® 1 [R,1°
k%d — kD [_0] == _0]
r T Lr

ou kp est la constante de vitesse d’émission du donneur, 79 le temps de vie de fluorescence
du donneur en I'absence de transfert, r la distance entre donneur et accepteur, et Ro le rayon
de Forster qui représente la distance D-A a laquelle le transfert et la désexcitation du donneur
sont équiprobables (kr = kp).

L'efficacité du transfert ¢r, qui équivaut donc a la proportion de transfert par rapport a la
proportion de désexcitation, peut s’écrire :

_ kr RS
~ kp+kr RS+TC

br

Le transfert d’énergie est égal a 50% lorsque la distance D-A est égale au rayon de Forster 120,
Le FRET se produit généralement sur des distances D-A comparables aux dimensions de la
plupart des macromolécules biologiques, c’est-a-dire entre 1 et 10 nm. Globalement, pour
qgue le transfert d’énergie soit possible, la distance entre donneur et accepteur doit étre du

méme ordre de grandeur que le rayon de Forster du couple de fluorophores choisi (Figure 26).
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Pas de transfert d’énergie Transfert d'énergie
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Figure 26 : Diagramme de Jablonski illustrant le processus photophysique du FRET et sa dépendance avec la
séparation r entre D et A 121,

L'efficacité du FRET dépend aussi de l'orientation relative des moments dipolaires de
transition du donneur et de I'accepteur, définie par le facteur d’orientation k2

k2 = (sin Bp.sin Ba.cos ¢ — 2cos Bp.cos Ha)?
ou Bp et B4 sont les angles des moments dipolaires de transition du donneur et de 'accepteur
respectivement, et du vecteur de séparation, et ¢ est I'angle entre les projections des

moments de transition sur un plan perpendiculaire a la ligne centrale 12° (Figure 27).
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Figure 27: Angles impliqués dans la définition du facteur d'orientation k? (gauche) et exemples de valeurs
de k2 (droite). Ma et Mp = moments dipolaires de transition du donneur D et de I'accepteur A 12°

La valeur du facteur d’orientation peut étre comprise entre 0 et 4. k? vaut O pour des dipdles
statiques et perpendiculaires entre eux, auquel cas le transfert d’énergie est impossible, et k2
vaut 4 pour des dip6les statiques et colinéaires. Il est généralement impossible de déterminer
cette valeur expérimentalement, d’autant plus que les moments dipolaires peuvent adopter
toutes les orientations relatives possibles pendant le transfert d’énergie, a condition que les

molécules soient libres de tourner. Généralement, k? prend une valeur moyenne de 2/3, cette

45



Chapitre | — Etude bibliographique

approximation étant suffisante pour le calcul de Ro si I'on veut s’affranchir de la mesure des

distances de facon absolue 22,

De par l'obligation de respecter ces trois conditions autorisant le transfert d’énergie
(orientation des moments dipolaires, recouvrement spectral et distance entre fluorophores
inférieure a 10 nm), le FRET est une technique qui ne peut pas étre utilisée dans tous les
domaines. De plus, c’est une méthode généralement non quantitative, car elle est
particulierement sensible aux propriétés photophysiques des fluorophores, qui dépendent
eux-mémes des interactions entre la sonde fluorescente et son microenvironnement, ainsi
gue de l'incertitude sur la position et I'orientation relative des fluorophores entre eux et avec
la biomolécule sur laquelle ils peuvent étre attachés 23, Enfin, le FRET met en jeu des
fluorophores de taille relativement imposante, et peut parfois étre perturbé par la présence
d’un signal « background » provenant de la diffusion, de I'excitation directe de I'accepteur,
et/ou d’autofluorescence 124,

En revanche, c’est une technique qui a aussi de nombreux avantages. Les expériences de FRET
sont rapides, le transfert d’énergie étant de |'ordre de la nanoseconde, elles sont faciles a
mettre en place et sont capables d’analyser des solutions diluées 1%, avec une concentration
en fluorophore de 10>-10* mol/L 1?6, Le FRET fait également preuve d’une bonne versatilité,
et d’une forte sensibilité, le signal étant impacté lors d’'un changement de la distance D-A
compris entre 10 et 80 A 123127 et il permet en plus un suivi en temps réel des systémes étudiés
128 Enfin, 'intensité de fluorescence est directement dépendante du ratio accepteur/donneur
et de leur concentration en solution, et il est donc tout a fait envisageable de trouver une
relation linéaire entre le rapport des intensités de fluorescence FRET/donneur et les

concentrations en A et D 128129,

Le FRET présente un intérét particulier pour la caractérisation de systemes biologiques. Son
application principale est de fournir des informations spatiales et en particulier les distances
entre deux molécules fluorescentes, a haute résolution, ce qui peut étre obtenu par des
techniques de microscopie conventionnelle. C'est ce qui qualifie le FRET de « Regle

spectroscopique ».
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De nombreuses réponses dans le domaine biologique peuvent étre apportées par le FRET,
concernant par exemple les mécanismes de transcription, les mouvements moléculaires, le
repliement des protéines, les interactions protéine-protéine, etc. 13°.

Mais cette technique peut également s'avérer intéressante pour la caractérisation de
systémes micellaires polymériques, qu’ils soient utilisés en biologie, ou dans tout autre
domaine (détection, optoélectronique, ..*') ou il se produit un changement de
comportement (conformation, taille, interactions).

De nombreux exemples montrent que le FRET permet notamment de suivre en temps réel,
grace a I'évolution du signal FRET et a de I'imagerie de fluorescence, I'association et la
dissociation des nanoparticules suite a un changement d’environnement (solvant,
concentration, pH, température) 32, Lorsque la nanoparticule se dissocie, les deux
fluorophores qui étaient confinés dans un espace restreint autorisant le FRET, s’éloignent I'un
de 'autre jusqu’a une distance trop importante pour permettre le transfert d’énergie (Figure

28).

Efficacité FRET

Figure 28 : Exemple schématique du FRET pour controler I'intégrité de la structure de nanoparticules par
encapsulation de D et A dans le coeur, et suivi du ratio des signaux de fluorescence %!

L'avantage dans cette application est que l'intégrité d’une structure micellaire peut étre
évaluée quelle que soit la méthode d’incorporation des fluorophores dans le systéme. Soit ils
sont tous les deux co-encapsulés, ce qui est probablement la voie la plus simple car elle ne
requiert aucune synthése 33134 soit I'un des fluorophores est encapsulé et ’autre attaché de
maniére covalente 13>136 soit encore les deux fluorophores sont attachés de maniére
covalente ¥,

Wu et al. 138 ont étudié grace au transfert d’énergie, les processus de formation et de
dissociation, par le biais de stimuli (température et lumiére), des micelles constituées de leurs
copolymeres. Cette application du FRET a été largement étudiée par de nombreux chercheurs.
Dans cette étude, les micelles ont une couronne commune et un coeur légerement différent
dd a la présence de PEO113-b-P(NIPAmMo,91-co-DMNAg,09-co-NBDAE)so et de PEO113-b-
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P(NIPAAMo,91-co-DMNAo 0o-co-RhBEA)ess, ou DMNA est le 5-(2’-(Dimethylamino)ethoxy)-2-
nitrobenzyl acrylate) et le 4-(2-acryloyloxyethylamino)-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBDAE)
et le dérivé de Rhodamine B (RhBEA) sont les deux fluorophores donneur et accepteur

respectivement (Figure 29).
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Figure 29 : Structure moléculaire des deux copolymeéres PEO113-b-P(NIPAAMo,91-co-DMNAo,09-co-NBDAE)9o et de
PEO113-b-P(NIPAAM0,91-co-DMNAo,0s-co-RhBEA )65 138,

Les deux copolymeres sont solubles dans I'eau a température ambiante, mais lorsque la
solution est chauffée a 40 °C, au-dessus de la Tpr des blocs P(NIPAAm-co-DMNA-co-NBDAE)
(30 °C) et P(NIPAAmM-co-DMNA-co-RhBEA) (32 °C), ils s’auto-assemblent sous forme de
micelles mixtes avec une couronne hydrophile PEO et un coeur mixte contenant les donneur
et accepteur FRET. Ainsi, la proximité spatiale des deux fluorophores (NBDAE et RhBEA)
entraine une élévation du signal FRET (a 585 nm), par comparaison avec le signal de

fluorescence observé en présence d’'unimeres (a 520 nm) a température ambiante (Figure 30).
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Figure 30 : Spectre d’émission de fluorescence (Aex = 470 nm) avant irradiation (gauche) et variation du rapport
d’intensités d’émission (D/A) Fsss/Fs20 (@) avant irradiation et (o) apres irradiation (droite) pour des
températures de 25 a 65 °C d’une solution aqueuse a 0,1 g/L et pH 8,5 contenant le mélange PEO113-b-
P(NIPAMOo,91-c0-DMNAg,09-co-NBDAE)so/ PEO113-b-P(NIPAMg,91-c0-DMNA¢,0s-co-RhBEA)es (1 :1 w/w) 38,
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Lorsque le systéme micellaire est ensuite irradié sous UV a pH 8,5, le motif DMNA étant
sensible a la lumiere, il se clive entre la fonction ester et I'aromatique. Ce clivage permet la
formation d’un résidu carboxylate chargé négativement (pKa 4,5), ce qui génére une
augmentation de la Tpr, supérieure a la température de chauffe (46 °C pour le bloc NBDAE et
51 °C pour le bloc RhBEA), et donc la dissociation des micelles en uniméres avec une

diminution du signal FRET.

Le FRET peut aussi étre trés intéressant comme sonde de haute sensibilité pour suivre une
modification de la taille du systéme, suite a un phénomeéne de « gonflement/dégonflement »
par exemple. Basak et Ghosh 3% ont étudié un copolymeére dibloc amphiphile dont le bloc
hydrophobe a été partiellement fonctionnalisé avec des groupements pendants acide
carboxyliqgue pour apporter une sensibilité pH au polymeére. A pH acide, la formation de
liaisons H permet I'obtention d’un systeme micellaire trés stable. A pH basique, des analyses
en DLS et TEM ont permis de mettre en évidence un gonflement des micelles di a la
déprotonation des groupements -COOH. La fonctionnalisation partielle permet d’éviter une
dissociation compléte des micelles. Dans cette étude, le FRET est completement dépendant
du pH par co-encapsulation du pyrene comme fluorophore donneur et du 1,8-
dimethoxynaphtaléne (DMN) comme fluorophore accepteur. En effet, le gonflement de la
micelle contribue a augmenter la distance entre fluorophores encapsulés dans le coeur et donc
adiminuer le signal FRET, le contraire étant observé par diminution du pH et « dégonflement »
de la micelle.

Lorsque les micelles se dissocient ou changent de conformation, elles permettent
généralement la libération d’'une molécule encapsulée dans leur cceur.

Il est d’ailleurs possible de suivre le relargage de cette molécule grace au FRET. Dans ce cas,
au moins I'un des fluorophores doit étre libre, c’est-a-dire non lié chimiquement a une chaine
de polymeére. L'autre peut étre soit encapsulé comme le premier, soit attaché, cette derniere
solution étant la plus courante parce qu’elle permet d’éviter la libération éventuelle des deux
molécules %%, Cependant, la co-encapsulation des deux fluorophores est également
envisageable et a été rapportée en présence de molécules photochromes telles que le
spiropyrane. Celui-ci, initialement hydrophobe, est co-encapsulé avec un fluorophore
partenaire lui aussi hydrophobe, le BODIPY. Puis, une irradiation UV transforme le spiropyrane

en mérocyanine plus hydrophile, et donc capable de s’échapper de la micelle, induisant une
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diminution du signal FRET. Ce processus est également réalisable par conjugaison d’'une

molécule d’intérét thérapeutique sur le spiropyrane 4%,

Dans les 30 dernieres années, le FRET est une technique qui a été largement utilisée pour
I’étude du comportement de nombreux copolymeres amphiphiles en solution. En revanche,
tres peu d’études s’en sont servies pour étudier la dynamique de leurs systemes.

Lorsque les copolymeres amphiphiles s’auto-organisent dans I’eau sous forme de structures
micellaires, il existe un équilibre régi par la dynamique d’échange entre micelles et unimeres.
Le FRET a été reconnu comme un outil spectroscopique attractif pour étudier cette dynamique
d’échange. Dans ce cas, soit I'un des fluorophores est simplement encapsulé et I'autre attaché
de maniére covalente °, soit les deux fluorophores sont attachés chimiquement sur le bloc
hydrophile ou hydrophobe du polymere. Initialement, il co-existe des micelles contenant
I'accepteur et des micelles contenant le donneur. Si les micelles sont gelées, I'absence
d’échanges de chaines entre micelles ne permet pas I'obtention d’un signal FRET. Au contraire,
si des échanges se produisent, toutes les micelles sont progressivement constituées a la fois
de donneurs et d’accepteurs, ce qui est observé par une augmentation du signal FRET avec le
temps en fonction de la cinétique d’échange 31,

Rajdev et al. 132 ont étudié il y a quelques années I'impact des interactions physiques se
produisant dans le coeur de la micelle sur sa dynamique d’échange. Le copolymeére amphiphile
PEO-b-PMMA-co-PHEMA a été modifié par incorporation d’un fluorophore donneur ou
accepteur via une liaison covalente sur le bloc constitutif du coeur. Les deux solutions
micellaires {copolymeére + accepteur} et {copolymére + donneur} ont été mélangées. Le signal
FRET augmente petit a petit, mais plus de 50 heures sont nécessaires pour que le signal
atteigne un plateau, ce qui indique une dynamique d’échange relativement lente. Lorsque les
groupements hydroxyle présents dans le coeur sont bloqués par un groupement acétyle, ou
protonés par I'ajout d’acide trifluoroacétique (TFA), les liaisons H ne peuvent plus se former,
et les auteurs observent donc une dynamique d’échange bien plus rapide avec un signal FRET
maximum en 2 ou 3h 32, Bien que cette étude apporte des résultats concluants pour
comprendre les processus se produisant dans les micelles et impactant leur dynamique, les
auteurs n’évoquent pas la possibilité que I'introduction d’une molécule extérieure au systéeme
puisse influencer le comportement de celui-ci (hydrophobie, nouvelles interactions,

modification de la dynamique). Il semble donc tout a fait envisageable de comparer le
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comportement d’un systéme en fonction des conditions dans lesquelles il se trouve, mais les

résultats quantitatifs obtenus sont probablement a prendre avec prudence.

Enfin, le FRET peut étre également particulierement utile pour comprendre le mécanisme
d’interactions entre les micelles et des molécules externes fluorescentes. Wang et al. 12> ont
étudié un systeme micellaire PEG-b-PCL/PNIPAAmM-b-PCL possédant un fluorophore accepteur
(Rhodamine B) en extrémité de chaine hydrophile (PEG ou PNIPAAmM), en présence de la
protéine lysosyme sur laquelle a été greffée le fluorophore donneur FITC (Isothiocyanate de
fluorescéine). Lorsque la température est augmentée jusqu’a dépasser la Tpr du PNIPAAm,
celui-ci collapse, permettant la pré-adsorption des protéines sur le PNIPAAm hydrophobe.
Cela a pour conséquence de diminuer fortement I'agrégation inter-protéines, et donc
d’empécher leur dénaturation lors d’'une augmentation de la température. Ce phénomene a
pu étre mis en évidence grace au FRET entre le FITC et la Rhodamine B (Figure 31).
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Figure 31 : Spectres d’émission de fluorescence pendant la chauffe du mélange (A) FITC-lysosyme/micelles PEG-
b-PCL, (B) FITC-lysosyme/micelles PEG-b-PCL/PNIPAAmM-b-PCL 1 :6 avec accepteur sur PEG, (C) FITC-
lysosyme/micelles PEG-b-PCL/PNIPAAmM-b-PCL 1 :6 avec accepteur sur PNIPAAm.

(—=—) FITC-lysosyme (émission 515 nm), (®) Rhodamine B (émission 562 nm), (~) PEG, (~) PNIPAAm 12,

Lorsque les protéines sont uniquement mélangées avec les micelles de PEG-b-PCL (A), les
chaines PEG hydrophiles empéchent |'approche des protéines vers les micelles.
L'augmentation de la température entraine I'agrégation des protéines, ce qui génére un
changement dans I'environnement du FITC, et conduit donc a une diminution de son émission
de fluorescence. L’absence de FRET (fluorescence de la rhodamine a 562 nm) démontre
I’'absence d’interaction entre protéines et micelles.

Lorsque les protéines sont mélangées avec des micelles mixtes PEG-b-PCL/PNIPAAmM-b-PCL, la
formation de domaines hydrophobes par « collapse » du PNIPAAmM permet |'approche des

protéines et leur interaction avec les micelles. Si la Rhodamine B est greffée sur le PEG (B), le
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rayon de Forster du couple FITC/Rhodamine B étant de 5 nm, la distance entre les deux
fluorophores est trop importante pour permettre une bonne efficacité du FRET. Si
maintenant, la Rhodamine B est greffée sur le PNIPAAm (C), les deux fluorophores se trouvent
a des distances suffisamment proches pour conduire a un phénomene FRET. Les auteurs sont
donc capables de contrbler et de suivre la réversibilité de I'adsorption des protéines par

modulation de la température via cette technique.

Ainsi, I'utilisation de fluorophores liés de facon covalente peut apporter des informations
intéressantes, mais elle nécessite au préalable une étape de syntheése, si l'unité fluorescente
n‘est pas naturellement présente dans la structure étudiée comme dans certaines
biomolécules (protéines 1*°) ou polyméres conjugués 142,

L'incorporation de l'unité fluorescente dans la structure d’un copolymeére (Figure 32) a été
décrite selon différentes approches : 1) par copolymérisation avec un motif fluorescent
contenant une fonction polymérisable 3%, 2) par I'utilisation d’un amorceur fluorescent
(mono- ou polyfonctionnel) 3¢ ou encore 3) via une fonctionnalisation post-polymérisation
par chimie click, soit sur une fonction présente sur le motif de répétition du polymére 37, soit

par réaction avec la fonction de bout de chaine du polymeére 12>140.143,

- Polymér'lsat'lon ._........................................................‘.__

POIymériSation F etaet bl ettt et bl bl .:
Polymérisation  oeeeeeeisnn T . .

Réaction post-
polymeérisation

B)

Q) I
+ Réaction post-

polymeérisation

Fluorophore Extrémité de chaine Fonction chaine latérale

Figure 32 : Différentes voies d’incorporation du fluorophore par formation d’une liaison covalente sur le
polymere étudié. (A) Motif fluorescent modifié par ajout d’une fonction polymérisable ; (B) Polymérisation en
présence d’un amorceur fluorescent ; (C) Fonctionnalisation post-polymérisation sur fonction d’extrémité de

chaine ou de la chaine latérale.
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Selon I'application visée, lorsque les deux fluorophores sont attachés par une liaison

covalente, le transfert d’énergie peut étre inter- ou intramoléculaire 444> (Figure 33).

Donor

! COED

Lmker
Sensor domann

Figure 33 : Deux types de biocapteurs FRET. (a) Intermoléculaire, (b) intramoléculaire. Le capteur (S) change de
conformation avec une modification de son environnement, et le ligand (L) reconnait le changement de
conformation de S, induisant le FRET 144

Parmi toute cette liste d’applications, la capacité du FRET a démontrer la mixité de micelles
formées par un mélange physique de plusieurs copolymeres différents a été tres peu décrite.

C’est ce qui va nous intéresser dans la suite de cette étude.

111.2.3.  Utilisation du FRET pour montrer la mixité de systémes micellaires

La technique FRET n'a été que trés peu exploitée pour démontrer la mixité de systemes
micellaires constitués de copolymeres possédant un bloc hydrophile ou hydrophobe de
natures différentes.

Kwak et al. 8 ont mélangé deux copolyméres ADN-b-PPO/PEO-b-PPO-b-PEO avec un bloc
hydrophobe PPO commun. lls ont attaché de maniére covalente le fluorophore donneur FAM
(6-carboxyfluorescéine) sur I’ADN (position 3’ ou 5’) du copolymére ADN-b-PPO, et le
fluorophore accepteur TAMRA (Carboxytetramethylrhodamine) a I'extrémité de la chaine PEG
du Pluronic®. En fonction de la position du FAM sur I’ADN, soit les deux fluorophores sont
situés a I'extérieur de la couronne, soit le TAMRA est a I’extérieur de la couronne et le FAM se

trouve a l'interface coeur couronne, entre les blocs PPO et ADN (Figure 34).
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Figure 34 : Représentation schématique de I’architecture d’une micelle mixte et des structures chimiques des
copolymeéres. (A) Bloc PEO du Pluronic®, (B) Bloc d’ADN, (C) Blocs PPO, (D) et (E) Sondes fluorescentes sur
positions respectives 5’ et 3° de I’ADN, (F) Composé hydrophobe encapsulé dans le cceur, (G) Nanodomaines de
PETA réticulés dans le coeur .

La fraction molaire en chacun des copolymeéres modifiés (FAM ou TAMRA) n’étant que de 10
%, les fluorophores ne sont a une distance suffisamment petite pour autoriser le transfert
d’énergie, que lorsque le TAMRA est a I’extérieur de la couronne et le FAM a l'interface cceur-
couronne. Dans ce cas uniquement, le FRET est possible, ce qui rappelle la nécessité de la
proximité entre les deux fluorophores, et il permet de montrer la mixité des micelles ADN-b-

PPO/PEO-b-PPO-b-PEO.

Quant a Soon et al.}*3, ils ont montré la mixité de leur systéme ELPs (Elastin-like polypeptides)
A80-160/P40-160 (Figure 35), ol chacun des blocs polypeptides est thermosensible avec Ter, 60

< Tpr,a80 < Tpr,pa0.

A80 : (Val-Pro-Gly-Ala-Gly)n P40 : (Val-Pro-Gly-Pro-Gly)p 160 : (Val-Pro-Gly-lle-Gly)q

CH; O 0 CHy O
O :
HsC OH HzN/Y H:"C\l)J\OH |-|"‘C\/\|)‘\OH
NH; OH NH, NH,
Valine (Val) Proline (Pro) Glycine (Gly) Alanine (Ala) Isoleucine (lle)

Figure 35 : Structure moléculaire des ELPs étudiés. Environ 60 répétitions du motif Val-Pro-Gly-X-Gly dans la
couronne (A80, P40) et environ 40 dans le cceur (160).

La cystéine terminale en bout de chaine 160 de chaque ELP est conjugué soit au fluorophore

donneur Alexa Fluor 488, soit au fluorophore accepteur Alexa Fluor 546, ces deux molécules
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étant donc localisées dans le cceur de la micelle apres micellisation, c’est-a-dire au-dessus de
la température de point de trouble de 160.

La mesure de fluorescence indique une diminution de I'intensité de fluorescence du donneur
au profit de l'intensité d’émission de I'accepteur lorsque la température est augmentée et
dépasse la température critique de 160 (29°C), ce qui prouve la formation de micelles mixtes

composées des deux polypeptides (Figure 36).
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Figure 36 : Spectre d’émission obtenu pour un mélange équimolaire des deux ELPs fonctionnalisés GPRP-A80-
160-AF488 et GPSP-P40-160-AF546 (Concentration finale de 1uM) excité a 470 nm a différentes températures.
lem,d €t lem,a sont les intensités d’émission du donneur et de 'accepteur respectivement 143,

Lorsque la température augmente encore, tout en restant inférieure aux températures de
point de trouble de A80 et P40, le signal FRET continue de croitre jusqu’a se stabiliser entre
35 et 40°C. Un refroidissement suivi d’'un nouvel échauffement de la solution permet de

montrer la réversibilité de la formation des micelles mixtes.

[11.3. Conclusion

Les techniques de fluorescence sont tres utilisées pour I'étude et la compréhension du
comportement des systémes biologiques et autres systémes polymériques.

Le FRET est capable d’apporter des informations spatiales en temps réel, souvent combiné a
de I'imagerie, ce qui fait de lui une méthode tres intéressante pour évaluer I'impact de
I’environnement (T, pH, enzyme,...) et des interactions sur les micelles formées, et leurs

propriétés d’encapsulation et de relargage.
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Enfin, I'importance de la proximité spatiale des deux fluorophores utilisés lui permet
également d’étre une excellente sonde pour détecter la formation de micelles mixtes de
maniére directe, sans avoir a regarder les propriétés intrinseques des systémes mixtes, qui

sont en général dues a une modulation des caractéristiques de chacun des systemes purs.
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Conclusion

Cet état de I'art a permis de montrer la possibilité de mimer le comportement des systémes
biologiques grace au développement de copolymeres amphiphiles capables de s’auto-
organiser en milieu aqueux, sous forme d’objets nanométriques de conformations différentes
en fonction de parameétres tels que leur concentration, leur taille, ou encore leur équilibre
hydrophile/hydrophobe.

L'utilisation de polymeres stimulables, c’est-a-dire répondant a un stimulus interne ou
externe, de nature physique, chimique ou biologique (T, pH, redox,etc.) a permis le
développement des systémes micellaires dont la stabilité peut étre finement ajustée. La
combinaison de plusieurs stimuli a méme été réalisée dans de nombreux travaux de
recherche, et ce afin d’affiner le contréle que I'on a de ces systémes.

La quantité phénoménale d’articles traitant de la synthése de copolymeres amphiphiles di- et
triblocs est une conséquence de la nécessité de synthétiser systématiqguement de nouveaux
copolymeres avec des compositions chimiques ajustées pour modifier le comportement des
systemes micellaires associés.

Plus récemment, de nombreux auteurs ont donc choisi de travailler sur des mélanges
physiques de copolymeéres, répondants ou non a un ou plusieurs stimuli, et capables de s’auto-
assembler sous forme de micelles mixtes pour combiner les propriétés de I'un et I'autre des
copolymeres.

Nous avons choisi de nous intéresser a des copolyméres combinant deux thermosensibilités
différentes, pour essayer de moduler la température critique globale du systéme.

Afin de démontrer la mixité de ces objets, les études se réferent souvent a leurs
caractéristiques intrinseques, intermédiaires a celles des deux composants, et évoluant en
fonction des proportions relatives introduites. Ainsi, une méthode de fluorescence tres
utilisée pour de nombreuses applications du domaine biologique, le Transfert d’Energie entre
Molécules Fluorescentes (FRET), mais trés peu employée pour prouver la mixité des systémes,
va étre envisagée dans ce projet pour répondre a cette question de maniéere directe et

innovante.
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Introduction

Ce chapitre est consacré a |'étude des caractéristiques physico-chimiques de deux
copolymeres lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline) dont le bloc hydrophile est thermosensible. La
famille des poly(oxazoline) est trés largement étudiée comme une alternative au poly(oxyde
d’éthyléne) PEO en particulier dans le domaine biomédical, car ces polymeéres présentent des
propriétés de solubilité, biocompatibilité et furtivité similaires sans toxicité particuliére sur les
animaux ®. Les poly(oxazoline)s ont également I'avantage de couvrir une large gamme de
températures en fonction du groupement présent sur le motif oxazoline qui les rend plus ou
moins hydrophile.

Dans ce chapitre, nous nous sommes interessés au comportement de copolymeéres lipide-b-
poly(2-isopropyl-2-oxazoline) et lipide-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline).

Cette partie décrira les caractérisations de ces deux copolyméres afin de déterminer leurs
propriétés, c’est-a-dire leur température de point de trouble, ainsi que leur auto-organisation
en solution aqueuse. Dans la seconde partie, nous verrons comment les propriétés finales des
objets micellaires peuvent étre modulées via le mélange physique de ces deux copolymeres
en différentes proportions, et étudierons plus précisément I'origine du second phénomene

d’agrégation observé a haute proportion en LPEtOx dans I'étude précédente.

I. Caractérisations physico-chimiques des copolyméres LPiPrOx et LPEtOx
l.1. Présentation des polymeres étudiés

Les copolymeéres amphiphiles lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline)s étudiés ont été synthétisés a
partir d’un amorceur composé d’une chaine grasse a 18 carbones issue de I’huile de lin, et des
monomeres 2-alkyl-2-oxazoline, le motif alkyle étant un éthyle ou un isopropyle. Le schéma

réactionnel mis en place lors des études précédentes 23, est décrit ci-dessous (Figure 1).
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Figure 1 : Schéma réactionnel de la synthése des copolymeres amphiphiles lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline)

L’huile de lin est composée d’un mélange statistique d’acides gras a 18 carbones, saturés
(acide stéarique) et insaturés (acides linolénique, linoléique et oléique), la proportion entre
chacun de ces acides variant en fonction de la variété de lin et de la localisation géographique.
D’aprés une analyse RMN *H, I'huile de lin utilisée dans notre étude est majoritairement
composée de chaines contenant trois insaturations (56 % d'acide linolénique), et contient
également 14 % de chaines a deux insaturations (acide linoléique), 18 % a une insaturation
(acide oléique) et 12 % de chaines saturées (acide stéarique). Dans un premier temps, les
fonctions ester de I'huile de lin sont réduites en présence de tétrahydruroaluminate de lithium
(LiAlH4) dans le THF anhydre, pour donner un mélange d’alcools gras avec un rendement de
88%. En accord avec la composition de I'huile de lin de départ, un mélange statistique
d'alcools gras contenant de 0 a 3 insaturation(s) est obtenu. Les analyses RMN *H conduisent
a un nombre moyen de deux insaturations par chaine 3, aussi, par soucis de clarté dans les
schémas réactionnels, ce mélange d’alcools gras sera représenté par la suite sous forme d’une
unique chaine d’alcool gras a deux insaturations.

Le mélange d'alcools gras est ensuite engagé dans une réaction de tosylation afin d'introduire
un site amorceur de polymérisation cationique par ouverture de cycle en extrémité de la
chaine grasse. Cette réaction est réalisée en présence de chlorure de tosyle et du couple
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Ets3N/DMAP, ou la triéthylamine (EtsN) joue le role de base nucléophile et la 4-
dimethylaminopyridine (DMAP) est un catalyseur de la réaction, dans le chloroforme a 30 °C
pendant 20 h 2. Le lipoamorceur tosylé est obtenu, aprés purification sur colonne de silice,
avec un rendement de 52 %.

La derniére étape est la réaction de polymérisation des monomeres 2-isopropyl-2-oxazoline
ou 2-éthyl-2-oxazoline a partir du lipoamorceur tosylé. Il s'agit d'une polymérisation
cationique par ouverture de cycle (CROP — « Cationic Ring Opening Polymerization »), qui est
une technique de polymérisation vivante et contrélée, permettant ainsi d’obtenir des
polymeéres avec une dispersité faible. La CROP est réalisée dans I'acétonitrile a 140 °C pendant
30 min, a 'aide d’un appareil a micro-ondes selon le protocole mis au point précédemment
dans I'équipe 2.

Les copolymeéres lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline) LPiPrOx et lipide-b-poly(2-ethyl-2-
oxazoline) LPEtOx sont obtenus de facon contrélée, avec un degré de polymérisation, X, , et
des masses molaires moyennes en nombre, M,, , déterminés par RMN H dans le CDCl3
(Tableau 1). Des homopolymeéres poly(2-isopropyl-2-oxazoline) PiPrOx et poly(2-ethyl-2-
oxazoline) PEtOx ont parallélement été synthétisés dans des conditions identiques a partir

d'un amorceur classique (p-toluénesulfonate de méthyle MeOTs).

Tableau 1 : Caractéristiques chimiques des copolymeres LPiPrOx et LPEtOx synthétisés

(Co)polymére N° X,Pé@ pf RVMN(®) (o/mol) M, (g/mol) P

la 19 2600 2300 @ 1,31

LPiPrOx 1b 18 2500 2300 @ 1,34
1c 28 3600 3000 @ 1,19

1d 54 6500 5800 (@ 1,31

2a 21 2500 1200 @ 1,55

LPEtOXx 2b 18 2200 1500 (@ 1,23
2c 26 3000 6100 © 1,47

2d 64 6800 6100 @ 1,19

PiPrOx 3 / / 2100 @ 1,14
PEtOx 4 / / 2200 @ 1,23

(a) X, déterminé par RMN 1H.
(b) RMN faite dans le CDCls; M, " = X, " « M(monomére) + M (Lipoamorceur).
(c) Etalons PMMA ; (d) SEC faite dans le dichlorométhane ; (e) SEC dans le DMAc.

RM.
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Ces polymeres amphiphiles ont été caractérisés en solution aqueuse par turbidimétrie pour
déterminer leur température de point de trouble caractéristique, et par diffusion de la lumiére

pour connaitre la taille et le nombre d’agrégation des objets formés en solution.

|.2. Comportement des copolymeéres avec la température
1.2.1. Mesure en turbidimétrie de la température de point de trouble

Les mesures en turbidimétrie ont été faites par spectrophotométrie UV-visible dans un bain
thermostaté, sur des solutions de copolymeres amphiphiles LP(iPrOx)19 1a ou LP(EtOx)1 2a,
et d’homopolymeéres PiPrOx et PEtOx dans le PBS, a une concentration de 1 g/L. Les mesures
ont été faites dans le PBS afin de mimer au mieux le milieu physiologique dans lequel les
polyméres pourraient se trouver pour une application biomédicale.

La température de point de trouble est déterminée a 10% de I'augmentation de I'absorbance.

 ——

=
= n

Absorbance

o
)

20 30 40 50 60 70 80
Température (°C)

Figure 2 : Spectres d'absorbance UV-visible (A = 600 nm, v = 0,5°C/min) en fonction de la température du (—e=)
LPiPrOx (M,,= 2600 g/mol), (—m=), PiPrOx (M,,= 2100 g/mol) et (— A =) LPEtOx (M,,= 2500 g/mol) 3 1 g/L et du (-

X—) PEtOx (M,,= 2200 g/mol) a 2 g/L dans le PBS.

Les spectres d’absorbance (Figure 2) montrent une température de point de trouble de 60 °C
pour 'lhomopolymeére PiPrOx et une température supérieure a 85 °C pour 'lhomopolymere
PEtOx qui est beaucoup plus hydrophile. Lorsque les poly(2-alkyl-2-oxazoline)s sont liés
chimiguement a une chaine lipidique a 18 carbones, I’hydrophobie du copolymére LPOx
augmente, ce qui entraine une diminution significative de la température de point de trouble
jusqu’a 33 °C pour le LP(iPrOx)19 et jusqu’a 67 °C pour le LP(EtOx)21, et ce pour des solutions

aqueuses de méme concentration. Ce résultat est tout a fait cohérent avec I'analyse effectuée
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dans I’étude bibliographique : lors de I'incorporation d’une chaine hydrophobe a I'extrémité
d'un polymeére thermosensible, la Teratendance a diminuer.

Il a d’ailleurs été montré que des courtes chaines de polymeéres sont plus influencées par le
caractére hydrophile ou hydrophobe du groupement d’extrémité de chaine. Les plus grandes
chaines étant moins impactées °. La variation de la température de point de trouble observée
sur les LPiPrOx et LPEtOx synthétisés dans ce projet (Tableau 2) peuvent donc étre expliqués

par une légere variation du degré de polymérisation entre les synthéses.

Tableau 2 : Evolution de la température de point de troubles du LPiPrOx et du LPEtOx de différentes tailles,
dans le PBS a une concentration de 1 g/L.

Copolymere N° X, ¢ M, RMNG@ (g/mol) Ter (°C)
la 19 2600 33
1b 18 2500 32
LPiPrOx
1c 28 3600 38
1d 54 6500 49
2a 21 2500 69
2b 18 2200 67
LPEtOXx
2c 26 3000 72
2d 64 6800 82

L’évolution de la température de point de trouble des différents copolyméres LPiPrOx et
LPEtOx synthétisés lors de ce projet a été tracée en fonction de leur masse molaire en nombre

déterminée en RMN *H (Figure 3).
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Figure 3 : Evolution de la température de point de trouble en fonction de la masse molaire des copolymeres (o)
LPiPrOx et (A) LPEtOx. (---) Ter de I'homopolymere PiPrOx (X;, sgc= 19) et (---) Ter de I'homopolymeére PEtOx
(Xn,SEC: 22).

Ainsi, plus le degré de polymérisation est élevé, plus la température de point de trouble est
élevée, ce qui peut s’expliquer de maniere assez logique par I'augmentation de I'hydrophilie
globale du polymére lorsque sa taille augmente.

Un autre parameétre pouvant impacter la température de point de trouble est la concentration
des polymeres en solution.

Des mesures de point de trouble en spectrophotométrie UV-visible ont été faites sur des
solutions de LP(iPrOx)1i9 1a, LP(EtOx)21 2a et d'homopolymere PiPrOx, dans le PBS a différentes

concentrations (Figure 4).
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Figure 4 : Evolution de la température de point de trouble des copolymeéres (®) LPiPrOx, ( A) LPEtOx et de

I'nomopolymeére (O) PiPrOx dans le PBS. Mesures au spectrophotometre UV-visible avec bain thermostaté av =
0,5 °C/min et une mesure tous les 1 °C.
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Contrairement a ’homopolymeére PiPrOx dont la Tpr dépend beaucoup de la concentration
(environ 20 °C de différence entre 0,5 et 4 g/L), I'évolution de la température de point de
trouble avec la dilution est négligeable pour les deux copolymeres LPiPrOx et LPEtOx
puisqu’elle ne varie que de 3 °C entre 0,1 et 10 g/L. Cela est probablement d{ a la présence
de la chaine lipidique qui rend les copolyméeres amphiphiles. Sur la gamme de concentration
étudiée (toujours supérieure a la concentration micellaire critique des copolyméres qui est
respectivement de 29 mg/L et 17 mg/L pour le LPiPrOx et le LPEtOx), les chaines sont donc
organisées dans des structures micellaires de mémes caractéristiques. Cela favorise leur
proximité et donc les intéractions qu’elles créent les unes avec les autres. Au contraire, les
chaines d’homopolymeére libres en solution ont une probabilité de rencontre qui différe avec
la concentration. Plus la concentration en homopolymere augmente dans la solution, plus les
chaines se rencontrent facilement, et peuvent donc créer des interactions, ce qui entraine une

diminution de la Tpr.

I.3. Caractérisation des objets micellaires en solution par diffusion de la lumiere

Dans un premier temps, les solutions de copolymeres lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline)s
(LPOx) ont été analysées au nanosizer. Ces mesures ont permis de déterminer la présence
d’une unique population de micelles de méme taille pour le LPiPrOx et le LPEtOx avec un rayon
hydrodynamique R (en intensité) égal a 6,5 nm.

Des caractérisations physico-chimiques de LPOx ont été réalisées par diffusion statique et
dynamique de la lumiére pour confirmer les tailles des micelles mesurées au nanosizer, et
déterminer leur forme ainsi que leur nombre d’agrégation dans I’'eau milliQ.

Ces analyses ont été réalisées a I'Institut des Matériaux Moléculaires et Macromoléculaires
(IMMM) de I'Université du Maine sous la supervision des Dr. Olivier Colombani et Frédéric
Renou.

Le principe général de la diffusion de lumiére est expliqué en annexe (cf. annexe 1).

L'incrément d’indice de réfraction dn/dc est une grandeur qui dépend du polymere analysé,

et qui doit donc étre connue avant les mesures en diffusion de lumiére.
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Le dn/dc de notre systéeme a été mesuré grace a un réfractometre différentiel sur les
homopolymeres poly(oxazoline)s POx. L’approximation a été faite que le dn/dc du POx est
proche de celui du copolymere amphiphile LPOx. En effet, la chaine lipidique ne représentant
que 7 % en masse du copolymere, le contraste du bloc hydrophile domine la valeur du dn/dc.
L'indice de réfraction de solutions d’homopolymeéres PiPrOx et PEtOx dans I'eau milliQ, a des
concentrations comprises entre 1 et 5 g/L a été mesuré. La droite ci-dessous a été tracée a
partir des valeurs expérimentales, permettant de déterminer un dn/dc = 0,16 mL/g pour les

deux homopolymeres (Figure 5).
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Figure 5 : Mesure de la différence d'indice de réfraction dRI entre la solution de polymere et le solvant (eau) en
fonction de la concentration en homopolymeére (—e=) PiPrOx et
(= A=) PEtOx dans I'eau milliQ.

Cette valeur de 0,16 mL/g dans I'eau milliQ a été utilisée pour les mesures en diffusion de

lumiere sur les copolymeres amphiphiles LPiPrOx et LPEtOx.

1.3.2. Mesures de la taille et du nombre d’agrégation

En solution diluée, les analyses en diffusion de la lumiére permettent de déterminer la taille
des objets en solution aqueuse, leur masse molaire dont on déduit ensuite leur nombre
d’agrégation, ainsi que les interactions pouvant exister entre les objets s’il I'on regarde I'effet
de la concentration.

La taille des objets est représentée d’une part par leur rayon hydrodynamique Ry, qui est défini
comme le rayon d’une spheére dure théorique qui aurait le méme coefficient de diffusion que
la particule considérée dans I'eau a une température donnée, et d’autre part par leur rayon
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de gyration Rg. Dans le cas de micelles dont la taille est inférieure a 20 nm, aucune dépendance

angulaire n’est observée, donc le Rg n’est pas mesurable.

Le nombre d’agrégation Nag représente le nombre de chaines de copolymeres présentes dans

un objet en solution.

Des solutions de LP(iPrOx)2s 1c et LP(EtOx),6 2c ont été préparées a 1 et 10 g/L, les solutions a

1 g/L étant préparées soit par solubilisation directe du copolymeére dans I'eau milliQ, soit par

dilution de la solution a 10 g/L. L'étude de ces différentes voies de préparation a deux

objectifs:

Premierement, il est important de déterminer la concentration de la solution permettant

d’obtenir une intensité diffusée suffisante pour pouvoir exploiter de maniére fiable les

résultats obtenus et qui soit suffisamment faible pour s’affranchir de toutes interactions entre

les objets en solution. L'étude n’étant ici réalisée que sur deux concentrations, seules des

valeurs apparentes sont déterminées, ces valeurs pouvant étre influées par des interactions

et donc différer des valeurs réelles.

Deuxiemement, les solutions ont été préparées soit par solubilisation directe a la

concentration finale souhaitée, soit par dilution, et ce afin de vérifier le dynamisme des objets.

En effet, une différence devrait étre observée si le systtme est figé et qu’aucune ré-

organisation ne se produit apres dilution.

Les solutions ont été analysées en diffusion de lumiéere avant et apreés filtration (0,45 pm).

Les mesures ont mis en évidence la nécessité de filtrer sur 0,45 pm avant analyse en diffusion
de lumiére pour les deux copolyméres LP(iPrOx);s et LP(EtOx)z6. Il a été vérifié en UV-visible
gue la filtration n’entraine aucune perte de matiére significative mais elle permet d’éliminer
les agrégats parasites qui sont présents en quantité négligeable, mais viennent parfois

perturber le signal DLS aux temps longs, et augmenter l'intensité diffusée (cf. annexe 2).

30 (A) > (B)
2 . 2
= r
< 1 < 1
0 0
1 Rh ilr?m) 100 1 Rh %r?m) 100

Figure 6 : Distributions des Rn (échelle log) de solutions filtrées (0,45 um) de (A)
LPiPrOx et (B) LPEtOx a 10 g/L dans I'eau, mesurée a 90°
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Les solutions filtrées ne présentent qu’une seule population correspondant a des objets

micellaires petits et probablement sphériques (Figure 6).

Les résultats obtenus pour des solutions de LP(iPrOx).s et LP(EtOx)26 dans I'eau milliQ, a 10 g/L
et 1 g/L (direct ou dilution) sont donnés dans le Tableau 3.
Mapp est la masse molaire apparente des objets, c’est-a-dire leur masse molaire calculée en

considérant la possibilité que des interactions existent entre les micelles.

Tableau 3 : Comparaison des différents chemins de préparation pour les solutions aqueuses de LP(EtOx)2s et
LP(iPrOx)2s. Les solutions ont été filtrées sur 0,45 um et analysées a 20 °C.

Polymeére Solution Moapp (x 10* g/mol) Nag* Rh (nm)
10 g/L 6,3 15 5,5
LP(iPrOx)2s | 1 g/L (dilution 10 g/L) 7,7 18 6,0
1 g/L direct 11 26 7,0
10 g/L 53 12 5,0
LP(EtOx)2s | 1 g/L (dilution 10 g/L) 7,7 17 6,0
1 g/L direct 13 29 7,0

* Le Nug a été déterminé grdce au rapport May,/M,, (LPOx), ot M, est la masse molaire en masse d’une chaine de polymére.

Les valeurs de la masse apparente et du rayon hydrodynamique des solutions de LPiPrOx et
LP(EtOx)26 a 10 g/L et 1 g/L (obtenue par dilution) sont trés proches, ce qui signifie que la
dilution impacte peu les objets micellaires présents en solution. Il est donc possible de
supposer que les interactions sont négligeables en solution, et donc que la masse molaire
apparente et le rayon hydrodynamique apparent sont proches des valeurs réelles de M, et Ry
du systeme.

Le tres faible écart observé entre les solutions a 10 g/L et celles a 1 g/L obtenues par dilution
peut étre di :

- A la présence de méthanol résiduel dans la solution a 10 g/L issu de la méthode de
préparation de la solution. Afin d’obtenir une solution finale parfaitement limpide, le
copolymere est d’abord pré-solubilisé dans du méthanol, puis la solution méthanolique est
ajoutée au goutte a goutte dans de I'eau milliQ. La solution est enfin agitée pendant une nuit
pour évaporer la totalité du méthanol. Cependant, on sait que le méthanol est un solvant
dissociant. Quelques ppm de méthanol pourraient donc diminuer |'association du systeme. En
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diluant, on diminue la proportion de méthanol résiduel dans I'eau, ce qui peut favoriser
I'association.
- A des interactions répulsives menant a une augmentation de Map, quand C diminue.
NB : a partir des dimensions et masses des objets, on peut calculer C* la concentration critique
de recouvrement, qui représente la concentration au-dessus de laquelle les pelotes de

polymeéres en solution sont en contact. Elle peut s’écrire comme :

c* = Mapp

%nRﬁNA

avec Na le nombre d’Avogadro.

Pour les valeurs de Mapp et Rn déterminées dans le Tableau, C* est de I'ordre de 100 g/L pour
le LP(iPrOx)2s et le LP(EtOx)26, donc la concentration des solutions étudiées de 10 g/L est assez
éloignée de ces conditions. Par conséquent, les interactions peuvent étre négligées a 1 g/L,

mais ils pourraient exister des interactions a 10 g/L, qui bien que faibles, suffiraient a expliquer

les différences observées entre 1 et 10 g/L.

Le Tableau 3 révele en plus que les solutions obtenues par dissolution directe du polymere a
1 g/L ont un nombre d’agrégation légérement plus élevé que celles obtenues par dilution
d'une solution a 10 g/L. La différence est relativement significative par rapport a la variation
observée entre 10 g/L et 1 g/L par dilution.

La différence de Rn ne peut pas étre considérée comme significative en revanche (Figure 7).

1.5 1.5

gl(t)
J
gl(t)

0.5 0.5
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Figure 7 : Fonctions d’autocorrélation de solutions de (A) LP(iPrOx)2s et (B) LP(EtOx)2s a (—) 10 g/Let 1 g/L

obtenues (=) par dissolution directe ou (=) par dilution dans I’eau milliQ, mesurées a 90°
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La variation de Mapp entre 1 g/L direct et 1 g/L par dilution ne peut pas étre liée a la filtration
qui est identique et qui n’entraine aucune perte de matiére. La différence pourrait venir du
fait que les solutions préparées directement a 1 g/L ne contiennent pas du tout de méthanol,
ce qui augmente leur état d'agrégation. Cette différence ne peut alors pas étre considérée

comme significative, et ne permet donc pas de conclure sur la dynamique du systéme.

Pour la suite, on va considérer que les caractéristiques des solutions obtenues par
solubilisation directe a 1 g/L sont les plus fiables (absence de méthanol, interactions plus
faibles qu'a 10 g/L voire négligeables). Cette concentration de 1 g/L diffuse suffisamment pour
obtenir des résultats interprétables en diffusion de lumiére, et correspond a I'ordre de
grandeur des concentrations utilisées tout au long du projet. Ainsi, on obtient le rayon
hydrodynamique, ainsi que le nombre d’agrégation calculé via le rapport de la masse molaire

apparente d’une micelle sur la masse molaire en masse M,, d’'une chaine de copolymeére.

Par conséquent, les deux copolymeres conduisent a des systéemes quasiment identiques en
s’auto-organisant sous forme de micelles de rayon hydrodynamique égal a 7 nm et de

nombres d’agrégation respectifs de 26 pour le LP(iPrOx).s et de 29 pour le LP(EtOx)2s.

Il. Mélanges physiques LPiPrOx/LPEtOx

Il a été noté dans la littérature référencée dans I'étude bibliographique (cf. Il.) la possibilité
de moduler les caractéristiques de systémes stimuli-sensibles en combinant les propriétés et
sensibilités d’au moins deux copolymeres grace a leur mélange physique. Cette approche de
mixité est intéressante car elle permet un bon contréle des systemes étudiés, tout comme le
permet la synthése de copolymeéres statistiques de méme composition globale. Cependant,
contrairement a l'approche synthétique qui nécessite systématiquement de nouvelles
réactions pour obtenir des copolyméres statistiques avec des proportions variables en chacun
des monomeres constitutifs, le mélange physique est une voie bien plus rapide et facile a
mettre en ceuvre.

Par le mélange physique des deux copolymeres LPiPrOx et LPEtOx, nous avons voulu voir s'il

était possible de moduler la température de point de trouble globale du systeme.
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Les mélanges physiques peuvent étre réalisés de deux facons, soit les copolymeres sont
mélangés a I’état solide et mis simultanément en solution, soit des solutions individuelles de
chacun des copolyméres sont préparées puis mélangées postérieurement. Lors des études
précédentes sur ce projet, ces différentes voies de préparation ont été testées et ont conduit
aux mémes solutions finales, démontrant le caractére dynamique de ces systémes micellaires.
Toutes les solutions préparées par la suite sont donc issues du mélange des solutions

individuelles de chacun des copolyméres (Figure 8).

+ Mélange physique=

Solution copolymeére 1 Solution copolymeére 2 Micelles mixtes

Figure 8 : Schéma illustrant la formation de micelles mixtes attendues aprés le mélange physique de deux
solutions de copolymeéres différents dans I'eau.

[.1. Etude des propriétés macroscopiques en spectrophotométrie UV-visible

Les deux copolyméres amphiphiles LP(iPrOx)is 1a et LP(EtOx),1 2a mis en solution par
dissolution directe puis étudiés individuellement, ont été mélangés physiquement afin
d’obtenir des solutions micellaires avec différentes proportions massiques relatives en chacun
des copolyméres, a une concentration totale de 2 g/L dans le PBS. Les solutions préparées ont
ainsi été analysées en spectrophotométrie UV-visible pour en déterminer leur température
de point de trouble.

Cette étude permet de compléter les premiers résultats qui avaient été obtenus au préalable,
et qui comparaient I’évolution de la Ter de mélanges physiques LPiPrOx/LPEtOx avec celle de
copolymeéres statistiques lipide-b-poly((EtOx)x-co-(iPrOx),) de méme composition globale 2. En
augmentant la proportion massique en LPEtOx dans le mélange physique de 0 a 52%, il avait
été montré que la température de point de trouble du systéme augmente linéairement, de
maniére tout a fait comparable au copolymeére statistique de méme composition globale en

EtOx et iPrOx. Cette étude avait également montré qu’au-dela de 52%, il apparait une
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deuxieéme transition en température correspondant a la température de point de trouble du
LPEtOx. L'origine de cette seconde transition n'avait pas été clairement identifiée.

Afin d’approfondir les résultats précédents obtenus pour quelques proportions en LPEtOx
dans le mélange physique LPiPrOx/LPEtOx, des mesures de point de trouble ont été réalisées
avec le spectrophotomeétre UV-visible, sur des solutions LP(iPrOx)i9/LP(EtOx),1 avec une
proportion massique en LPEtOx variant de 0 a 100 % et un pas de 5 % entre chaque mélange.
Cette étude permet d’une part de préciser le comportement en température des mélanges
physiques, et d’autre part de déterminer beaucoup plus finement la proportion en LPEtOx a
partir de laquelle apparait la deuxiéme transition.

Dans un souci de clarté, les courbes d’évolution de I'absorbance en fonction de la température
obtenues en UV-visible et leurs dérivées n’ont pas toutes été reportées sur la Figure 9

(seulement de 10 % en 10 %).
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Figure 9 : (A) Spectres d'absorbance UV-visible de mélanges physiques LP(iPrOx)19/LP(EtOx)21 (W:w)% dans le
PBS a 2 g/L en fonction de la température et (B) leur dérivées. Montée en T de v =0,5 °C/min, 1 mesure tous les
1°C.

Les mesures au spectrophotometre UV-visible (Figure 9) montrent une augmentation
significative de la température de point de trouble avec I'augmentation de la proportion
massique en LP(EtOx),1. Ces résultats peuvent étre dissociés en deux parties, la premiére pour
des proportions massiques inférieures a 60 % en LP(EtOx),: et la deuxiéme pour des

proportions massiques supérieures a 60 % en LP(EtOx)21.
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De 0 a 60 % en LP(EtOx)21, une seule température de point de trouble intermédiaire a celles
des deux copolymeres apparait pour le mélange. Le tracé de la température de point de
trouble en fonction de la fraction massique en LP(EtOx)21 dans le mélange (Figure 10) montre
d’ailleurs une évolution linéaire de la température de point de trouble de 0 a 60% en

LP(EtOx)21.
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Figure 10 : Evolution de la Ter des mélanges LP(iPrOx)1s/LP(EtOx)21 dans le PBS a 2 g/L en fonction de la
proportion massique en LP(EtOx)21

De plus, d’aprées les résultats démontrant que la concentration a trés peu d’influence sur la
température de point de trouble des copolymeéres (cf. 1.2.1.), il est ici tout a fait possible
d’affirmer que I’évolution de la Tpr ne peut étre due a la variation de la concentration de
chaque copolymére dans le mélange, la concentration totale de la solution étant constante.
Une autre expérience a été réalisée pour vérifier que I’hybridation des deux copolymeres
amphiphiles au sein d'une méme micelle est nécessaire pour permettre la forte variation de
la Ter du mélange.

Des mesures de point de trouble ont été réalisées, dans les mémes conditions que les
expériences précédentes, mais cette fois-ci sur des mélanges copolymere
LPOx/homopolymére POx, a différentes proportions massiques en chaque constituant mais a
concentration totale constante.

Des solutions préparées avec le copolymére LPiPrOx et I’'homopolymeére PiPrOx (M,, = 2100
g/mol, Te1.1¢/1 = 60 °C) ou PEtOx (M,, = 2200 g/mol, Ter > 85 °C) ont été analysées en UV-visible
pour déterminer leur température de point de trouble en fonction de la proportion massique
en copolymere et homopolymere, la concentration totale de la solution étant constante

(Figure 11).
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Figure 11 : Variation de la température de point de trouble (en % par rapport au LPiPrOx pur) en fonction de la

proportion massique de LPiPrOx dans les mélanges ( A) LPiPrOx/LPEtOx (2 g/L), (#) LPiPrOx/PEtOx (2 g/L) et (m)
LPiPrOx/PiPrOx (1 g/L). La ligne pointillée représente la variation de Ter d'une solution de LPiPrOx seul en
fonction de sa concentration dans chaque mélange.

La ligne pointillée représente la variation de la Tpr du LPiPrOx sur la gamme de concentrations
étudiée. Les valeurs obtenues pour les différents couples sont donc comparées au LPiPrOx
seul pour savoir si la présence de 'homopolymeére en solution impacte la Ter des micelles
(Figure 11).

Lorsque le LPiPrOx est en présence de PiPrOx, la variation de la Tpr suit la tendance imposée
par le LPiPrOx seul. La simple présence du PiPrOx en solution avec les micelles de LPiPrOx n’a
par conséquent aucune influence sur la température de point de trouble de ce dernier.

Dans le cas du couple LPiPrOx/PEtOx, si I'on trace la variation en % de la température de point
de trouble mesurée pour les différentes proportions, les valeurs suivent exactement la
tendance imposée par le LPiPrOx seul, ce qui montre que le comportement des micelles de
LPiPrOx n'est pas impacté par la présence des chaines hydrophiles de PEtOx environnantes.
A titre de comparaison, I'évolution de la température de point de trouble pour le couple
LPiPrOx/LPEtOx en fonction de la fraction massique en LPiPrOx a également été reportée sur
le graphique de la Figure 11. Cette fois-ci, une variation de la Tpr de pres de 35% est observée
entre 25 et 100 % en LPiPrOx.

Par comparaison avec les mélanges LPiPrOx/PEtOx et LPiPrOx/PiPrOx (variation d’environ 5%),
il est donc clairement visible que la présence d’homopolymeére PiPrOx ou PEtOx n’a aucune
influence sur la Ter du LPiPrOx dans le mélange, quelles que soient leurs proportions relatives.
Ces résultats en spectrophotométrie UV-visible tendent donc a confirmer que la co-existence
des deux copolymeres au sein d'une méme micelle est nécessaire pour obtenir une

modulation de la température de point de trouble. Cela démontre donc de facon indirecte la

86



Chapitre Il — Caractérisation des copolymeres lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline) et de leurs
mélanges physiques
formation de micelles mixtes lors des mélanges physiques des copolymeres amphiphiles

LPiPrOx et LPEtOx.

Premierement, au-dela de 60% en LPEtOx, les valeurs de Ter obtenues ne suivent plus la
régression linéaire des proportions précédentes et on s’éloigne des copolymeéres statistiques
de composition identique (40 °C pour 42 % en EtOx et 54 °C pour 75 % en EtOx) 2.

Deuxiémement, il apparait en plus une seconde transition dont la température correspond a
la température de point de trouble du LPEtOx pur. Deux hypothéses étaient avancées dans
I'étude précédente pour expliquer I'apparition de cette deuxiéme transition et I’écart observé
avec le copolymere statistique. Soit une population de micelles uniquement composées de
LPEtOx est présente initialement a cette proportion dans le mélange, soit elle apparait par

démixtion lors de la chauffe.

[1.2. Etude en diffusion de la lumiére

Afin de compléter I'étude des propriétés macroscopiques obtenues lors du mélange physique
des deux copolyméres LPOx, des mesures en diffusion de lumiere ont été réalisées sur les
mélanges physiques LPiPrOx 1c/LPEtOx 2c (issus des solutions préparées par dissolution
directe) pour déterminer leurs caractéristiques.

Des mélanges physiques LPiPrOx/LPEtOx ont été préparés a une concentration totale de
copolymere constante (1 g/L). Les solutions ont été préparées, filtrées (0,45 um) et analysées

immédiatementa T =20 °C.
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Figure 12 : Evolution (A) de la masse molaire apparente Mapp et (B) du rayon hydrodynamique Rn avec le %
massique en LP(EtOx)2s dans le mélange a 20 °C et 1 g/L de concentration totale en polymeére

87



Chapitre Il — Caractérisation des copolymeres lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline) et de leurs
mélanges physiques

Dans la partie précédente (cf. 1.4.3), des mesures en diffusion de la lumiére sur des solutions
de LP(iPrOx),s et LP(EtOx)26 a 1 g/L avaient permis de déterminer un rayon hydrodynamique
de 7 nm pour les deux copolyméres et un nombre d’agrégation de 26 (ou Mapp = 1,1.10° g/mol)
pour le LP(iPrOx).s et de 29 (ou Mapp = 1,3.10° g/mol) pour le LP(EtOx)zs.

Les résultats (Figure 12) révelent que les objets de LP(EtOx)2s et LP(iPrOx),s seuls, ainsi que
leurs mélanges, sont identiques en termes de Mapp et Rn dans la barre d'erreur. On ne peut
donc pas conclure par la diffusion de lumiére a température ambiante sur les deux scénarios
possibles :

- Soit il n'y a pas hybridation.

-Soit les deux copolymeres forment des micelles hybrides mais dont les
caractéristiques sont identiques a celles des micelles de départ. Cette hypothése ne serait pas
surprenante car :

= Le nombre d’agrégation Naz des polyméres est controlé par la partie hydrophobe
(identique) et I'nydrophilie du bloc hydrophile (proche car méme degré de
polymérisation et nature chimique similaire menant en tout cas a une forte hydrophilie
pour les deux polyméres a 20°C).
= Le rayon hydrodynamique Ry est contrélé par le nombre d’agrégation (qu'on attend
identique ici) et le degré de polymérisation des bras (identique).
Les mesures a T = 20 °C n’ont donc pas permis de démontrer directement la mixité des

systémes a cause des trop grandes similitudes entre ces derniers.

Une étude en température a donc été faite sur le mélange LPiPrOx/LPEtOx 10/90 (%w/%w).
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Figure 13 : Spectres d’absorbance de solutions de (=) LP(iPrOx)1s 0,1 g/L, (—) LP(EtOx)21 1 g/L et (—)
LP(iPrOx)19/LP(EtOx)21 (10/90 w/w) avec concentration totale de 1 g/L, dans le PBS.
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D’aprés les mesures UV-visible (Figure 13), a la concentration a laquelle ils sont chacun dans
le mélange LPiPrOx/LPEtOx 10/90, les deux copolymeéres LP(iPrOx)is 1la et LP(EtOx),1 2a
présentent des températures de point de trouble de 35 et 67 °C respectivement, tandis que
le mélange montre deux transitions a 50 et 67 °C. Le bain thermostaté de I'appareil de
diffusion de lumiére a donc été fixé a 45 °C pour étre au-dessus de la Ter du LPiPrOx mais juste
en dessous de celle du mélange, et ce afin de conserver une solution limpide pour le mélange.
A cette proportion (LPiPrOx 0,1 g/L), bien que la solution soit transparente, la valeur non nulle
de I'absorbance indique I'apparition de diffusion multiple qui rend I'interprétation des valeurs

expérimentales trés difficile.

Compte tenu des Tpr caractéristiques de chaque solution, a 45 °C, on s’attend alors a mesurer
des caractéristiques d’objets micellaires pour le LPEtOx qui n’a pas passé sa Tpr, et des agrégats
plus volumineux pour le LPiPrOx qui est au-dessus de sa Tpr. Quant au mélange 10/90, deux
possibilités sont envisagées. Soit deux populations coexistent (des micelles de LPEtOx et des
agrégats de LPiPrOx), soit il y a bien hybridation entre les deux copolyméres et une seule
population est visible car le LPEtOx stabilise le LPiPrOx et empéche la formation d’agrégats de
taille plus importante.

L'intensité diffusée par le mélange et par chacun des copolyméres LP(iPrOx).s 1c et LP(EtOx)26
2c dans des solutions pures de mémes concentrations que dans le mélange, a été mesurée

(Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques du mélange LP(iPrOx)2s/LP(EtOx)26 10/90 en masse a 1 g/L en concentration totale
pour T=45°C et comparaison aux solutions de copolymeres seuls.

. C totale 1/Mapp Moapp Rn R/K = Mapp*c

Echantillon (g.L?Y) (mol.g?) (g.mol?) (nm)  (g%mol.L?)
(A) 0,1 g/L LP(iPrOx),s 0,1 1,6.10 6,3.107 100 6,3.10°
(B) 0,9 g/L LP(EtOx)2 0,9 1,0.10° 1,0.10° 6 8,8.10*

Somme mathématique de (A)+(B)
(Supposant non hybridation)
(C) 0,1 g/L LP(iPrOx).s + 0,9 g/L
LP(EtOXx)2¢

1 1,6.107 6,4.10° 82 6,4.10°

1 1,0.10° 1,0.10° 6 9,7.10%
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On observe tout d’abord qu’a 45 °C, le LPiPrOx est bien sous forme d’agrégats, ce qui est
démontré par les valeurs élevées de Mapp et de Ry, et que les micelles de LPEtOx sont
préservées. Quant au mélange, il est représenté par la derniéere ligne du Tableau 4, et montre
la présence de micelles et non d’agrégats, ce qui refléte I'incorporation du LPiPrOx dans des
micelles mixtes.

En outre, si on calcule I'intensité diffusée et le rayon hydrodynamique théoriques attendus en
I'absence d’hybridation, on trouve que les valeurs théoriques de ces deux grandeurs sont bien
plus grandes que celles mesurées expérimentalement.

En conséquence, la comparaison qualitative entre le LPEtOx, le mélange et le LPiPrOx a 45 °C
permet de mettre en évidence une différence de comportement entre les deux premiers qui
prouve I’hybridation. De plus, I'analyse du mélange a 45 °C par diffusion de la lumiére peut

étre faite de facon quantitative pour pouvoir déduire les caractéristiques des objets formés.

D’apreés les résultats obtenus, il y a donc trés clairement hybridation du systéme menant a des
micelles hybrides stables alors que LPiPrOx seul dans les mémes conditions forme des
agrégats. Cette étude de diffusion de lumiére en température vient donc appuyer les résultats

obtenus en spectrophotométrie UV-visible qui indiquaient la formation de micelles mixtes.

11.3. Etude en micro-DSC

L'appareil de micro-DSC (ou microcalorimétrie haute pression) permet d’observer des
phénoménes endothermiques et exothermiques par mesure des échanges de chaleur, comme
une DSC classique. En revanche, elle a I'avantage de pouvoir analyser de maniére tres sensible
de faibles volumes de solutions pour des températures allant de -45 °C a 120 °C.

La transition macroscopique observée en UV-visible lors de 'augmentation de la température
a été également étudiée en micro-DSC (Microcalorimétrie a balayage) avec une vitesse de
chauffe de 0,5 °C/min identique a celle utilisée en UV-visible.

Des solutions de LP(iPrOx)2s 1c (Ter,1g/.= 38 °C) a 10 g/L et LP(EtOx)26 2¢ (Tpr,15/1= 72 °C) a 30
g/L ont été analysées dans I’eau distillée. Les mesures en spectrophotométrie UV-visible étant
faites dans le PBS, les valeurs de point de trouble obtenues avec I'une et I'autre des techniques

peuvent étre légerement différentes. De plus, la micro-DSC caractérise le phénomene au
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niveau microscopique alors que I'UV-visible le caractérise au niveau macroscopique, et donc
se produisant généralement avec un léger retard.

Les thermogrammes obtenus pour les deux copolymeres sont représentés en Figure 14.
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Figure 14 : Thermogramme d'une solution de (=) LP(iPrOx)2s a 10 g/L et (—) LP(EtOx)2s a 29,5 g/L
dans I'eau distillée. Montée en température a v =0,5 K/min.

Pour le LPiPrOx, le thermogramme montre deux transitions endothermiques successives. Pour
le LPEtOX, la transition est nettement moins énergétique méme a une concentration trois fois
plus élevée que celle du LPiPrOx.

L'hypothése avancée pour expliquer le double pic est que lorsque la température de Ila
solution augmente et atteint la température de point de trouble du copolymére, la partie
hydrophile des copolymeéres se déshydrate et entraine |'apparition d'interactions intra- et
interchaines dans la couronne, mais les micelles individuelles sont dans un premier temps
préservées (Figure 15). Si la température continue a augmenter, la solubilité continue a
diminuer et les micelles vont progressivement se désolvater et s’agréger les unes aux autres,
conduisant au second pic. Par conséquent, des objets formés lors de cette agrégation
présentent une taille suffisamment importante pour observer I'apparition d’un trouble a

I'échelle macroscopique détectable en UV-Visible.
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Figure 15 : Représentation schématique du comportement des micelles de LPOx en solution aqueuse lors d'une
augmentation de la température.

Des mesures en micro-DSC ont ensuite été faites sur des mélanges LP(iPrOx).s/LP(EtOx)26 pour
étudier les interactions entre les deux copolymeres présents en solution lors de la chauffe.
Une premiére solution contenant 50% massique en chacun des copolymeéres a été préparée
dans I’eau et analysée (Figure 16).
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Figure 16 : Thermogramme d’un mélange LP(iPrOx)2s/LP(EtOx)2s 50/50 (w/w) a 10 g/L dans I'eau distillée.
Montée en température a v = 0,5 K/min. Superposition du spectre UV-visible obtenu avec la méme solution.

Le thermogramme obtenu sur le mélange LP(iPrOx).s/LP(EtOx)2s 50/50 montre deux pics
comme la solution de LP(iPrOx).s analysée précédemment.

D’abord, il est important de mentionner que, comme les Nag des deux copolymeéres sont
proches, il est raisonnable de supposer que les ratios LPiPrOx/LPEtOx dans les micelles sont

proportionnels aux ratios LPiPrOx/LPEtOx en solution.
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Lorsque la proportion massique en LPiPrOx est supérieure a 40 % en solution, et lorsque la
température dépasse son point de trouble, les chaines de LPiPrOx qui se déshydratent au
profit d'interactions interchaines sont suffisamment nombreuses pour entrainer une
agrégation importante avec les micelles environnantes. Il est donc possible de considérer que
tout le systéeme est agrégé (Figure 17). Cette conclusion coincide d’ailleurs avec le fait que la
courbe d’absorbance qui reflete la turbidité et donc la formation d’agrégats, débute a peu

prés au niveau de la deuxiéme transition.

Température f

Figure 17 : Représentation schématique du comportement hypothétique des micelles mixtes LPiPrOx/LPEtOx
en solution aqueuse, en fonction de la température, avec une proportion massique en LPEtOx inférieure a 60%.
Les températures indiquées correspondent au mélange 50/50 (w/w).

Les techniques d’analyse utilisées précédemment ne permettant pas la compréhension du
phénoméne de la deuxieme transition visible pour des fortes proportions en LPEtOx, un
mélange LP(iPrOx),s/LP(EtOx)2s 20/80 a également été analysé en micro-DSC pour tenter de
comprendre le comportement des copolymeres en solution et leurs interactions lors d’une

augmentation de température (Figure 18).
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Figure 18 : Thermogramme d’un mélange LP(iPrOx)2s/LP(EtOx)2s 20/80 (w/w) a 20 g/L dans I'eau distillée.
Montée en température a v = 0,5 K/min. Superposition du spectre UV-visible obtenu avec la méme solution.

D’abord, la superposition de la courbe d’absorbance avec la courbe de micro-DSC permet a
nouveau de voir une corrélation de la température de transition mesurée par ces deux
techniques. De plus, de fagon intéressante, pour cette proportion LP(iPrOx).s/LP(EtOx)2s
20/80 et a cette concentration totale de 20 g/L, I'absorbance ne présente qu’une seule
transition alors qu’a une concentration plus faible (2 g/L), une seconde transition
correspondant au point de trouble du LPEtOx était également visible. Une saturation du signal
dle a la concentration élevée de la solution pourrait étre a l'origine de ce phénomene.
Cependant, il est aussi possible qu'a cette concentration, les micelles soient si proches les unes
des autres que cela favorise I'agrégation rapide de tout le systéme.

Deuxiemement, une seule transition est visible ici, avec une endothermie beaucoup plus faible
et une forme qui se rapproche de celle du LPEtOx seul. Ce résultat va donc également dans le
sens d’une hybridation totale du systeme quelle que soit la proportion entre les deux
copolymeres.

Finalement, I'ensemble des résultats obtenus via les différentes techniques présentées
précédemment nous ont amené a envisager une nouvelle hypotheése pour la double transition

obtenue au-dela de 60 % en LPEtOXx.
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Lorsque la proportion massique de LPiPrOx est inférieure a 40 %, la deshydratation des chaines
de LPiPrOx ne serait suivie que d’une agrégation partielle du systéme, celle-ci étant limitée
par la forte proportion de LPEtOx dans le milieu entrainant une dilution des chaines PiPrOx
qui se rencontrent et s'agregent donc de fagon plus limitée. Ainsi I'agrégation totale du

systéme ne serait observée pour ces proportions que lorsque la température de point de

trouble du LPEtOx est atteinte, d’ou la deuxiéme transition observée en UV-Visible (Figure 19).

Température A

Figure 19 : Représentation schématique du comportement hypothétique des micelles mixtes LPiPrOx/LPEtOx
en solution aqueuse, en fonction de la température, avec une proportion massique en LPEtOx supérieure a
60%. Les températures indiquées correspondent au mélange 20/80 (w/w).

I.4. Etude de la deuxieme transition par réticulation du cceur des micelles

Afin d'améliorer la compréhension du comportement des micelles LPiPrOx/LPEtOx a haute
proportion en LPEtOx, et d'écarter définitivement I'hypothése d'une hétérogénéité de départ
dans la composition du mélange, il a été envisagé de réticuler chimiquement le coeur des
micelles pour bloquer les échanges unimeéres-micelles se produisant constamment en
solution.

Le cceur des micelles est constitué de chaines lipidiques insaturées. Un dithiol, encapsulé dans
le coeur des micelles, peut donc lier les chaines polymeres entre elles par réaction thiol-éne
entre les fonctions -SH du dithiol et les insaturations des chaines lipidiques présentes dans le
coeur. Cette réaction a été réalisée dans I'équipe il y a quelques années, et a permis de
réticuler des micelles mixtes lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline)/lipide-b-poly(acide
acrylique) en présence d’un équivalent d’éthyléne glycol dithioacétate (EGBMA) par
insaturation de la chaine lipidique, par irradiation pendant 30 minutes avec une lampe Hg-Xe
(Hamamatsu, LCL8) qui émet un rayonnement d’intensité 170 mW.cm™2 3 365 nm ©. Cette

lampe émet également dans le domaine IR ce qui a pour conséquence d'échauffer la solution.
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La problématique majeure pour adapter cette approche sur le systéme LPiPrOx/LPEtOx est la
mise en place d’un protocole adéquat pour éviter de trop chauffer la solution aqueuse lors de
Iirradiation, car la Ter du LPiPrOx est tres basse. Ainsi, un échauffement trop important ferait
précipiter le LPiPrOx, entrainant la réticulation d’agrégats non représentatifs du mélange
initial. Plusieurs protocoles ont été testés en présence d’un équivalent d’éthyléne glycol
dithioacétate par chaine de copolymére. Le nombre moyen d'insaturations par chaine étant
de 2, cela revient a un ratio thiol/insaturation de 1. La structure de 'EGBMA est donnée sur la

Figure 20 ci-dessous.
O
(@) SH
O

Figure 20 : Structure chimique de I'éthylene glycol dithioacétate utilisé pour la réticulation du coeur lipidique
par réaction thiol-éne

Le premier protocole met en jeu une réaction thiol-éne sous UV avec la méme lampe
polychromatique que dans |'étude précédente, la solution micellaire irradiée étant plongée
dans un bain de glace pour éviter I'échauffement de la solution. Aprés une heure de réaction
en changeant le bain de glace toutes les 30 min, la température du milieu réactionnel est de
16 °C, mais la solution est légerement trouble. Pour comprendre |'apparition de ce trouble, la

solution a été analysée au nanosizer, comme le montre la Figure 21.
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Figure 21 : Mesures au nanosizer des solutions LPiPrOx/LPEtOx 20/80 %(w/w) + EGBMA irradiée 1h sous la
lampe polychromatique.

De maniere assez prévisible, la mesure de taille des objets en solution aprés la réaction de

réticulation sous la lampe polychromatique a permis de mettre en avant la formation
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d’agrégats, d’ou le trouble observé en fin de réaction. Ces agrégats ont éventuellement pu se
former a cause d’une élévation localisée de la température. Ce protocole ne convient donc

pas pour la réticulation de nos systéemes thermosensibles.

Le deuxieme protocole testé utilise une lampe monochromatique haute intensité a 365 nm
(AnalytiklJena, 100W). Lors de cette réaction, 0,2 équivalent (par molécule de dithiol) de
photoamorceur 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA) a été introduit pour favoriser
le greffage du thiol sur les insaturations peu réactives de la chaine lipidique. Cette réaction a
été réalisée sur une unique solution de copolyméres LPiPrOx/LPEtOx 20/80 dans laquelle ont
été introduits le dithiol et le photoamorceur.

Une analyse de ces solutions au nanosizer a permis de déterminer la taille des objets présents

en solution apreés réaction (Figure 22).
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Figure 22 : Mesures au nanosizer des solutions LPiPrOx/LPEtOx 20/80 %(w/w) + EGBMA irradiée 2h a 365 nm
en présence de DMPA.

De maniere tres intéressante, le second protocole avec la lampe UV a 365 nm permet la
conservation des micelles initialement formées mais sont-elles réticulées ?

Pour le vérifier, cette solution a également été analysée en fluorescence en présence de
pyrene a différentes concentrations en copolymeéres.

Le pyrene est une molécule fluorescente sensible a la polarité du milieu dans lequel il se
trouve, et son émission de fluorescence differe s’il se trouve en milieu hydrophobe ou en
solution aqueuse ’. Le suivi de ses spectres d'émission ou d'excitation permet ainsi de détecter

I'apparition de clusters hydrophobes dans une solution.
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Toutes les solutions sont préparées par dilution d'une solution mere pour obtenir une gamme
de concentrations variables en copolymeére. Avant réticulation, on observe une transition du
pyréne d'un milieu hydrophobe (l33s/1333 > 0,8) vers un milieu hydrophile (I33s/1333~ 0,5) lorsque
la concentration passe sous la cmc du systéme (autour de 20 mg/L soit environ 6,7*10° mol/L)
du fait de la dissociation des micelles (Figure 23). Apres irradiation pendant 2h avec la lampe
monochromatique, on observe que le rapport ls3s/lz33 reste au dessus de 0,8 sur toute la
gamme de concentration étudiée. Cela démontre la préservation de clusters hydrophobes en

deca de la cmc du systeme et donc I'efficacité de la réaction de réticulation.

1.4

1 0.1 0.01 0.001 0.0001
C(g/L)

Figure 23 : Mesures de cmc de solutions LPiPrOx/LPEtOx 20/80 %(w/w) + EGBMA + DMPA a différentes
concentrations en présence de pyréne aprés réaction de réticulation par thiol-éne sous irradiation a 365 nm
pendant (@) to, (®) 1h, (®) 2h.

Le systeme réticulé a ensuite été étudié en turbidimétrie avec deux cycles
chauffe/refroidissement afin de suivre I’évolution du signal, et de détecter un éventuel

changement de comportement comparé au systeme non réticulé.
Seule la solution irradiée 2h ayant été complétement réticulée est représentée sur la Figure

24.
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Figure 24 : Mesure d’absorbance au spectrophotomeétre UV-visible avec bain thermostaté sur la solution
LPiPrOx/LPEtOx 20/80 %(w/w) +EGBMA (—) avant irradiation (1¥® montée) et irradiée 2h a 365 nm en

présence de DMPA : (—) 1ére montée en température ; (—) 2°™ montée en température.

Au vu de ces courbes, la réticulation n’impacte pas le comportement du systéme lors d’'une
montée en température. Cela permet donc d’éliminer définitivement I’hypothese d’une

démixtion du systéme lors du chauffage qui conduirait a I'agrégation du LPEtOx seul.
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Conclusion

Deux familles de copolyméres lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline) et lipide-b-poly(2-éthyl-
2-oxazoline) ont été synthétisés par CROP a partir d’un lipoamorceur tosylé issu de I'huile de
lin. Le comportement physico-chimique de ces copolymeéres a été caractérisé de maniere
approfondie, d’abord, au niveau macroscopique en spectrophotométrie UV-visible pour
déterminer leur température de point de trouble, puis au niveau moléculaire en diffusion de
la lumiere et micro-DSC pour déterminer leur organisation et leur comportement en solution
aqueuse, en particulier avec la température. Ces deux copolymeéres de structures chimiques
tres proches s’auto-organisent en solution aqueuse de maniére tres similaire avec la formation
de micelles sphériques de rayon hydrodynamique 7 nm et de nombre d’agrégation proche de
30. lls ont cependant une température de point de trouble tres différentes, avec une valeur
d’environ 40°C pour le LPiPrOx et d’environ 70 °C pour le LPEtOx.

Des expériences similaires ont ensuite été réalisées sur des mélanges physiques
LPiPrOx/LPEtOx. Elles ont notamment permis de mettre en avant I'apparition d’'une unique
température de point de trouble intermédiaire et sa modulation en fonction des proportions
massiques en l'un et l'autre des copolymeres. Les mesures en diffusion de la lumiére ont
permis d’approfondir la compréhension de ce phénomeéne, en montrant I’hybridation du
LPiPrOx et du LPEtOx, c’est-a-dire leur incorporation dans des micelles mixtes. Cette
hybridation est indispensable pour permettre au LPEtOx de stabiliser le LPiPrOx, donc de
retarder son agrégation, et par conséquent d’augmenter la température de point de trouble
du systeme.

Il a d’ailleurs été noté une évolution linéaire de la température de point de trouble du systeme
pour des proportions massiques en LPEtOx comprises entre 0 et 60 %, et I'apparition d’'une
deuxiéme transition au-dela se produisant a la Tpr du LPEtOx seul. Deux hypothéses avaient
alors été avancées a ce stade, soit deux populations étaient initialement présentes, soit une
démixtion avait lieu pendant la chauffe. Finalement, I'ensemble des analyses réalisées ont
permis d’expliquer cela par un phénomeéne de double agrégation pour les fortes proportions
en LPEtOx. En effet, lorsque le LPiPrOx est majoritaire, de nombreuses interactions
intermoléculaires LPiPrOx-LPiPrOx a sa Tet sont susceptibles d’entrainer I'agrégation de tout
le systeme. Au contraire, lorsqu’il est minoritaire, ces interactions sont plus difficiles a créer

et donc seule une partie du mélange s’agrége, le reste de I'agrégation ayant lieu a la Ter du
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LPEtOx, d’ou le deuxiéme saut d’absorbance. Ce constat met en avant le réel intérét de cette
approche formulatoire pour stabiliser le systeme micellaire et par conséquent moduler sa

température de point de trouble.
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Introduction

Jusqgu’ici, ce projet s’est interessé au mélange de deux copolymeéres de la méme famille, les
lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline) et lipide-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline) !, et de deux
copolymeres de familles différentes, les lipide-b-poly(2-isopropyl-2-oxazoline) et lipide-b-
poly(méthacrylate de diméthyl(aminoéthyle)) 2 mais comportant chacun une fonction de type
amine, amide ou ester au sein de leur motif de répétition. Ces mélanges avaient tous les deux
permis la modulation de la température de point de trouble de facon trés interessante par la
formation de micelles mixtes permettant la stabilisation du LPiPrOx de plus faible Ter.

Ce chapitre a pour objectif de poursuivre I'étude de cette approche formulatoire novatrice, et
d'en rechercher les limites, en I'étendant au mélange physique de deux copolymeres de
nature chimique, et éventuellement d'architecture, différentes. Dans la premiére partie de ce
chapitre, le LP(iPrOx), a ainsi été mélangé a différents copolyméres linéaires commerciaux
(Brij’) dont le bloc hydrophobe est constitué d'une chaine en Cis afin de se rapprocher le plus
possible de sa chaine lipidique, et dont le bloc hydrophile est un poly(oxyde d’éthylene) (PEO).
Différents mélanges ont été réalisés avec trois Cis-b-PEO dont le bloc hydrophile a un degré
de polymérisation variable, et ceci a différentes proportions massiques. Tous ces mélanges
ont été analysés en spectrophotométrie UV-visible pour déterminer leur température de
point de trouble et en diffusion de la lumiere pour comprendre leur comportement a I’échelle
moléculaire.

Dans une deuxieme partie, le LP(iPrOx), a été mélangé avec un copolymére possédant un bloc
hydrophile avec une architecture en peigne. Ce copolymere original a été synthétisé au
laboratoire, a partir d'un lipoamorceur issu de I'huile de lin par polymérisation radicalaire par
transfert d'atome (ATRP) d'un méthacrylate de poly(éthylene glycol) (OEGMA). De méme que
dans la partie précédente, des mélanges en proportions variables ont été analysés pour
déterminer leurs caractéristiques macroscopiques et microscopiques, et vérifier si

I’hybridation est envisageable entre deux copolymeres d'architectures différentes.

103



Chapitre Il — Etude de mélanges de copolyméres de nature et/ou architecture différentes

I Etude de mélanges physiques des copolymeres LP(iPrOx), et C1s-b-PEO
I.1. Description des copolyméres commerciaux Brij®

Les trois copolymeres étudiés dans cette partie sont des copolymeres commerciaux de type
Cis-b-PEOQ, constitués d'une chaine alkyle saturée a 18 carbones et d'un bloc hydrophile PEO
de longueur variable. Ces copolyméres seront notés par la suite C1s-b-PEOy, avec x le degré de

polymérisation du PEO. Ainsi, les trois copolyméres analysés sont le Brij° 76 (C1s-b-PEO10; M,,

= 700 g/mol), le Brij® 78 (Cis-b-PEO19; M,, = 1100 g/mol) et le Brij® 700 (Cis-b-PEQ92; M,,

4300 g/mol).

Chacun des trois copolymeéres a été solubilisé dans de I'eau distillée a une concentration de 1
g/L et analysé en spectrophotométrie UV-visible pour déterminer sa température de point de
trouble. Les deux plus grands Brij° (C1s-b-PEO19 et C13-b-PEO9) ne présentent pas de point de
trouble jusqu’a 85°C, et conservent donc leur caractére amphiphile quelle que soit la
température.

Le Cis-b-PEO10 a quant a lui un bloc hydrophile plus court que les autres qui lui confére une
solubilité plus faible dans I'eau. La solution est donc légerement trouble initialement. Cette
solubilité s’améliore lors du chauffage initial, ce qui est visible par une légére diminution de
I’'absorbance de la solution vers 50 °C. De plus, du fait de sa plus faible solubilité que les autres
Brij°, le copolymére a une température de point de trouble de 84 °C. Celle-ci ne peut
évidemment pas étre mesurée précisément car la montée en température du bain s’arréte a

85 °C, donc il apparait seulement le début de I'augmentation de I'absorbance (Figure 1).

0.8
Q
e
£ 06
2
204
<C
0.2
\
O /
20 40 60 80

Température (°C)

Figure 1: Spectre d'absorbance du Cis-b-PEO10 dans |'eau a 1 g/L. v =1 °C/min
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Les caractéristiques des objets formés par I'auto-organisation des copolymeres Cis-b-PEOxont
été mesurées en diffusion de la lumiére dans I’eau a une concentration de 0,5 g/L.

Pour ces mesures, un incrément d’indice de réfraction de 0,13 mL/g rapporté dans la
littérature 3 pour le PEO homopolymére dans I'eau a été utilisé.

Les valeurs de la masse molaire des objets, de leur rayon hydrodynamique et de leur nombre
d’agrégation ont été reportées dans le Tableau 1.

Pour Cis-b-PEQ1o, les valeurs ont été extrapolées a g -> 0 (en tracant R/Kc = f(q) en échelle log-
log) car la taille importante des objets en solution entraine une légere dépendance angulaire.
Or, pour un vecteur d’onde q proche de 0, c’est-a-dire aux tres petits angles, la totalité de la
solution est observée et permet donc d’avoir une idée réaliste de la taille des objets en

solution.

Tableau 1 : Caractéristiques des copolyméres mesurées en diffusion de la lumiére dans I’eau milliQ a 0,5 g/L a

20 °C
X_n Bloc Y M (0 (d)
M, (g/mol) M, ' (g/mol) Rn(nm) N

hydrophile
LP(iPrOx)n 28 3600 (@ 6,0.10% 6,0 17
C1s-b-PEO1o 10 700 (® 2,0.108 140 2,9.10°
C15-b-PEO1s 19 1100 ® 1,2.10° 5,5 109
C15-b-PEOo; 92 4300 ©®) 1,8.10° 8,5 42

(a) Masse molaire en masse des unimeres mesurées par RMN; (b) Masse molaire en masse des
uniméres données par le fournisseur ; (c) Masse molaire en masse des objets en solution aqueuse ; (d)
Nag = M,, /M,

Tout comme le LP(iPrOx)2s étudié dans le chapitre 2, les deux Brij° les plus longs C1s-b-PEO19
et Cis-b-PEOg; forment des objets micellaires de rayon hydrodynamique et masse molaire
apparente relativement proches des valeurs mesurées pour le LP(iPrOx)2s, et dont les valeurs
mesurées ici sont comparables a celles obtenues dans la littérature 4.

Quant au Cis-b-PEO10, bien que la solution soit parfaitement transparente, il présente des
fortes valeurs de rayon hydrodynamique et de masse molaire apparente caractéristiques
d’objets de plus grande taille dont la nature exacte n’a pas été déterminée. En effet, le calcul
théorique du Rn maximum pour une micelle sphérique de Cig-b-PEO1p dont les bras sont
totalement étirés donne une valeur d’environ 5- 6 nm qui confirme la présence d’objets qui

ne sont pas des micelles sphériques.
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Afin d’étudier la possibilité d’obtenir des micelles mixtes nous avons étudié le mélange
LP(iPrOx).s/C1s-b-PEO19. Ce Brij® forme des micelles sphériques bien définies, et a un degré de
polymérisation proche du LP(iPrOx)zs, et de facto une HLB équivalente, qui pourrait favoriser

un mélange homogene des copolymeres en solution aqueuse.

1.2. Mélanges physiques de copolyméres linéaires LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO1g
1.2.1. Comportement macroscopique du mélange

Des mélanges physiques ont été préparés a partir des solutions aqueuses de chacun des
copolymeres dans des proportions massiques bien définies, afin d’obtenir une concentration

totale finale de 1 g/L (Tableau ) puis analysés en spectrophotométrie UV-visible (Figure 2).
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Figure 2 : Spectres d’absorbance du (O) LP(iPrOx)z2s et des mélanges LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO19 a différentes
fractions massiques : (®) 75/25, (m) 50/50 et (¥) 25/75 dans 'eau a 1 g/L. v =1 °C/min.

Il est tout d'abord notable que pour chaque mélange, une seule transition d’absorbance
apparait a une température intermédiaire entre celles des deux copolymeres purs.

La température de point de trouble du mélange évolue linéairement de 49 °C a 61 °C avec la
proportion de Cig-b-PEQ19 introduite comme le montre la Figure 3. Ces résultats indiquent un
comportement coopératif entre les deux copolymeres et I'hybridation du systeme avec la
formation de micelles mixtes contenant les deux copolymeéres est donc probable.

Il est cependant nécessaire de s’assurer que le comportement en température observé pour
les mélanges ne provient pas simplement d’interactions entre les couronnes de systemes

micellaires de LP(iPrOx),s et C1s-b-PEO19 non hybridés.
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Pour répondre a cette question, le LP(iPrOx)s a été mélangé physiquement a un
homopolymere PEO de masse molaire en masse 1500 g/mol, dans les mémes proportions

massiques que les mélanges LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO19 (Figure 3).

70
R2=0.988
60 8.
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Fraction massique en LPiPrOx

Figure 3 : Evolution de la température de point de trouble des mélanges (m) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO1s et (D)
LP(iPrOx)2s/PEO en fonction de la fraction massique en LP(iPrOx)2s dans I’eau a une concentration totale de 1

g/L.

Aucune différence significative n’est observée entre les températures de point de trouble des
mélanges LP(iPrOx),s/PEO et celles du LP(iPrOx).s seul a la méme concentration que dans les
mélanges. L'écart est en revanche significatif pour les mélanges LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO19 ol la
température de point de trouble est jusqu’a 20 °C supérieure a celle du LP(iPrOx)zs.

Pour rappel de ce qui avait été mentionné dans le chapitre 2 (p. 6-7), la variation de la
concentration du LP(iPrOx), en solution dans chaque mélange n’est pas responsable de la
variation significative de la température de point de trouble.

Ces premiers résultats mettent en avant le fait qu’une simple interaction entre les couronnes
PiPrOx et PEO n’est pas suffisante pour stabiliser le LP(iPrOx), et moduler le point de trouble
du systeme global, et d’autre part que nous sommes probablement bien en présence de

micelles mixtes pour le couple LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO1o.

1.2.2. Etude de la variation du point de trouble au niveau moléculaire

Les caractéristiques des micelles de LP(iPrOx).s et Cig-b-PEO19 sont relativement proches en
terme de rayon hydrodynamique et de masse molaire apparente (Tableau 1). Ces deux

copolymeres ont été mélangés dans des proportions massiques bien définies avec une
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concentration totale de 1 g/L, et le systeme a été analysé de maniere approfondie en diffusion
de la lumiére a 20 °C.

Dans un premier temps, nous nous sommes interessés au mélange 50/50. La Figure 4
représente la fonction d’auto-corrélation g1 (Figure 4A) et I'intensité diffusée (Figure 4B) pour
les solutions individuelles de LP(iPrOx).s et Cis-b-PEO19, ainsi que pour le mélange 50/50.
L'intensité théorique (---) qui serait diffusée en I'absence d'hybridation des deux systémes a

été calculée et ajoutée sur la Figure 4B.
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Figure 4 : (A) Fonctions d’autocorrélation et (B) intensité diffusée Re en fonction de I'angle pour (... et O)
LP(iPrOx)2g 1 g/L, (— et O) C1s-b-PEO19 1 g/L, (-*- et m) le mélange LP(iPrOx)2s/C1s-b-PEO19 50/50 1 g/L et (---

et =) la somme mathématique théorique {LP(iPrOx)2s + C1s-b-PEO19} en I'absence d'hybridation.

Les fonctions d’autocorrélation sont directement reliées au rayon hydrodynamique des objets
en solution. En effet, plus leur taille est petite, plus ils relaxent rapidement et inversement
pour des objets plus gros. Les fonctions d’auto-corrélation sont ici quasiment superposées.
Les valeurs d’intensité diffusée sont reliées a la masse molaire des objets, a leur concentration
mais aussi a leur contraste qui est proportionnel au carré de I'incrément d’indice de réfraction
(dn/dc)?. Dans ce cas particulier, le copolymére Cis-b-PEO19 @ un nombre d’agrégation bien
plus grand que celui du LP(iPrOx),s, mais cette différence est compensée par un contraste plus
faible (dn/dc (PiPrOx) = 0,16 mL/g et dn/dc (PEO) = 0,13 mL/g 3), induisant une intensité
diffusée peu différente entre les deux copolymeres.

Ainsi, la comparaison du rayon hydrodynamique et de l'intensité diffusée entre le mélange et
la somme théorique calculée en |'absence d'hybridation ne permet pas de conclure sur
I’hybridation ou non du systeme a 20 °C parce que leurs valeurs sont trop proches et dans la

barre d’erreur considérée pour cette technique (= 10-20 %).
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Pour contourner ce probléeme, les mémes solutions ont été analysées en diffusion de la
lumiere en température (Figure 5).

La solution de LP(iPrOx).s a servi de référence pour démontrer I'hybridation. Elle a été
chauffée par pas de 5 °C de 30 a 45 °C. La transition de point de trouble, attendue aux
alentours de 40 °C d’aprés la mesure en UV-visible (pointillé jaune), se traduit ici par une forte
augmentation de Mapp, (Symbole jaune) dans cette plage de températures. Les mesures de
Mapp sur le mélange LP(iPrOx),s/PEO confirment la non influence du PEO sur le systéme
micellaire (symbole bleu/ symbole jaune) comme attendu d’aprés la mesure en UV-visible
(pointillé bleu). A 40 °C, le systéeme est agrégé, ce qui signifie que le PEO n’est pas capable de
stabiliser les micelles de LP(iPrOx),s au-dela de leur température de point de trouble. Pour le
Ci18-b-PEQO19 seul la Mapp est constante comme attendu sur la gamme de températures étudiées
(symbole rouge).

Les spectres d’absorbance obtenus en UV-visible (lignes) ont été superposés aux valeurs de

diffusion de la lumiere (symboles) représentées en Figure 5.
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Figure 5 : Mesures en diffusion de la lumiere — Mapp (échelle log) et absorbance en fonction de la température
pour (O et ===) C1s-b-PEO19 0,5 g/L, (O et ...) LP(iPrOx)25 0,5 g/L, (m et =e=) LP(iPrOx)2s/C1s-b-PEO19 50/50
%(w/w) 1 g/L et (+ et =ee=) LP(iPrOx)2s/PEO 50/50 %(w/w) 1 g/L dans I’eau milliQ.

De maniére interessante en revanche, quand le LP(iPrOx);s est mélangé au Cis-b-PEO19, le
systéme est toujours stable a 40 °C et méme a 45 °C. Puis de maniére tout a fait cohérente
avec les résultats obtenus en UV-visible, une agrégation a lieu vers 55 °C, ce qui génere un

léger trouble de la solution et une augmentation significative de la taille et de la masse molaire
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apparente des objets en solution. Un graphique similaire est obtenu par représentation du

rayon hydrodynamique en fonction de la température (cf. annexe 5).

Ces résultats viennent conforter I'idée qu’il y a bien hybridation entre les deux copolymeres,
et que c’est bien la formation de micelles mixtes qui est responsable de la modulation du point
de trouble.

Afin d’approfondir I’étude de ce systeme LP(iPrOx);s/Cis-b-PEO19, la méme expérience a été

réalisée sur les solutions avec des proportions massiques 25/75 et 75/25, comme le montre

la Figure 6.
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Figure 6 : Mesures en diffusion de la lumiére — Mapp en fonction de la température pour (0) LP(iPrOx)2s 0,5 g/L,

(O) C18-b-PEO15 0,5 g/L, (®) LP(iPrOx)28/C1s-b-PEO19 75/25 %(w/w) 1 g/L et (%) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEQ19 25/75
%(w/w) 1 g/L dans I'eau milliQ

D’abord, le mélange 75/25 reste parfaitement stable a 40 °C comme en témoigne la faible
valeur de Mapp, ce qui signifie que le LP(iPrOx)2s est stabilisé et ne s’agrége plus a cette
température. Ce résultat permet de confirmer la présence de micelles mixtes sur cette
proportion également.

Par la suite, le mélange 25/75, dont la température de point de trouble est plus élevée (61 °C),
a été chauffée jusqu’a 50 °C pour s’en rapprocher le plus possible. A cette température, il y a
également conservation des objets formés initialement, ce qui démontre a nouveau
I’hybridation du systéme.

L’évolution est d’ailleurs strictement la méme si le graphique représente le rayon

hydrodynamique des micelles.
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Ces analyses confirment donc bien la formation de micelles mixtes entre le copolymeére
LP(iPrOx).s et le Cis-b-PEO19 sur toute la gamme de proportions étudiée. L'approche
formulatoire permet donc bien de moduler la température de point de trouble via le mélange
physique de copolymeéres présentant des blocs hydrophiles de natures relativement
différentes et de taille comparable.

Par la suite, nous avons voulu savoir si une variation de la longueur du bloc hydrophile PEO
pouvait favoriser ou au contraire empécher la formation de micelles mixtes entre les deux

copolymeres mis en solution.

1.3. Influence de la longueur du bloc PEO

L'objectif de cette partie est d'étudier l'influence de la longueur du bloc PEO sur la
température de point de trouble de mélanges avec le LP(iPrOx)as.

Le LP(iPrOx).s a donc été mélangé, soit avec le copolymere Cis-b-PEO10 qui posséde un bloc
hydrophile beaucoup plus court que le LP(iPrOx).s, soit avec le copolymere Cis-b-PEQOg; qui
posséde au contraire un bloc hydrophile trés long. De la méme fagon que pour le C1s-b-PEO19
étudié précedemment, des mesures en UV-visible ont été réalisées sur des mélanges
LP(iPrOx)2s/C1s-b-PEO10 et LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEQg; en proportions massiques variables : 25/75,

50/50 et 75/25. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 7.
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Figure 7 : Spectres d’absorbance du (O) LPiPrOx et des mélanges (A) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEQq; et (B)
LP(iPrOx)2s/C1s-b-PEO10 en %(w/w) : (®) 75/25, (A) 50/50 et (%) 25/75 dans 'eau a 1 g/L. v =1 °C/min.
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De nouveau, une seule transition a une température intermédiaire entre les deux
copolymeres de départ est observée pour chaque mélange, reflétant le comportement
coopératif des copolymeéres. Les mesures d’absorbance sur le systéme LP(iPrOx);s/Cis-b-PEQq;
(Figure 7A) montrent une augmentation significative de la température de point de trouble
de 40 °C pour le LP(iPrOx)2s jusqu’a environ 60 °C pour le mélange 25/75. De plus, la valeur de
I'absorbance chute assez brutalement reflétant une agrégation plus faible lorsque la
proportion en Cis-b-PEQg; augmente. Cela pourrait s’expliquer par la présence majoritaire de
PEO dans la couronne qui entrainerait la stabilisation des agrégats et limiterait la formation
de gros agrégats.

Les mesures d’absorbance pour le systéme LP(iPrOx).s/Cis-b-PEO1o (Figure 7B) présentent
également une évolution de la température de point de trouble de 40 °C a 60 °C. Cette
évolution est également accompagnée d’une diminution plus progressive de la valeur de
I’'absorbance démontrant une stabilisation certes moindre, mais existante des micelles par les
chaines Cis-b-PEO10.

Afin de confirmer I'hybridation, les mélanges LP(iPrOx).s/Cis-b-PEO10 et LP(iPrOx).s/Cis-b-
PEOg2 en proportion massique 50/50 ont été analysés en diffusion de la lumiére en
température a 40 °C.

Les valeurs obtenues sont répertoriées sur la Figure 8.
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Figure 8 : Mesures en diffusion de la lumiéere — Mapp (échelle log) en fonction de la température pour (O)
LP(iPrOx)28 0,5 g/L, et (A) (A) Cis-b-PEO92 0,5 g/L, (A ) LP(iPrOx)2s/C1s-b-PEQ92 50/50 %(w/w) 1 g/L, et (B) (¢) Cus-
b-PEO10 0,5 g/L et (®) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO10 50/50 %(w/w) 1 g/L dans I’eau milliQ.

Quelle que soit la température, jusqu’a 85 °C, le copolymere Cis-b-PEQg; reste sous forme de

petites micelles sphériques dans I’eau. Quand il est mélangé au LP(iPrOx)zs, il y a également
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conservation de la taille des objets au-dela de la Tpr du LP(iPrOx)2s, ce qui montre I’hybridation
du systeme. Il parait tout a fait logique que les longs bras de PEO soient parfaitement capables
de stabiliser les micelles mixtes et d’empécher I'agrégation du LP(iPrOx),s a 40 °C. Qu’en est-
il du mélange avec des bras PEO plus courts que le PiPrOx ?

Seul en solution, le copolymeére Cis-b-PEO10 ne s’organise pas sous forme de micelles mais en
objets plus gros et moins bien définis, méme a température ambiante. En revanche, quand ce
copolymere est mélangé au LP(iPrOx);s, ce dernier permet au Cig-b-PEQ10 de former des
micelles mixtes bien plus définies, comme en témoignent les valeurs de la masse molaire
apparente et le rayon hydrodynamique du mélange a 20 °C. Ce résultat démontre a lui seul
I'hybridation de ces deux copolymeres sous la forme de micelles mixtes.

Le C13-b-PEO10 apporte également sa contribution puisqu’il rend le LP(iPrOx).s plus stable face
a une augmentation de la température en retardant I'aggrégation du systéme mixte. L'intérét
de lI'approche formulatoire pour combiner les propriétés des deux copolymeres de départ est
ici clairement démontrée.

Cette partie démontre que la longueur du bloc hydrophile PEO n’est pas un facteur décisif sur
I’hybridation, et sur la formation de micelles mixtes homogenes. Cette conclusion est
cohérente avec les études de la littérature citées en chapitre 1 (cf. 11.2.) qui ont montré que la
différence de longueur du bloc hydrophile des copolymeres mélangés peut impacter les
caractéristiques des objets en solution, mais n'empéche généralement pas leur hybridation.
Néanmoins, il est intéressant d'étudier I'impact de la longueur du bras PEO sur la température
de point de trouble du mélange final. En comparant les températures de point de trouble de
tous les mélanges pour les trois Cis-b-PEOy, la modulation est trés similaire a proportion
massique équivalente (Figure 9A). Quelle que soit la longueur de la chaine PEO, a proportion
massique identique, le rapport entre le nombre de segments EO et iPrOx est comparable.
L’hypothése avancée est donc que c'est ce rapport entre le nombre de segments de chaque

chaine hydrophile qui gouverne la variation du point de trouble.

A titre de comparaison, I’évolution de la température de point de trouble a également été

tracée en fonction de la proportion molaire en chaque copolymére (Figure 9B).
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Figure 9 : Mesures en UV-visible — Comparaison des températures de point de trouble en fonction (A) des
proportions massiques et (B) des proportions molaires des mélanges (¢) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO1o, ()
LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEO19 et (A) LP(iPrOx)2s/Cis-b-PEOg, dans I'eau a 1 g/L.

La Figure 9B montre qu’a proportion molaire identique, les chaines les plus longues sont plus
efficaces pour stabiliser les micelles mixtes lors d'une élévation de la température.

Afin d’appuyer ces conclusions, des calculs ont été faits et reportés dans le Tableau 2 pour
déterminer le nombre de bras LP(iPrOx)2s et Cig-b-PEOx dans chaque systéeme en proportion
50/50 en considérant que la composition des micelles est la méme que celle du mélange de

départ et que toutes les micelles ont la méme composition.

Tableau 2 : Mesures en diffusion de la lumiére — Caractéristiques des différents mélanges LP(iPrOx)2s/Cis-b-
PEOx50/50 %(w/w) dans I'eau a 1 g/L.

Nb
Maso M,y @ N!o bras M., @ bras Nb Nb EO/
(g/mol)  (LP(iPrOx)s) LP('P(Z,OX)ZS CPIE(;’X f,léé’x Seg?;"ts seigpn:;:ts iProx
(b)
LP(iPrOX)zsl
Cis-b-PEOy,, 8,3.10% 4,2.10% 12 4,2.10% 59 590 336 1,8
50/50
LP(iPrOX)zsl
Cis-b-PEOy,  7,9.10% 5,9.10% 16 2,0.10% 18 342 448 0,76
75/25
LP(iPrOx).s/
Cis-b-PEOy,  7,7.10% 3,9.10% 11 3,9.10% 35 665 308 2,2
50/50
LP(iPrOx).s/
Cis-b-PEOy,,  1,3.10° 3,3.10% 9 9,8.10% 89 1691 252 6,7
25/75
LP(iPrOx).s/
Cis-b-PEOs, 1,0.10° 5,0.10% 14 5,0.10% 12 1100 392 2,8
50/50

(a) Moapp (copolymére 1) = Mapp (mélange) * w (copolymére 1)
(b) Nb bras (copolymére 1) = Magp (copolymére 1)/M,, (copolymére 1)
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Ce tableau indique que le nombre de bras LP(iPrOx).s est relativement constant quel que soit
le copolymere Cig-b-PEOx mélangé. Le nombre de chaines Cis-b-PEOx augmente lorsque la
taille de la chaine hydrophile diminue, ce qui est en accord avec les nombres d’agrégation des
C13-b-PEOx de départ (Tableau 1). Cela induit un rapport EO/iPrOx relativement proche pour
les trois systémes LP(iPrOx),s/Cis-b-PEOx 50/50, ce qui explique que la température de point
de trouble augmente de fagon similaire. Ce rapport permet également d’expliquer la meilleure
capacité de stabilisation du Cis-b-PEOg, par rapport aux deux autres plus petits a proportion

molaire identique.

Cette premiere partie a finalement permis de montrer que deux copolymeres linéaires dont
les blocs hydrophiles sont de natures chimiques différentes peuvent tout a fait étre mélangés
physiqguement et former des micelles mixtes, tout en modulant la température de point de
trouble du systeme par stabilisation du copolymeére ayant la Ter la plus faible.

La deuxiéme partie de ce chapitre portera sur la possibilité d’hybrider deux copolymeéres de
natures et architectures différentes. Ainsi, le LP(iPrOx).s sera mélangé a un copolymere greffé

dérivé du PEQ, le lipide-b-poly(oligo(éthyléne glycol)méthacrylate de méthyle) (LPOEGMA).

Il. Etude de mélanges physiques des copolymeéres LP(iPrOx)zs et lipide-b-
poly(oligo(éthyléne glycol)méthacrylate de méthyle)
[.1. Synthése du lipide-b-poly(oligo(éthyléne glycol)méthacrylate de méthyle)

La synthese du lipoamorceur pour I’ATRP et la polymérisation du LPOEGMA ont été réalisées

par une post-doctorante de I'équipe.

L’ATRP est I'acronyme de polymérisation radicalaire par transfert d’atome (« Atom Transfer
Radical Polymerization »). Cette réaction de polymérisation est contrélée par un équilibre
réversible entre espéces actives, les radicaux, et espéces dormantes, via un processus redox
catalysé par un complexe de métal de transition M{™X/ligand, ou m est le degré d’oxydation.

Ce catalyseur s’oxyde par le transfert d’'un atome d’halogéne X provenant de l'espéce
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dormante (PnX) pour former une espece active (Pn) et le complexe dans son état d’oxydation
n+1 (Figure 10).

kact.

P,—X+MM/L Pr+X—MM1/L

kdesact.
Q/I) ref'n?

kp "alson

Pn_Pn

Figure 10 : Equilibre de la réaction de polymérisation par ATRP

Afin de controéler la cinétique de polymérisation et les masses molaires moyennes en nombre,
I’équilibre doit étre déplacé vers les espéces dormantes qui ne réagissent pas avec le
monomere. L'échange entre espéces actives et dormantes doit étre rapide pour conduire a
des polymeéres de faible indice de polydispersité. Lors de ce processus, les terminaisons
irréversibles par couplage ou dismutation des espéces propageantes coexistent, mais elles
sont négligeables par rapport a la terminaison réversible.

L’ATRP permet la polymérisation de monomeres contenant des substituants capables de
stabiliser les radicaux propageants (styrenes, acrylates, acrylamides par exemple). Elle a
I’'avantage de pouvoir génerer des polyméres de grandes masses molaires et de faibles

dispersités °.

Le lipoamorceur utilisé pour la polymérisation par ATRP est un lipoamorceur bromé issu de
I’huile de lin et synthétisé en deux étapes °. La premiére étape est commune au lipoamorceur
tosylé utilisé pour la CROP (cf. chapitre 2, I.1.), puisqu’il s’agit de I'obtention d’'un mélange
d’alcools gras par la réduction de I'huile de lin.

Le lipoamorceur bromé est ensuite obtenu par la réaction d’estérification entre la fonction
hydroxyle en fin de chaine de I'alcool gras et le bromure de 2-bromo-2-méthyle propionyle,
en présence de triéthylamine, dans le dichlorométhane a température ambiante pendant 4 h

(Figure 11).
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Figure 11 : Schéma réactionnel de la synthése du lipoamorceur bromé LBr pour I’ATRP ©

De méme que pour le lipoamorceur tosylé pour la CROP, le lipoamorceur bromé comporte en

moyenne deux insaturations par chaine, et sera donc toujours schématisé comme ci-dessus
(Figure 11).
11.1.3. Synthése par ATRP du lipide-b-poly(oligo(éthyléne glycol)méthacrylate de méthyle)

Le lipoamorceur bromé est ensuite engagé dans une réaction de polymérisation par ATRP en

présence du monomere OEGMA (Figure 12).
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Figure 12 : Synthése par ATRP du LPOEGMA

Plusieurs essais ont été réalisés pour obtenir le LPOEGMA avec une dispersité la plus faible

possible (Tableau 3).

Tableau 3 : Conditions expérimentales testées pour la synthése par ATRP du LPOEGMA. Les valeurs sont
données en nombre d’équivalents.

Exp. OEGMA/LBr/HMTETA* CuBr cuBr, V. N T
1 25/1/1 0,5 0,025 1,25 50
2 25/1/1 1 0,05 3 TA

*HMTETA = 1,1,4,7,10,10 - hexaméthyltriéthylénetétramine
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La premiere réaction de polymérisation a été tout d'abord conduite dans I’éthanol a 50 °C en
présence du systeme catalytique CuBr/CuBr,/HMTETA. Ces conditions ont été choisies car les
catalyseurs bromés et les solvants polaires protiques permettent d’obtenir des cinétiques de
réaction trés rapides ’. La cinétique de la polymérisation a été réalisée par prélevements d’un
échantillon a différents temps de la réaction. L’analyse des échantillons prélevés par RMN *H
a permis d’obtenir la conversion.

Dans de telles conditions, une conversion de 90% a été atteinte en une heure. Bien que la
réaction permette d’obtenir une forte conversion tres rapidement avec une dispersité faible
(inférieure a 1,3), la cinétique est trop rapide pour permettre un suivi convenable de la
polymérisation et vérifier son caractére controlé.

Les conditions expérimentales ont donc été modifiées pour ralentir la cinétique de
polymérisation.

Ainsi lors du deuxiéme essai, la proportion du systéme catalytique CuBr/CuBr; ainsi que la
dilution du milieu réactionnel ont été augmentées. La température de polymérisation a été
quant a elle diminuée (Tableau 3). Dans ces conditions, la linéarité observée pour In([M]o/[M])
en fonction du temps est caractéristique d’une concentration constante en espeéces
propageantes pendant toute la durée de la polymérisation, et d’une cinétique du premier

ordre conduisant a une conversion de 94%.
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Figure 13 : (A) Evolution de la conversion et (B) In([M]o/[M]) en fonction du temps des (®) 1°" essai et (®)
28me essai de la réaction de polymérisation par ATRP du LPOEGMA.

L'analyse par SEC dans le dichlorométhane des échantillons prélevés pendant Ia

polymérisation a permis de déterminer les masses molaires et dispersités (Figure 14).
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Le tracé de la masse molaire en fonction de la conversion est linéaire et montre une bonne
corrélation entre les masses molaires obtenues expérimentalement (SEC, étalonnage PMMA)
et celles calculées théoriquement (RMN *H).

De plus, le contréle de la réaction de polymérisation est satisfaisant puisque la dispersité est

de l'ordre de 1,2.
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Figure 14 : (A) Evolution de (®) la masse molaire et de (A) I'indice de polydispersité en fonction de la

conversion pour LPOEGMA-Exp.2, obtenus par SEC. (—) est la masse molaire théorique obtenue par RMN dans
CDCls. (B) Chromatogramme SEC du LPOEGMA —Exp.2 dans le dichlorométhane (étalons PMMA).

La polymérisation par ATRP de monomére OEGMA permet donc d'accéder a des copolymeres
LPOEGMA de structure et de taille contrélée.

Cette réaction de polymérisation a finalement permis d’obtenir deux polyméres LPOEGMA de
masses molaires différentes en adaptant le temps de polymérisation (Tableau 4), ce qui

démontre le caractére controlé de cette réaction de polymérisation par ATRP.

Tableau 4 : Caractéristiques des copolymeres LPOEGMA synthétisés.

Copolymére N° Xn®*¢ MnRVN (g/mol)@ MnSE¢ (g/mol)® p
3a 16 5200 5300 1,17
LPOEGMA
3b 22 7000 7900 1,16

(d) RMN faite dans le CDCls; MnRMN = XnRMN « M (monomere) + M (Lipoamorceur).
(e) Etalons PMMA ; SEC faite dans le dichlorométhane.
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I.2. Caractérisations physico-chimiques des copolyméres LPOEGMA

Nous nous sommes ensuite intéressés au comportement en solution de ce nouveau
copolymere amphiphile. Les solutions de LPOEGMA sont préparées par solubilisation directe
du copolymeére dans I'eau ou le PBS a la concentration souhaitée, puis elles sont agitées

pendant au moins 4 h.

1.2.1. Détermination de la concentration micellaire critique

La détermination de la cmc par fluorescence en présence de pyréne a tout d'abord été réalisée
sur cette famille de copolymeére.

Cette expérience consiste a préparer une gamme de solutions de LPOEGMA a différentes
concentrations. Ce protocole a été expliquée plus en détails lors des essais de réticulation du
cceur des micelles de lipide-b-poly(2-alkyl-2-oxazoline) LPOx dans le chapitre 2 (cf. 11.4.).
L’évaluation du rapport des intensités a 338 et 333 nm (ls3s/1333) du spectre d’excitation du
pyréne (Aem = 374 nm) avec la concentration en LPOEGMA;, 3b permet de déterminer une
valeur de cmc de 5 mg/L (soit 6.3*107 mol/L) (Figure 15), cette valeur étant tout 3 fait
cohérente avec les valeurs de cmc décrites dans la littérature & sur des copolymeéres

amphiphiles de nature proche.

0.0001 0.001 0.01 0.1 1
Clg/L)

Figure 15 : Détermination de la cmc par fluorescence du pyréne dans I’eau distillée a température
ambiante. Evolution du rapport des intensités Is3s/Iss3 en fonction de la concentration massique en
LPOEGMA32 3b.
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11.2.2. Détermination de la température de point de trouble

Les mesures en turbidimétrie ont été faites par spectrophotométrie UV-visible dans un bain
thermostaté, sur une solution de copolymeére amphiphile LPOEGMA;; 3b dans le PBS a une
concentration de 1 g/L, puis a différentes concentrations pour déterminer I'impact de la

dilution sur la Ter (Figure 16).
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Figure 16 : (—) Spectre d’absorbance UV-visible (A = 600 nm, v = 0,5°C/min) en fonction de la température

d'une solution de LPOEGMA22 3b a 1 g/L dans le PBS. (e) Evolution de la Ter du LPOEGMA22 en fonction de sa
concentration massique en solution aqueuse.

Le spectre d’absorbance a permis de déterminer une température de point de trouble de 61
°C pour une solution a 1 g/L. Une diminution de la Ter du LPOEGMA;; de 5°C est relevée entre

0,5 g/L et 1 g/L. Au-dela de 1 g/L, la Tpr n'est pas impactée par sa concentration en solution

aqueuse.

11.2.3. Caractérisation des objets formés en diffusion de la lumiére
I1.2.3.1. Auto-organisation en solution aqueuse a température ambiante

Afin d’approfondir les connaissances que nous avons de ce copolymeére récemment
synthétisé, des analyses en diffusion de la lumiére ont été effectuées pour étudier son auto-
organisation en solution aqueuse.

Les premieres expériences ont été réalisées au nanosizer afin de connaitre la taille des objets

formés en solution par les deux copolymeéres synthétisés. Des solutions des deux copolymeéres
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LPOEGMA 3a et 3b ont été préparées par deux voies différentes, soit le copolymere a été
solubilisé directement dans I'eau, soit il a été pré-solubilisé dans du méthanol avant d’étre
incorporé au goutte a goutte dans I'eau. Les résultats obtenus au nanosizer sont présentés

dans la Figure 17.
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Figure 17 : Mesures DLS (Nanosizer) a 25 °C des copolyméres LPOEGMA dans le PBS a 1 g/L; (A) 7900 g/mol
directement solubilisé dans I’eau, (B) 7900 g/mol pré-solubilisé dans MeOH, (C)-a 5200 g/mol pré-solubilisé
dans MeOH et (C)-b 5200 g/mol directement solubilisé dans I'eau.

Le LPOEGMAs6 3a (M,, = 5200 g/mol) forme des objets d’environ 18 nm lorsqu’il est pré-
solubilisé dans du méthanol et des objets bien plus gros (environ 70 nm) s'il est introduit
directement dans I'eau. Quant au LPOEGMA2; 3b (M,, = 7900 g/mol), il forme des objets de
diametre hydrodynamique d’environ 5 nm, et ce quelle que soit la voie de préparation de la
solution. Ces deux copolymeéres ont donc des comportements bien différents I'un de I'autre,
et ce potentiellement a cause de la variation importante de la balance hydrophile-hydrophobe
lors de I'ajout d’un motif du fait de la structure en peigne.

Par la suite, seul le copolymeére 3b sera étudié, d’'une part car il est le seul qui semble former

des objets micellaires par solubilisation directe dans I'eau, tout comme le LP(iPrOx)z.s, et
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d’autre part car il présente un degré de polymérisation comparable aux LPOx étudiés dans le
chapitre précédent, et permet donc de mélanger des polyméres de méme longueur.

La suite des analyses a été effectuée a 'lMMM au Mans en diffusion statique et dynamique
de la lumiére avec le méme appareil multiangle (ALV-5000, ALV-Langen) que celui décrit
précédemment (cf Chapitre 2 — 1.3.). La solution de LPOEGMA,, 3b a été préparée par
solubilisation directe dans I'eau milliQ.

Les premieres analyses en diffusion de la lumiere ont mis en évidence la nécessité de filtrer
sur 0,02 um avant toute analyse. En effet, il y a en solution de gros agrégats (d’une centaine
de nm) qui sont en quantité minime dans la solution, donc ne reflétent pas la vraie nature des
objets en solution, mais faussent les résultats en diffusant beaucoup plus que les petits objets

majoritairement présents (Figure 18).
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Figure 18 : Distributions des Rh a 90° d’une solution de LPOEGMA2; a 1 g/L dans I'’eau milliQ filtrées
successivement sur (=) 0,45 um, (—) 0,2 um, (=) 0,1 um et (—) 0,02 um.

La distribution des rayons hydrodynamiques montre la disparition de la population de plus
grande taille avec la filtration de 0,45 pm a 0,02 um, avec trés peu de perte de matiére d’aprés
des mesures en UV-visible (Amax = 280 nm). Il ne reste alors que les petits objets, dont les

caractéristiques sont semblables apres filtration (Figure 19).
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Figure 19 : Evolution (A) du Rn et (B) de Kc/R (=1/Mapp) du mode rapide (petite population) en fonction de I'angle

pour 4 filtrations d’une solution de LPOEGMA2; a 1 g/L a () 0,45 um, (®) 0,2 um, (®) 0,1 um et () 0,02 um.

Malgré tout, deux problémes se posent. D’une part, l'intensité diffusée par la solution a 1 g/L
filtrée sur 0,02 um est tres faible (environ 7 fois plus que I'eau), et donc les résultats sont
difficiles a exploiter. D’autre part, les mesures sur la solution a 1 g/L donnent une masse
molaire apparente d’environ 25 000 g/mol et donc un nombre d’agrégation faible de 3, donc
il est difficile de dire avec certitude si I’échantillon comporte un mélange d’unimeres et de
micelles ou uniquement des micelles de Nag = 3, méme si la concentration est tres au-dessus
de la cmc du copolymeére.

Pour répondre a cette seconde interrogation, des solutions de LPOEGMA,, a différentes
concentrations ont été analysées. Des solutions de LPOEGMA2; a 1, 2 et 5 g/L ont été
préparées par dilution d’'une solution a 10 g/L non filtrée. Puis, une solution a 0,3 g/L a été
préparée par dilution de la solution a 5 g/L. Chaque solution a été filtrée sur 0,2 um avant
analyse.

Comme le montre le Tableau 5, les données sont difficiles a traiter pour les solutions a 1 g/L
et 0,3 g/L car I'intensité diffusée est tres, voire trop, faible.

Cependant, quelle que soit la concentration, une méme tendance semble apparaitre (Tableau

5).
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Tableau 5 : Influence de la concentration sur Mapp et Rn des objets de LPOEGMA2; en solution dans I'eau a
différentes concentrations, filtrées sur 0,02 um.

0,3g/L 1g/L 2g/L 5g/L
CR * eau (kHz) 1-2
CR * solution (kHz) a 90° 3,787 7,422 12,824 27,989
Mapp (g/mol) / 2,5.10° 2,5.10 2,3.10*
Rh (nm) / 3,3 2,9 3,0

* CR = Count Rate : proportionnel a I'intensité diffusée

En conclusion, on obtient un rayon hydrodynamique de 3 nm, ainsi qu’'un nombre
d’agrégation de 3, calculé via le rapport de la masse molaire apparente Mapp d’une micelle sur

la masse molaire en masse M,, d’'une chaine de copolymeére.

11.2.3.2. Comportement en température du LPOEGMA en solution aqueuse

D’apres la mesure en UV-visible en température (Figure 16), il y a une augmentation
significative de I'absorbance a 60°C (sa température de point trouble caractéristique), a partir
de laquelle le systeme se trouble completement.

Plusieurs mesures ont donc été faites sur une solution de LPOEGMA>; a 5 g/L, a 55°C (juste en
dessous de la Ter), et apres refroidissement a température ambiante suite au chauffage dans

un bain a 70°C pendant 1h.
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Figure 20 : Evolution de (A) Mapp et (B) Rn d’une solution de LPOEGMA22 a 5 g/L en fonction de I'angle et a différentes
températures (@) 20 °C, (@) 55 °C, () retour a 20 °C apres 1h a 70 °C.
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Malgré la legére augmentation du Ry, et de la masse molaire des objets a 55 °C (Nag = 4 au lieu
de 3), la barre d’erreur considérée pour ces mesures ne permet pas d’observer une évolution
significative jusqu’a 55 °C (Figure 20).

De plus, si 'on dépasse la température critique du LPOEGMA;; et que I'on revient a 20°C, le
systéme est parfaitement réversible.

Les caractéristiques physico-chimiques du LPOEGMA,;,, ainsi que son comportement en
solution aqueuse ayant été étudiés de maniere approfondie, il a par la suite été mélangé
physiguement avec une solution de LP(iPrOx),s afin de déterminer si le mélange physique des
deux copolymeres dont les blocs hydrophiles sont de nature et architecture différentes peut

avoir un impact sur le comportement global du systéme.

11.3. Etude de mélanges physiques LPiPrOx/LPOEGMA
11.3.1. Evolution de la température de point de trouble

Les mélanges ont été faits a partir de solution de copolymeéres LP(iPrOx)1s 1a (cf. Chapitre 2 —
p.3) et LPOEGMA;2 3b. Des mélanges physiques de LP(iPrOx)i1s/LPOEGMA;, a des fractions
massiques de 25/75, 50/50 et 75/25 et une concentration totale de 2 g/L dans le PBS ont été
préparés. Des analyses UV-Visible ont ensuite permis de déterminer la température de point

de trouble des mélanges.
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Figure 21 : (A) Spectres d'absorbance UV-visible de mélanges physiques LP(iPrOx)1s/LPOEGMA22 (w:w)% dans le
PBS a 2 g/L en fonction de la température. Montée en T de v=1 °C/min, 1 mesure tous les 1 °C. (B) Evolution

de la Ter (®) du mélange en fonction de la concentration massique en LPOEGMA2; et LP(iPrOx)2s dans la
solution ; (..A..) du LP(iPrOx)1s en fonction de sa concentration massique en solution.
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D’aprés ces analyses UV-visible en température (Figure 21A), une seule transition apparait
jusqu’a la proportion massique 50/50, puis il y a apparition d’une seconde transition autour
de 60 °C, température qui correspond a la Tpr du LPOEGMA;;. Cette seconde transition
pourrait étre dGe a un phénomeéne d’agrégation en deux temps comme décrit sur les systemes
LP(iPrOx)n/LP(EtOx), dans le chapitre 2. On constate bien une légére évolution de la
température de point de trouble du mélange par rapport a celle du LP(iPrOx)1s seul, mais cette
variation reste trés proche de celle observée pour le LP(iPrOx)1s a une concentration identique
a celle dans laquelle il est présent dans le mélange (Figure 21B). Il est donc, dans ce cas,
beaucoup plus compliqué de conclure de maniere fiable quant a I'hybridation de ces deux

copolymeres.

Il est donc incontournable ici d’étudier ces mélanges en diffusion de la lumiére afin de
poursuivre la caractérisation de ce systeme et de tenter de démontrer de facon directe

I'hybridation entre les polymeres.

Comme décrit précédemment (cf. Chapitre 2 — p. 20), la méthode usuelle pour déterminer
I'hybridation ou non entre deux copolymeres consiste a comparer l'intensité diffusée par le
mélange (Imel), avec la somme théorique des intensités |1 et |, des polymeres seuls (Figure 22
et Tableau 6).

Trois solutions sont alors étudiées : une solution de LP(iPrOx)2s a 1 g/L, une solution de

LPOEGMA;; a 1 g/L et une solution de LP(iPrOx).s/LPOEGMA;, 50/50 a 2 g/L.
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Figure 22 : Intensités diffusées (@) théoriques (en absence d'hybridation) et (®) expérimentales Re du mélange
LP(iPrOx)2s/LPOEGMA22 50/50 (%wt) a 2 g/L, et des copolymeéres (®) LP(iPrOx)2s et (®) LPOEGMA2; seuls a 1
g/L.

L'intensité diffusée par le mélange est quasiment la méme que la somme des intensités

calculée pour une co-existence des deux systemes micellaires non hybridés.

Tableau 6 : Comparaison des données obtenues pour les copolymeéres seuls, le mélange 50/50 et la somme
théorique LP(iPrOx).s + LPOEGMA2.

. C tOtale 1/Mapp Mapp Rh R/K = Mapp*c
Echantillon (gLl (mol.g?) (g.mol?) (nm) (g2.mol™.L?)
(A) LPOEGMA;; 1 g/L 1 4,0E-05 2,5E+04 3,3 2,6E+04
(B) LP(iPrOx):s 1 g/L 1 1,3E-05  8,0E+04 6,4 7,8E+04
(C) LP(iPrOx).s 1 g/L + LPOEGMA,; 1 g/L 2 1,7E-05 6,0E+04 5,8 1,2E+05
Somme mathématique de (A)+(B) 2 1,9E-05  5,2E+04 5,6 1,0E+05
(Supposant non hybridation)
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Figure 23 : Distributions a 90° des temps de relaxation pour les solutions aqueuses de (—) LP(iPrOx)2s 1 g/L,
(—) LPOEGMA22 1 g/L et (—) le mélange LP(iPrOx)2s/LPOEGMA22 50/50 %(w/w) 2 g/L.
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Le tracé des fonctions d’autocorrélation des deux polyméres seuls et du mélange massique
50/50 ont également été comparés a la fonction d’autocorrélation calculée en supposant qu’il

n’y a pas hybridation entre le LP(iPrOx).s et le LPOEGMA,; (Figure 24).
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Figure 24 : Fonctions d’autocorrélation a 90° des solutions aqueuses de (—) LP(iPrOx)2s 1 g/L, (—) LPOEGMA22
1 g/L, (—) mélange 50/50 %(w/w) 2 g/L et (—) somme théorique calculée si non hybridation.

Dans la barre d’erreur considérée, il y a trés peu de différence entre la fonction d’auto-
corrélation mesurée pour le mélange 50/50 et celle calculée.

On ne peut donc pas conclure sur la base de la diffusion de lumiere (ni en statique, ni en
dynamique) quant a I'hybridation de ces deux copolymeéres.

Soit I'hybridation ne se produit pas, soit elle conduit a des objets dont les caractéristiques sont
les mémes, dans la barre d’erreur, que les caractéristiques moyennes des deux systéemes

micellaires de départ (Tableau 6 et Figure 23).

Malheureusement, les caractéristiques du mélange obtenues en diffusion de la lumiére ne
permettent pas de confirmer ou non la présence de micelles mixtes. De plus, I'étude du
mélange en température n’est pas envisageable ici car les Tpr du LP(iPrOx),s et des mélanges

sont bien trop proches.

11.3.3. Conclusion

Il n'a donc pas été possible pour le systéeme LPiPrOx/LPOEGMA de démontrer de fagon

formelle I'hybridation des micelles, que ce soit de facon directe en diffusion de la lumiére ou
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indirecte via I'étude de la modulation du point de trouble. Cependant, en UV-Visible, aucune
agrégation individuelle du LPOEGMA;; seul n'est observé méme lorsqu’il est présent a 25 %
et 50 % en masse dans le mélange LP(iPrOx),/LPOEGMA;,. Cela laisse plutdt penser que le
systeme s’hybride bien.

Il est en fait probable que le LPOEGMA, de par son architecture, ait un pouvoir tensioactif plus
faible que le copolymére linéaire correspondant, et donc qu’il ne soit pas capable de stabiliser
le LP(iPrOx)n lorsque celui-ci perd sa solubilité dans I’eau. Cela expliquerait I'apport tres limité

en termes de propriétés du systéme mixte final.
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Conclusion

Dans la premiére partie de ce chapitre, des mélanges physiques entre deux copolymeres
linéaires possédant des blocs hydrophobes de nature tres proche et des blocs hydrophiles de
natures différentes ont été étudiés.

Le mélange du LP(iPrOx).s avec chacun des trois copolymeéres Cis-b-PEOx (n= 10, 19 ou 92)
étudiés permet bien la modulation de la température de point de trouble du systéme de 40
°C pour le LP(iPrOx),s seul a 61 °C en fonction de la proportion massique en chacun des
copolymeres en solution. Les mesures en diffusion de la lumiére a température ambiante
n‘ont globalement pas permis de démontrer de facon directe la mixité des systemes (a
I'exception du Cig-b-PEO10 dont le mélange avec LP(iPrOx).s permet la formation de micelles
bien définies de petite taille, ce qui nest pas le cas pour CisEio seul, et qui prouve donc
I"hybridation du mélange LP(iPrOx).s/Cis-b-PEO10). Des expériences supplémentaires en
diffusion de la lumiére en température ont permis de confirmer que la formation de micelles
mixtes LP(iPrOx).s/Cis-b-PEO19 ou LP(iPrOx).s/Cis-b-PEQg; est bien responsable de la
modulation de la Tpr. La comparaison des résultats obtenus pour les mélanges avec les trois
copolymeéres Brij° en fonction de leurs proportions massiques ou molaires en solution, a
d’ailleurs permis de montrer que premiérement, a proportion massique équivalente, les Tpr
sont identiques quelle que soit la longueur du bloc PEO, et deuxiemement qu’a proportion
molaire identique, les chaines de PEO les plus longues stabilisent mieux.

La voie du mélange physique pour moduler les propriétés finales de micelles mixtes s'est donc
révélée fructueuse sur des copolyméres linéaires dont la nature chimique des blocs
hydrophiles est tres différente. Ces résultats novateurs permettent d'étendre davantage le
domaine d'application de I'approche formulatoire développée dans I'équipe.

Dans une seconde partie, nous avons cherché a repousser davantage les limites de cette
approche en mélangeant des copolymeéres possédant a la fois des natures de bloc hydrophile
mais également des architectures différentes. D’abord, le LPOEGMA a été synthétisé avec
succeés de maniére controlée par ATRP avec un lipoamorceur bromé issu de I’huile de lin. Sa
caractérisation a mis en avant la formation d’objets de trés faible nombre d’agrégation,
probablement en raison de I'encombrement de chaque chaine de copolymére. Lorsque ce
copolymere est mélangé physiquement avec le LP(iPrOx),, la température de point de touble

est trés faiblement modulée, et les mesures en diffusion de la lumiére ne permettent pas
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d’obtenir plus d’informations sur I'hybridation du systeme car les Ter du mélange et du
LP(iPrOx), seul sont trop proches. Le comportement faiblement associatif du LPOEGMA
pourrait expliquer la faible évolution de la Tpr des mélanges mais il est également possible que

les limites de I'approche formulatoire aient ici été atteintes.
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Chapitre IV — Elaboration d’une technique de caractérisation directe des micelles mixtes par
FRET

Introduction

Ce dernier chapitre est consacré a I'étude de I'adaptation d’une technique de fluorescence, le
FRET, pour démontrer la mixité des systemes micellaires de maniere directe, c’est-a-dire sans
passer par I'étude des propriétés intrinséques du systeme.

L'objectif est de prouver la mixité des micelles formées en greffant deux molécules
fluorescentes complémentaires sur une insaturation de la chaine lipidique de deux
copolymeres différents (un donneur sur le copolymére A et un accepteur sur le copolymere
B). Lors de la formation de micelles mixtes, les deux fluorophores se retrouveront alors au
cceur des micelles dont la taille caractéristique, couronne comprise, est d’'une dizaine de
nanometres. Cette faible taille des micelles permettra alors aux deux fluorophores d’étre a
une distance suffisamment petite pour que le transfert d’énergie entre les deux molécules

soit possible (Figure 1).

Cid)
A1 th

A3Q.QJM

Figure 1 : Représentation schématique du greffage des fluorophores donneur (D) et accepteur (A) sur les
insaturations de la chaine lipidique du copolymere et principe du FRET.

Aussi I'apparition du phénoméne de FRET (c’est-a-dire I'émission d'une longueur d'onde
caractéristique de I'accepteur lors de I'excitation du donneur) servirait de méthode directe de
détection des micelles mixtes.

Ce chapitre décrira dans un premier temps la synthése des fluorophores utilisés, ainsi que leur
caractérisation en spectrophotométrie UV-visible et en fluorescence. Ensuite, seront
présentées les expériences de fluorescence permettant d’identifier les fluorophores
complémentaires pour détecter la formation de micelles mixtes a cceur lipidique. Et enfin
viendra la description des approches développées pour le greffage des fluorophores sur les

copolymeres.
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I Syntheése et caractérisations des fluorophores

Afin de rendre envisageable le transfert d’énergie entre deux molécules fluorescentes, la
premiere contrainte a respecter est de choisir deux fluorophores complémentaires, c’est-a-
dire que le spectre d’émission du donneur se superpose partiellement au spectre d’absorption
de l'accepteur.

De plus, ces fluorophores seront tous deux liés de fagon covalente au bloc hydrophobe des
copolymeres amphiphiles étudiés. Aussi, afin de perturber au minimum leur comportement
physico-chimique, la taille des fluorophores a été minimisée autant que possible.

Enfin, I'objectif étant d’attacher ces fluorophores sur les copolyméres étudiés, ceux-ci doivent
comporter une fonction d’ancrage. La fonction thiol a été selectionnée comme extrémité
réactive afin d'incorporer les fluorophores par réaction thiol-éne sur les insaturations
lipidiques.

Il a donc été tout d’abord nécéssaire de mettre au point la synthése de deux fluorophores
complémentaires portant des fonctions thiols.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr. Ludovic Jean et le Dr. Alexandre Haefelé

(Laboratoire COBRA - Equipe Chimie Bioorganique).

I.1. Synthese des fluorophores

Dans un premier temps, deux fluorophores couramment décrits dans la littérature pour des
applications biochimiques, biomédicales et environnementales 13 ont été sélectionnés. L’un
est dérivé de la coumarine et joue le réle de fluorophore donneur, et I'autre est un dérivé du
1,8-naphtalimide et agit en tant que fluorophore accepteur. Ces deux molécules ont
I'avantage d’étre de petite taille, en comparaison avec les autres types de fluorophores cités
dans la littérature 4.

Leur structure (Figure 2) a été modifiée afin d'incorporer une fonction —thiol sur chacun de

ces fluorophores.
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N

Figure 2 : Structures chimiques de la coumarine thiol déprotégé (CoumSH) (gauche) et du Naphtyle thiol
déprotégé (NaphtSH) (droite)
Ces synthéses ont été mises au point en collaboration avec le laboratoire COBRA, dans

I’équipe de chimie bio-organique.

Afin d’incorporer une fonction —thiol dans la structure des deux fluorophores ciblés, un unique
aminothiol protégé, le 3-(tritylmercapto)propylamine, est synthétisé selon le protocole décrit
dans la littérature °. Il s’agit d’'une réaction de substitution nucléophile entre un thiol
(tritylmercaptan) et la 3-bromopropylamine en présence d’hydrure de sodium. Aprés
purification sur colonne de silice le produit pur est obtenu avec un rendement de 64 %.

Cette molécule intermédiaire comporte une fonction thiol protégée par un groupement trityle
pour éviter sa dimérisation par création d’un pont disulfure (lors des étapes de synthése
suivantes ou du stockage) qui empécherait le greffage ultérieur par réaction thiol-éne sur les

copolymeres (Figure 3).

. HBr
() + By ML v e (T
g g

Figure 3: Schéma de synthése de I'aminothiol protégé (NH2STr)

1.1.1. Synthése du Naphtyle

Le colt d’'une molécule de structure similaire au produit final étant prohibitif et la synthése
étant bien décrite dans la littérature, le fluorophore dérivé de 1,8-napthalimide a été

synthétisé a partir de 'anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique en trois étapes (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma réactionnel de la synthése du dérivé du 1,8- naphtallmlde (Naphtyle thiol déprotégé)

La réaction entre I'anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique et le 3-diméthylaminopropionitrile
dans le 3-méthylbutan-1-ol (étape 1) a été réalisée en suivant le protocole décrit par Kollar et
al. ® Le temps de réaction étant de 15 h, cette réaction a également été testée dans un appareil
a micro-ondes Anton Paar a 200 °C. Cette technique permet d’obtenir le produit désiré avec
un rendement aprés purification de 66 % en 15 minutes contre 72 % en 15 heures par voie
thermique. Cependant, bien que cette voie soit tres intéressante, le dispositif micro-ondes
disponible au laboratoire n’a pas permis de I'envisager sur une échelle satisfaisante a
I'obtention d'une quantité suffisante de produit pour les étapes suivantes.

L'anhydride 4-N,N-diméthylamino-1,8-naphtalique (appelé « Naphtyle » dans la suite de ce
manuscrit pour des raisons de simplicité) formé lors de I'étape précédente est ensuite
solubilisé dans le DMF en présence de I'aminothiol précédement synthétisé, et le mélange
réactionnel est chauffé a reflux pendant une nuit. Le protocole de cette réaction est issu de la
littérature 7 et a été modifié pour améliorer la solubilité des réactifs et le rendement de la
réaction. Le produit est finalement purifié sur colonne de silice pour obtenir le produit pur
(appelé « Naphtyle thiol protégé » ou « NaphtSTr ») avec un faible rendement de 30 % (Figure
5). Cette étape est la difficulté principale de la synthése de ce fluorophore. Dans la littérature,
la réaction entre I'anhydride 4-N,N-diméthylamino-1,8-naphtalique et I'éthanolamine est
pourtant décrite comme quantitative. Le faible rendement observé ici pourrait s’expliquer par

I’encombrement stérique important de I'amine qui comporte trois groupements phényles.
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Figure 5 : Spectre RMN 'H du naphtyle thiol protégé (NaphtSTr) dans CDCls

La derniére étape est la déprotection du thiol en présence d’acide trifluoroacétique (TFA) et
de triéthylsilane dans le dichlorométhane a température ambiante pendant 1 h. Le protocole
utilisé a été extrait de la littérature ou la réaction est effectuée sur une amide de structure
trés différente 8. La fonction thiol étant connue pour se dimériser plus ou moins facilement, il
est nécessaire de réaliser cette réaction de déprotection juste avant la réaction thiol-éne.
Enfin, une purification sur colonne de silice permet d’obtenir le produit (appelé « Naphtyle
thiol déprotégé » ou « NaphtSH ») avec un rendement de 77 %.

Le fluorophore ciblé, un dérivé du 1,8-napthalimide fonctionnalisé par un thiol, est finalement

obtenu en trois étapes avec un rendement global de 17 %.
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La synthese du fluorophore dérivé de la coumarine se fait en 4 étapes selon le schéma

réactionnel suivant (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma réactionnel de la synthése du dérivé de la coumarine (Coumarine thiol déprotégé).

Les deux premiéres étapes de la formation de la coumarine mettent en jeu un protocole établi
par Corrie sur la méme molécule °. La 4-(diéthylamino)salicylaldéhyde et le malonate de
diéthyle sont solubilisés dans de I’éthanol avec la pipéridine. Le mélange réactionnel est
chauffé a reflux pendant 12 h. Il se produit au cours de cette réaction une attaque nucléophile
du carbanion formé en a des esters sur I'aldéhyde aromatique, et une transestérification entre
I’hydroxyle aromatique et le malonate. Apres différents lavages, le produit pur (appelé
« Coumarine acide ») est obtenu sous forme cristalline avec un rendement de 70 %. La totalité
du produit est solubilisé dans du méthanol et mis en présence d'hydroxyde de sodium afin de
saponifier I'ester selon le protocole décrit par Corrie °. Aprés purification, la coumarine
portant une fonction acide carboxylique est obtenue sous forme d'un solide cristallin avec un
rendement de 84 %.

L’étape suivante est la réaction entre cette coumarine et I'aminothiol-protégé précédemment
synthétisé. Le protocole de cette réaction a été mis au point dans la thése de Roubinet 1° en
présence de 2-iodoaniline et adapté sur ces réactifs. Au cours de cette étape, la fonction acide
carboxylique est tout d'abord transformée en chlorure d'acyle par action de chlorure de

thionyle (SOCI,) pendant 2 h. Aprés évaporation du chlorure de thionyle, le composé est
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resolubilisé dans de |'acétonitrile anhydre et I'aminothiol-protégé est introduit, en présence
d'une base (triéthylamine) afin de promouvoir la réaction d'amidation. Une purification sur
colonne de silice permet d’obtenir le produit pur (appelé « Coumarine thiol protégé » ou
« CoumSTr ») avec un rendement de 60 %.

La formation des fluorophores a été démontrée en RMN *H (Figure 7) et 3C, ainsi qu’en

spectrométrie de masse.
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Figure 7 : Spectre RMN H de la coumarine thiol protégé (CoumSTr) dans CDCls.

La derniere étape de déprotection du thiol en présence de TFA suit exactement le méme
protocole que pour le Naphtyle décrit auparavant (paragraphe 1.1.1). La coumarine thiol
déprotégé (ou « CoumSH ») pure est finalement obtenue avec un rendement de 92 %.

La synthese du fluorophore dérivé de la coumarine et comportant la fonction d'ancrage thiol

a dont été conduite avec succes en 4 étapes avec un rendement global de 32 %.
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Les deux fluorophores synthétisés présentant une structure originale, leur caractérisation a

ensuite été réalisée afin d'évaluer leur complémentarité en temps que couple FRET.

|.2. Caractérisations et complémentarité des couples de fluorophores

Les fluorophores ont d’abord été caractérisés individuellement en spectrophotométrie UV-
visible et en fluorescence dans certains solvants organiques (dichlorométhane, méthanol,
DMSO et DMF) pour déterminer leurs longueurs d’onde caractéristiques
(absorption/excitation et émission), ainsi que leur coefficient d’absorption molaire. Ces
données en solvants organiques sont détaillées en annexe 6.

Les informations les plus importantes dans le cadre de ce projet sont les caractéristiques des
fluorophores lorsqu’ils sont encapsulés dans le cceur lipidique des micelles de copolymeéres.
Les mesures suivantes visent donc a vérifier si le phénomeéne de FRET peut se produire entre
ces deux fluorophores dans ces conditions.

Les fluorophores sont encapsulés dans les micelles selon un protocole de
cosolvant/évaporation : ils sont solubilisés dans du dichlorométhane puis quelques pL de cette
solution sont ajoutés a la solution micellaire pour atteindre une concentration en fluorophore
de 1 ou 2 mg/L. La solution est ensuite agitée pendant une journée pour évaporer le solvant
organique. La solution obtenue est alors limpide et aucun résidu n’est visible sur les parois.
Les études précédentes conduites sur ces systemes micellaires a coceur lipidique ont démontré
une capacité d'encapsulation de la progestérone - hormone encombrée relativement difficile
a encapsuler - de 14 mg/L L. Il semble donc raisonnable ici de supposer que la totalité du
fluorophore a bien été encapsulée.

Des mesures de taille des micelles ont été réalisées au nanosizer avec I'un ou l'autre des
fluorophores encapsulé a une concentration maximale de 10 mg/L (soit environ 10 mol/L)
dans une solution de LP(iPrOx).s ou de LP(EtOx)s a 1 g/L, et ont permis de montrer la
conservation de la taille initiale des micelles aprés encapsulation.

La spectrophotométrie UV-visible et la fluorescence permettent de déterminer
respectivement le spectre d’absorption et les spectres d’émission et d’excitation de chaque

fluorophore encapsulé dans des micelles de LP(iPrOx)1s (Figure 8).
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Figure 8 : Spectres (—) d’absorption (UV-visible), (—) d’excitation et (—) d’émission (fluorescence) (A) de
la coumarine thiol déprotégé et (B) du naphtyle thiol déprotégé encapsulés (2 mg/L) dans une solution de
LP(iPrOx)1s.

Ces mesures permettent donc de déterminer pour la coumarine thiol déprotégé une longueur
d’onde maximale d’excitation Aexc = 421 nm et une longueur d’onde maximale d’émission de
Aem =460 nm et pour le naphtyle thiol déprotégé Aexc = 426 nm et Aem = 520 nm.

Ainsi, les deux fluorophores présentent un maximum d’excitation vers 420 nm, et il n’est pas
possible de sélectionner une longueur d’onde qui excite sélectivement un seul fluorophore du
fait du recouvrement des deux spectres d’absorbance et/ou d’excitation.

Par conséquent, ce couple de fluorophores, décrit comme complémentaire en phase aqueuse,
n’est pas approprié pour une étude dans le coeur lipidique des micelles. Face a ce résultat
inattendu, il a donc été nécessaire d’envisager la synthése d’un nouveau fluorophore afin de
remplacer le Naphtyle par une autre molécule fluorescente dont les spectres d’excitation et
d’émission se trouvent sur une gamme de longueurs d’onde plus étroite et décalée par

rapport a la coumarine.
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1.2.2. Couple Coumarine/BODIPY

Le nouveau fluorophore accepteur envisagé pour le FRET est un dérivé de la famille des
BODIPY (abréviation de bore-dipyrrométhene).

La synthese de ce fluorophore, non détaillée ici, a été réalisée par une post-doctorante de
I'équipe a partir d’'un protocole décrit dans la littérature 12 et en collaboration avec le
laboratoire COBRA. Cette synthése est trés délicate, et nécessite des temps de réaction

parfaitement controlés afin d’obtenir la molécule souhaitée (Figure 9).

Figure 9 : Structure chimique du dérivé de BODIPY thiolé.

De la méme fagon que pour le Naphtyle et la Coumarine, le BODIPY a été encapsulé a 2 mg/L
dans des micelles de LP(iPrOx)is via l'utilisation d'un cosolvant.

La solution de LP(iPrOx)i1s contenant le BODIPY encapsulé a par la suite été analysée en
spectrophotométrie UV-visible et en spectroscopie de fluorescence (Figure 10) afin de

déterminer les propriétés de ce fluorophore en milieu lipidique.
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Figure 10 : (A) Spectres (—) d’absorption (UV-visible), (—) d’excitation et (—) d’émission (fluorescence) du
BODIPY thiol protégé et (B) superposition des spectres d’excitation de (—) CoumSH et (—) BODIPY thiol protégé

et d’émission de (—) CoumSH et (—) BODIPY thiol protégé encapsulés a 2 mg/L dans une solution de LP(iPrOx)1s
alg/L
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Les spectres caractéristiques du BODIPY (Figure 10A) sont bien plus étroits que pour le
Napthyle et affichent leur maximum a 500 nm pour I’excitation et 510 nm pour I’émission.
La superposition des spectres d’excitation et d’émission de la coumarine et du BODIPY (Figure
10B) permet de confirmer deux conditions indispensables au FRET. D’une part, la séparation
entre les spectres d’excitation de la coumarine et du BODIPY est suffisante pour limiter
I’excitation directe du BODIPY lors de I’excitation de la coumarine. D’autre part, le critére
autorisant le transfert d’énergie entre les deux fluorophores est respecté grace a la
superposition du spectre d’émission de la coumarine et du spectre d’excitation du BODIPY.
Les deux fluorophores ont ensuite été co-encapsulés dans des micelles de LP(iPrOx)1s afin de
vérifier I'existence d'un phénomeéne de transfert d'énergie.

Les fluorophores ont été encapsulés a une concentration de 1 mg/L, soit individuellement, soit
simultanément, et les spectres d’émission obtenus lors d’une excitation a 400 nm ont été
comparés (Figure 11).
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Figure 11 : Spectres d’émission de fluorescence (Aexc = 400 nm) (—) de la Coumarine thiol déprotégé (1 mg/L),

(—) du BODIPY thiol protégé (1 mg/L) et (—) du couple CoumSTr (1 mg/L)/BODIPY (1 mg/L) encapsulés dans
une solution de LP(iPrOx)1s a 2 g/L dans I'eau distillée.

Lorsque la coumarine est encapsulée seule (a 1 mg/L), une émission maximale a 460 nm est
observée. On observe également une excitation tres partielle du BODIPY encapsulé seul (a 1
mg/L) dans le systéme micellaire puisqu'il ré-emet trés faiblement 3 510 nm. Lorsque les deux
fluorophores sont co-encapsulés (a 1mg/L chacun), on observe une réelle diminution de
I’émission a 460 nm au profit d’'une augmentation de I'émission a 510 nm ce qui est

caractéristique d’un transfert d’énergie du donneur vers I'accepteur.
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Une étude préliminaire a également été effectuée pour suivre par fluorescence une éventuelle
ré-organisation dans une solution contenant initialement les deux fluorophores encapsulés
séparément. Pour cela, deux solutions de LP(iPrOx)is (a 2 g/L) contenant soit la coumarine
thiol déprotégé (solution 1), soit le BODIPY (solution 2) ont été préparées. Puis, une troisieme

solution a été préparée en mélangeant les solutions 1 et 2 en volume équivalent (Figure 12).

kK Kk

Solution n°1 Solution n°2 Solution n°3
LPiPrOx 2 g/L LPiPrOx 2 g/L LPiPrOx 2 g/L
CoumSH 2 mg/L BODIPY 2 mg/L {BODIPY + CoumSH} 2 mg/L

Figure 12 : Représentation schématique de la composition des trois solutions a to.

L’émission de fluorescence de chacune de ces solutions (lors d'une excitation a 420 nm) a été
suivie pendant 2h a la longueur d’onde d’émission des fluorophores, soit 460 nm pour la
coumarine seule, 510 nm pour le BODIPY seul et les deux longueurs d’onde pour le mélange.
L'intensité de fluorescence des solutions 1 et 2 reste parfaitement constante au cours du
temps.

Les points obtenus pour le mélange lors de cette cinétique ont été reportés sur la Figure 13.
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Figure 13 : Evolution de I'intensité de fluorescence (Aexc = 420 nm) des fluorophores CSH/BODIPY (50/50) co-
encapsulés (concentration totale 2 mg/L) dans une solution de LP(iPrOx)1s a 2 g/L (Solution 3) a (®) 460 nm et
(®)510 nm.
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Lorsque les solutions micellaires contenant les deux fluorophores séparément encapsulés sont
mises en contact, on observe, au cours du temps, une nette augmentation du signal a 510 nm,
qui correspond a I'émission du BODIPY, et une diminution du signal a 460 nm, qui correspond

aI'émission de la coumarine. Cela démontre bien |'apparition progressive d'un phénomene de
FRET dans la solution qui provient d'une dynamique d'échange dans la solution. Les
fluorophores rentrent donc progressivement en contact, avec une proportion relative variable
dans les micelles. De plus, ces mémes solutions ont été a nouveau analysées en fluorescence
aprées 5 jours et semblent s’étre stabilisées car le spectre d’émission a tres peu évolué.

Cette expérience démontre que le FRET fonctionne bien entre les deux fluorophores
coumarine et BODIPY. En revanche, les fluorophores étant encapsulés et non greffés, elle ne
permet pas a ce stade de démontrer de facon formelle qu'il se produit une réorganisation des
micelles par mobilité des chaines de copolymeéres conduisant a la formation de micelles
mixtes. En effet, un simple phénomeéne de diffusion des fluorophores a travers la phase

aqueuse conduisant a une homogénéisation du milieu et a la rencontre des fluorophores dans

le coeur des micelles pourrait également expliquer cette évolution.

Bien que le couple précédent coumarine/BODIPY permette d'obtenir un phénomeéne de FRET,
les difficultés de greffage rencontrées a postériori et qui seront détaillées dans la partie

suivante nous ont poussé a envisager l'utilisation d'un autre fluorophore donneur.

Il s’agit de la coumarine commerciale 7-mercapto-4-méthylcoumarine (MMC) (Figure 14).

X

HS o "0

Fluorophore donneur (MMC)

Figure 14 : Représentation de la structure chimique de la coumarine commerciale MMC.

D’apreés les informations données par le fournisseur, la MMC absorbe a 358 nm et émet a 385
nm dans le dichlorométhane. Elle semble donc compatible avec la coumarine synthétisée

précédemment pour faire du FRET. Cependant, les longueurs d’onde d’excitation et
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d’émission pouvant étre impactées par le milieu '3, ce fluorophore a lui aussi été analysé
encapsulé dans une solution micellaire de LP(iPrOx)is en spectrophotométrie UV-visible et

fluorescence (Figure 15).
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Figure 15 : Fluorescence des fluorophores encapsulés dans des solutions micellaires de LP(iPrOx)is : (—)
Spectre d’excitation de la MMC (Aem = 400 nm); Spectre d’émission de (-==) la MMC (Aexc = 330 nm) ; (===)
spectre d’excitation de la CoumSH (Aexc = 420 nm) et (—) spectre d’émission de la CoumSH (Aem = 510 nm).

Ces analyses montrent un excellent recouvrement des spectres d'émission de la MMC et
d'excitation de la coumarine synthétisée ainsi que la possibilité d'exciter sélectivement la
MMC a des longueurs d'onde inférieure a 350 nm. La coumarine commerciale semble
compatible avec la coumarine synthétisée pour des expériences de FRET. Il reste désormais a
déterminer si le transfert d’énergie est suffisant pour obtenir des résultats exploitables. Afin
de vérifier cela, des solutions de MMC et de CoumSH encapsulés séparément, puis
conjointement dans des micelles de LP(iPrOx)is (1 g/L) ont été soumises a une irradiation a

une longueur d'onde de 330 nm (Figure 16).
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Figure 16 : Spectres d’émission de fluorescence (Aexc = 330 nm) (—) de la MMC 1 mg/L, (—) de la CoumSH (1
mg/L) et (—) du couple MMC (1 mg/L)/CoumSH (1 mg/L) encapsulés dans une solution de LP(iPrOx)i1sa 1 g/L
dans I'eau distillée.
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A 330 nm, la MMC absorbe un maximum du rayonnement et le réemet a sa longueur d’onde
d’émission de fluorescence caractéristique, soit 392 nm. Quant a la coumarine synthétisée,
elle n"absorbe presque pas le rayonnement a 330 nm, et donc son spectre d’émission de
fluorescence est tres faible.

En revanche, lorsque les deux fluorophores sont co-encapsulés, il se produit trés clairement
un transfert d’énergie de la MMC (donneur) vers la CoumSH (accepteur) avec une
augmentation significative de I'émission de fluorescence de la CoumSH. Cette expérience

permet donc de démontrer la faisabilité du FRET avec ce couple de fluorophore.

[.3. Conclusion

Cette étude a permis de caractériser les différents fluorophores synthétisés ou commerciaux
sélectionnés (Tableau 1) et d'identifier deux couples de fluorophores complémentaires pour
conduire des expériences de FRET dans le cceur lipidique des systéemes micellaires étudiés : 1)
la coumarine synthétisée comme donneur et le BODIPY comme accepteur, ou 2) la coumarine

commerciale MMC comme donneur et la coumarine synthétisée comme accepteur.

Tableau 1 : Récapitulatif des longueurs d'onde caractéristiques des différents fluorophores étudiés encapsulés
dans LP(iPrOx)as.

Fluorophores Longueur d’onde maximale Longueur d’onde maximale
d’excitation Aexc d’émission Aem
Naphtyle thiol déprotégé 426 nm 520 nm
Coumarine thiol déprotégé 421 nm 460 nm
BODIPY protégé 500 nm 510 nm
MMC 330 nm 392 nm

L'objectif principal du FRET dans ce projet étant de démontrer la mixité des systemes
micellaires LP(iPrOx)/LP(EtOx)2s et LP(iPrOx)/LPOEGMA;;, les deux fluorophores doivent
nécéssairement étre attachés de fagon covalente aux copolymeéres. Une réaction entre le thiol
des molécules fluorescentes et I'alcéne des chaines lipidiques a donc été envisagée pour

répondre a cette problématique.
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Il. Greffage des fluorophores sur les copolyméres amphiphiles par réaction
thiol-éne

Connue depuis plus de 100 ans, la réaction thiol-éne est I’hydrothiolation d’une liaison C=C.
Cette réaction a été largement utilisée dans le domaine des matériaux et des polymeres pour
la préparation de réseaux ou de films, et plus récemment, elle a également trouvé un intérét
dans d’autres domaines de synthése comme « chimie-click ». La réaction thiol-éne posséde
un certain nombre de caractéristiques qui la rendent attractive et facile a mettre en ceuvre.
En effet, elle peut s’appliquer a un grand nombre de susbtrats contenant des insaturations
plus ou moins activées, en présence d’un thiol de nature chimique variable. Cependant, la
réactivité peut varier considérablement en fonction des conditions de réaction, de la nature
de I'alcéne considéré (encombrement stérique, stabilité du radical formé), ainsi que de la
réactivité du thiol utilisé qui dépend notamment de la force de la liaison S-H (affaiblissement
de la liaison S-H par liaisons H intramoléculaires, polarité) 4.

La réaction de couplage thiol-éne a été choisie pour greffer les fluorophores sur les
copolymeres parce qu’elle permet d’exploiter les insaturations présentes sur les chaines
lipidiques et de confiner les fluorophores a I'intérieur des micelles, permettant une meilleure
efficacité du FRET du fait de la proximité spatiale.

Il existe deux grands types de mécanismes pouvant étre mis en jeu dans une réaction thiol-
ene. Soit la réaction est faite par voie radicalaire, les radicaux étant induits par voie
photochimique sous UV °> ou thermique ¢, soit la réaction est réalisée en présence d’un
catalyseur (base/nucléophile) 1”18 selon un mécanisme de type Thiol-Michael 14 (Figure 17).

Mécanisme radicalaire
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Figure 17 : Différentes voies réactionnelles pour la réaction thiol-éne.

La premiére voie envisagée dans notre étude est la réaction radicalaire par voie
photochimique car elle met en jeu des conditions plus douces et un temps de réaction

théoriquement plus court que les autres voies.
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I.1. Réaction thiol-ene par voie photochimique

Cette réaction met en jeu un mécanisme radicalaire amorcé par voie photochimique sous UV
(Figure 18).
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Figure 18 : Mécanisme radicalaire d’hydrothiolation d’une liaison C=C %4,

La voie photochimique est la plus répandue dans la littérature pour réaliser une réaction thiol-
ene, et quelques articles rapportent la faisabilité de cette réaction sur des huiles (mais et
colza) ou sur des acides gras tels que I'acide oléique en présence de thiols commerciaux
(butanethiol, 2-mercaptoéthanol) >%°,
Dans la plupart de ces articles le mélange réactionnel est irradié sous atmosphere inerte a 365
nm en présence du photoamorceur 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA).
Notre approche a été d'introduire le fluorophore le plus tard possible dans la synthese et donc
de greffer le fluorophore directement sur le copolymeére plutot que sur I'alcool gras ou le
lipoamorceur pour différentes raisons :
- Par soucis d'économie des fluorophores dont la synthése est relativement complexe
- Le fluorophore pourrait é&tre endommagé dans les conditions de polymérisation ou
perturber le contréle de celle-ci.
- Enfin, la purification par dialyse sur les copolymeéres est a priori plus simple a mettre
en ceuvre que les techniques de purification classiques utilisées en chimie organique

sur de plus petites molécules.
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La lampe polychromatique a précédemment montré son efficacité pour conduire des
réactions thiol-éne sur des insaturations lipidiques 2°. De plus, les réactions thioléne sont ici
réalisées en solvant organique, ce qui permet de s’affranchir des problématiques d’agrégation
des polymeres thermosensibles précédemment rencontrées avec cette lampe (cf. Chapitre 2
— 11.4.). Ainsi, nous avons sélectionné la lampe polychromatique pour réaliser I'étude de la

réaction thiol-éne par voie photochimique.

Cette réaction a été conduite sur les copolymeéres LP(iPrOx),s ou LPOEGMA;; en présence de
la CoumSH ou du BODIPY, ainsi que du photoamorceur DMPA. Une solution mére de DMPA a
été préparée dans le solvant de la réaction, et celui-ci a été ajouté en plusieurs fractions égales
toutes les 30 min pendant I'irradiation afin d'assurer la création de radicaux tout au long de la
réaction et d'améliorer le rendement de la réaction

De plus, lorsque le greffage a été réalisé avec le BODIPY, la déprotection du thiol de celui-ci a
été effectuée in situ dans un solvant dichlorométhane/méthanol 50/50, en présence de tous

les réactifs pour la thiol-éne, afin de limiter sa dimérisation tres rapide.
Le Tableau 2 récapitule les différents protocoles testés, avec différents ratios

thiol/insaturation, différents solvants et temps d’irradiation, afin de pallier aux problémes

rencontrés qui sont évoqués par la suite.
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Tableau 2 : Récapitulatif des protocoles de réaction thiol-éne testées sous UV avec une lampe polychromatique
en présence du photoamorceur DMPA.

N°  Fluorophore Nb équivalents  DMPA Solvant Temps
u v
P (SH/C=C) (total) irradiation

1 0,5/1 0,5 éqv DCM/MeOH 1:1 4h

2 0,35/1 1éqv DMF (+TCEP) 30 min
0,3/1 , DCM/MeOH 1 :1

4 0,5 éqv 5h

(+TCEP)

5 0,15/1 1 éqv DCM/MeOH 1 :1 4h

6 0,5 éqv DCM 3h

7 0,5 éqv DCM 4 h

CoumSH 0,5/1

8 0,5 éqv Eau (encapsulé) 2h

9 0,5 éqv THF 2h

10 0,5 égqv Eau (encapsulé) 2h
0,5/1

11 MMC 0,5 éqv THF 2h

12 0,25/1 0,5 éqv THF 2h

A l'issue de l'irradiation, le mélange réactionnel est concentré et resolubilisé dans le solvant
adéquat pour I'analyse du produit brut.

La problématique dans le cas de cette réaction est la vérification de I'efficacité du greffage,
car les RMN H des bruts sont trés chargées en signaux, et les signaux intenses correspondants
au copolymére cachent en partie les signaux dus au fluorophore, et donc les spectres sont
difficiles a exploiter.

Pour contrer les difficultés d’analyse en RMN, il a été décidé d’utiliser la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) avec un détecteur UV et un détecteur Rl pour montrer |'efficacité
du couplage. Le détecteur UV a été réglé sur la longueur d’onde caractéristique du fluorophore
greffé. Ainsi, le copolymere seul n’absorbant pas a la longueur d’onde détectée, un signal
détecté en UV au méme temps d’élution que le copolymere indique la formation du produit

de thiol-éne.

152



Chapitre IV — Elaboration d’une technique de caractérisation directe des micelles mixtes par
FRET

Les analyses obtenues en SEC pour les réactions les plus concluantes sont données sur la
Figure 19. Les signaux des produits bruts obtenus avec le détecteur UV (bleu) sont comparés

a celui du copolymére seul obtenu avec le détecteur RI (orange).
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Figure 19 : Chromatogrammes SEC du produit brut de réaction thiol-ene par irradiation sous une lampe
polychromatique de (A) CoumSH + LPOEGMA:2 pendant 3h _ expérience n° 6 (UV_Adetecteur = 420 nm), (B)
BODIPY + LPOEGMA2: pendant 2h_expérience n® 1 (UV_Adetecteur = 500 nm), (C) MMC + LPOEGMA> pendant
2h_expérience n°11 (UV_Adétecteur = 350 nm), (D) LPOEGMA:22 (RI), (E) MMC + LP(iPrOx)2s pendant 2h_expérience
n°11 (UV_Adétecteur = 350 nm), (F) CoumSH + LP(iPrOx)2s pendant 2h_expérience n® 9 (UV_Adetecteur = 420 nm) et
(G) LP(iPrOx)2s (RI).
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Le pic observé au plus faible volume d'élution correspond au copolymere greffé car le temps
d’élution et la masse molaire sont cohérents avec ce qui est obtenu avec le signal RI. De plus,
I'analyse des fluorophores seuls et la masse molaire donnée par la SEC permettent de dire que
le (ou les) pic(s) suivant(s) correspond(ent)au fluorophore qui n’a pas réagi et/ou qui s’est
partiellement dimérisé par formation de ponts disulfure et/ou par cyclo-addition.

Ces analyses (Figure 19) montrent que la réaction de greffage des fluorophores a bien eu lieu
a la fois pour la coumarine, le BODIPY et la MMC, méme si son efficacité n’est pas de 100%. Il
semblerait que cette réaction ne soit pas efficace lorsque les fluorophores sont encapsulés
dans des micelles de copolymeéres, mais elle semble fonctionner a la fois dans le
dichlorométhane et le THF. De plus, un temps d’irradiation de 2h semble largement suffisant
pour avoir une conversion convenable. Un temps plus faible serait peut-étre envisageable,

mais n’a pas été étudié ici.

Quelles que soient les conditions expérimentales, cette voie de synthése pose plusieurs

problémes qui peuvent expliquer les conversions limitées obtenues :

e Une problématique majeure est la dimérisation des molécules fluorescentes lors de
Iirradiation. En effet, la CoumSH et le BODIPY se dimérisent par la fonction thiol pour
former un pont disulfure entre deux molécules de fluorophores. Cette réaction est
cependant contrélable via [I'ajout d'un agent réducteur, le tris(2-

carboxyethyl)phosphine TCEP 22,

e |a MMC subit elle tres rapidement (quelques minutes) une photo-cycloaddition [2mt +
2m] induisant la formation d’un cylobutane par irradiation a A > 310 nm 22, comme

schématisé sur la Figure 20.

A>310 nm
4,.
HS O ;

A <260 nm HS

Figure 20 : Schéma de la photo-cycloaddition de la MMC
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Cette photo-cycloaddition est en principe réversible via une irradiation a A < 260 nm.
Un filtre interférentiel a 254 nm a donc été installé sur la lampe polychromatique, et
la solution a été irradiée jusqu’a 7 h. Cette irradiation a 254 nm ne s’est dans notre cas
pas révélée efficace pour séparer les dimeres. L'intensité de la lampe a 254 nm étant
de 77 mW/cm?, elle est peut-étre trop faible pour permettre a ce processus d’étre

efficace.

e Sila coumarine CoumSH semble résister aux UV tout le temps de l'irradiation sous la
lampe polychromatique, le BODIPY change de couleur au cours du temps, ce qui
pourrait indiquer une dégradation et une diminution de la fluorescence pouvant le

rendre inutilisable pour des expériences de FRET par la suite.

Malgré les difficultés de synthése rencontrées, la technique de FRET est extrémement sensible
et fonctionne donc avec de faibles quantités de fluorophore. La purification des différentes
expériences présentées ci-dessus a donc été entreprise par dialyse dans I'eau.

Cette voie de purification a permis d’éliminer la majeure partie des fluorophores qui n’ont pas
réagi. Cependant, les fluorophores résiduels, qui sont hydrophobes, ont donc tendance a étre
encapsulés dans les micelles de copolymeére plutdot qu'a diffuser dans I'eau. Ainsi, des
fluorophores résiduels sont toujours détectés méme apres plusieurs semaines de dialyse dans
un mélange eau/éthanol 90 :10.

Cela est particulierement génant car ces fluorophores libres pourraient induire une erreur
dans 'exploitation du FRET.

Des essais de purification par précipitation dans du diéthyl éther ou du cyclohexane ont donc
été effectués. Cependant, comme pour la purification par dialyse, il reste toujours un résidu
de fluorophores méme apreés plusieurs précipitations.

De plus, la quantité de copolymere (greffé) étant relativement faible, la combinaison de
plusieurs techniques de purification successives entraine une perte de produit trop
importante, rendant cette méthode de greffage sur les copolyméres peu viable pour la suite

de cette étude.
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Au vu des nombreuses difficultés rencontrées (conversion limitée, dimérisation des
fluorophores, dégradation du BODIPY) la voie radicalaire photochimique n'a pas été retenue
pour poursuivre cette étude.

Face a la problématique importante de séparation des fluorophores non greffés et des
copolymeres amphiphiles (la présence de traces de fluorophores pouvant compromettre
I'interprétation future des résultats de FRET), nous avons également choisis d'incorporer les
fluorophores plus en amont dans la synthese des copolyméres afin de pouvoir recourir a des

techniques de purification classiques plus performantes.

Par conséquent, la réaction thiol-éne a par la suite été expérimentée sur l'intermédiaire
précédant immédiatement la polymérisation, c’est-a-dire le lipoamorceur, toujours par voie
radicalaire, mais cette fois-ci amorcée thermiquement afin de contourner les probléemes de

dimérisation de la MMC et de dégradation du BODIPY rencontrés sous UV.

I.2. Réaction thiol-ene radicalaire en thermique sur le lipoamorceur de CROP

Il s’agit la encore d’'un mécanisme radicalaire, mais cette fois-ci amorcé par voie thermique a
I'aide d'un amorceur qui se décompose en radicaux avec la température (Figure 18).

Hayashi et al. ¢ ont réalisé une réaction thiol-éne par voie radicalaire thermique sur I’huile de
lin en présence d’acide 3-mercaptopropionique. Le taux de conversion le plus élevé (62%) a
été obtenu en présence de 2 équivalents de thiol par double liaison aprés un temps de
réaction de 30 h a 80 °C.

Nous avons donc choisi de reproduire ce protocole, non pas sur I'huile de lin mais sur le
lipoamorceur mésylé (LMs), et en présence de la Coumarine (CoumSH) synthétisée
précédemment avec un rapport SH/insaturation de 1/1. L’amorceur thermique utilisé pour

déclencher la réaction est I'azobisisobutyronitrile (AIBN).
Apreés 30 h de réaction a 80 °C dans le THF, le milieu réactionnel a été concentré et le produit

brut a été analysé par chromatographie en phase liquide (HPLC) dans 'acétonitrile avec un

détecteur UV, et comparé aux chromatogrammes des réactifs (Figure 21).
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Figure 21 : Chromatogramme (HPLC) (A) du lipoamorceur LMs détecté a 242 nm, (B) de la CoumSH détectée a
420 nm et (C) du produit brut de thiol-éne détecté a 420 nm dans l"acétonitrile a 10 mg/L.

Le lipoamorceur n’est détectable que dans les longueurs d’onde aux alentours de 250 nm, et

n’émet donc aucun signal a 420 nm, qui est la longueur d’onde d’absorption de la coumarine.

Le chromatogramme de la coumarine thiol déprotégé montre un premier signal a 2,2 min

correspondant a la molécule principale de coumarine, et un deuxiéme signal a 2,6 min pouvant

étre d0 a la dimérisation de la fonction thiol, conduisant a la formation d’une molécule

constituée de deux coumarines liées par un pont disulfure (CoumS-SCoum).

Sur le chromatogramme du produit brut de thiol-éne, on retrouve un restant de coumarine a

2,15 min, ainsi que la coumarine dimérisée a 2,54 min. Mais contrairement aux réactifs, il

apparait un nouveau signal a 2,8 min qui pourrait tout a fait correspondre au produit de la

réaction.
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Le produit brut a également été analysé en RMN *H. La Figure 22 compare les spectres obtenus
pour le LMs seul, le LMs soumis aux conditions de la réaction en I'absence de thiol dans le

milieu et enfin, le produit brut de la réaction thiol-ene entre LMs et CoumSH.

(A)

(B)
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Figure 22 : Spectre RMN H (CDCl3) (A) du lipoamorceur LMs, (B) du produit brut de la réaction thiol-éne et
(C) du LMs soumis aux conditions de thiol-ene en I'absence de thiol.

Le spectre du produit brut présente un grand nombre de pics en particulier entre O et 4,5 ppm,
qui le rendent relativement difficile a exploiter entierement. Cependant les extrémités
méthyle de la chaine lipidique restent distinctes. On observe entre le spectre RMN H du
produit de la réaction thioléne (Figure 22B) et celui du lipoamorceur LMs (Figure 22A) que
I'intégration du pic représentatif des protons du méthyle d’extrémité de chaines d’acide
linolénique a 0,9-1,0 ppm diminue de 1,64 (55%) a 1,04 (34%). Dans le méme temps,
I'intégration des pics représentatifs des protons du méthyle d’extrémité de chaines des autres
acides gras a 0,8-0,9 ppm augmente de 1,34 (45%) a 1,99 (66%). Cela indique la consommation

préférentielle des insaturations les plus proches de I'extrémité de chaines, ce qui est déja
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décrit dans la littérature 1416, L'intégration de ces extrémités méthyle a été fixée a 3H afin de

pouvoir comparer l'intégration du signal des insaturations (6 = 5,35-5,39 ppm).

Le lipoamorceur de départ contient en moyenne deux insaturations par chaine. Au terme de
la réaction radicalaire, le nombre d'insaturations par chaine n'est plus que de 0,75.
Cependant, le signal du CH, en a du groupement OMs a 6 = 4,21 ppm diminue de maniére
significative de 1,92 a 0,67, et il apparait également un deuxieme triplet a 6 = 4,15 ppm
pouvant indiquer la formation de produits secondaires.

Aussi, afin de vérifier I'existence de réaction(s) secondaire(s), une réaction témoin a été
réalisée sur le LMs dans des conditions identiques mais en I'absence de thiol (Figure 22C). Le
spectre RMN H du lipoamorceur obtenu aprés chauffage en présence d'AIBN montre la
consommation de la moitié des insaturations. Cela indique bien la présence de réactions
secondaires, probablement interchaines, conduisant a une dégradation de la structure du

lipoamorceur.

D’apreés les résultats obtenus pour la réaction thiol-éne par voie radicalaire, que I'amorcage
soit photochimique ou thermique, cette approche ne semble pas adaptée pour le greffage des
fluorophores sur les insaturations lipidiques. Une voie alternative a donc été envisagée sur le

lipoamorceur, il s’agit de la réaction thiol-éne de type « thiol-Michael » décrite ci-dessous.

I.3. Réaction thiol-ene de type « Thiol-Michael » sur le lipoamorceur de CROP

Le mécanisme de type Thiol-Michael met en jeu une base ou un nucléophile, et utilise des
conditions trés douces car elle se fait a température ambiante. Dans ce mécanisme,
I'utilisation de bases faibles telles que la triéthylamine pour déprotoner la fonction thiol est
suffisante en raison de la valeur relativement faible du pKa de la plupart des thiols (pKa de
I'ordre de 11 pour les thiols alors qu’il est supérieur a 15 pour les alcools). Le mécanisme de

cette réaction est décrit en Figure 23.
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Figure 23 : Mécanisme catalysé par une base/nucléophile pour I’'hydrothiolation d’une double liaison C=C 4.
EWG (Electron Withdrawing Group) = Groupement électro-attractif (ester, amide, cyano)

Alexander et al. ¥ ont ainsi décrit une réaction thiol-€ne entre une coumarine modifiée

contenant une fonction thiol et la lissoclinolide (Figure 24).

O
N o)
X 0
AN OH
Thiol (Coumarine) Alcéne (Lissoclinolide)

Figure 24 : Réactifs (thiol et alcéne) utilisés pour une réaction thiol-éne dans la littérature *’

Nous nous sommes donc inspirés de cet article pour reproduire cette réaction entre la MMC
et les insaturations lipidiques.

Le lipoamorceur a été mis en présence d’un équivalent de MMC par molécule, soit une
fonction thiol pour deux insaturations, et de la base diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le
THF anhydre. Le produit brut a été analysé en RMN H dans le DMSO (Figure 25).

Son spectre a été comparé a celui du lipoamorceur dans le DMSO, et a celui de la MMC dans
le CDCls car elle n’est pas bien soluble dans le DMSO. Les déplacements chimiques de la MMC

sont donc légerement décalés par rapport a ceux détectés sur le spectre du produit.
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Figure 25 : Spectre RMN *H (A) du lipoamorceur tosylé LTs (DMSO), (B) de la MMC (CDCls) et (C) du produit brut
de thiol-éne entre LTs et MMC en présence de DIPEA

La encore on observe une diminution du signal des extrémités CHs linolénique. Le signal des
insaturations lipidiques diminue d'environ 25 %. Cependant, l'intensité du signal du CH2 en a.
de la fonction OTs diminue de fagon inattendue et un autre triplet apparait a 4,25 ppm. En
paralléle, si I'on retrouve bien dans la zone des aromatiques les signaux caractéristiques de

I'extrémité tosyle, leur intégration a également diminué.
Afin de déterminer la nature du produit obtenu, le produit brut a été séparé sur colonne de

silice dans I'éluant cyclohexane/acétate d’éthyle avec un gradient de 100/0 a 80/20, pour

donner des fractions différentes qui ont toutes été analysées en RMN *H dans le CDCls.
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Figure 26 : Spectre RMN *H dans le DMSO du produit majoritaire de la réaction thiol-&ne par voie thiol-Michael.

Le produit majoritaire de cette réaction (Figure 26) ne présente plus les signaux
caractéristiques des protons aromatiques de I'extrémité tosyle, ni le signal du CH; en o de
I'extrémité tosyle. En revanche, les signaux caractéristiques de la coumarine apparaissent. Le
groupe OTs étant un trés bon groupe partant, une probable substitution de I'extrémité tosyle
par une coumarine a eu lieu dans les conditions de cette réaction.

Seule I'une des fractions obtenues aprées colonne pourrait correspondre au produit pur
attendu, mais cette fraction ne représentant que 8% de la totalité de I’échantillon, cette voie

de synthese sur le lipoamorceur a été abandonnée.

[1.4. Conclusion

L'objectif de cette étude était de greffer les fluorophores sur les insaturations des
copolymeres par réaction thiol-ene. Trois voies ont été testées, les réactions radicalaires par
amorgage photochimique ou thermique et la réaction de type « thiol-Michael » catalysée par
une base. Jusqu’ici, chacune de ces voies s’est révélée inefficace pour aboutir in fine a
I'obtention d’'un copolymere lié a un fluorophore, et suffisamment pur pour permettre des

expériences de FRET.
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Conclusion

L'objectif de ce chapitre était la mise en place d’une technique de fluorescence, le FRET,
permettant de montrer de maniere directe la mixité des micelles formées décrites dans les
chapitres précédents. Pour que le FRET soit envisageable, plusieurs contraintes sont a
respecter, en particulier I'utilisation de deux molécules fluorescentes complémentaires, d’'une
part dont le spectre d’émission du donneur et le spectre d’excitation de I'accepteur se
recoupent, et d’autre part ces deux molécules se trouvant a une distance I'une de l'autre
inférieure a 10 nm.

La premiere condition nécéssite I'obtention de deux fluorophores complémentaires, un
donneur et un accepteur, portant chacun une fonction thiol leur permettant a terme d’étre
liés a la chaine lipidiqgue. Un premier couple (Naphtyle et Coumarine) a été envisagé et
synthétisé, mais leurs caractérisations en spectrophotométrie UV-visible et fluorescence ont
mis en évidence un recouvrement presque total des spectres d’excitation des deux molécules
(Amax = 420 nm) en milieu lipidique rendant impossible I'excitation du donneur (Coumarine)
sans exciter I'accepteur (Naphtyle). Par conséquent, la coumarine synthétisée a été conservée
mais le Naphtyle a été remplacé par un dérivé de BODIPY. Bien que délicat a synthétiser, le
BODIPY présente des spectres d’excitation et d’émission étroits avec des maxima a
respectivement Aexe = 500 nm et Aem = 510 nm, parfaitement compatibles avec la coumarine
dont les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont Aexc = 421 nm et Aem = 460 nm. La
co-encapsulation de ces deux fluorophores dans des micelles de LP(iPrOx) a d’ailleurs permis
de montrer la faisabilité du transfert d’énergie. Le BODIPY étant tout de méme disponible en
tres faible quantité, et sa fonction thiol se dimérisant tres rapidement, un troisieme couple a
été caractérisé : une coumarine commerciale, la 7-mercapto-4-methylcoumarin, comme
fluorophore donneur avec Aexc = 330 nm et Aem = 392 nm, et la coumarine synthétisée
précédemment.

Pour respecter la deuxieme condition du FRET, I'approche envisagée est de greffer les
fluorophores sur au moins une insaturation de la chaine lipidique des copolymeéres par
réaction thiol-éne. Lors de la formation de micelles, les fluorophores se trouveraient ainsi
encapsulés a l'intérieur du cceur lipidique des micelles dont la taille est inférieure a 10 nm. La
réaction a d’abord été testée par voie radicalaire photochimique directement sur les

copolymeres avec une lampe polychromatique. L’'éfficacité de cette réaction n’est pas de 100
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% mais elle resterait suffisante pour des expériences de fluorescence qui demandent une
faible concentation totale en fluorophore dans les systémes micellaires. Cependant, cette voie
pose deux problémes. D’abord, elle favorise la dimérisation (ponts disulfures et/ou cyclo-
addition) des fluorophores, et ensuite, les techniques de purification (dialyse et précipitation)
ne permettent pas I’élimination de la totalité des molécules de fluorophores n’ayant pas réagi,
et restant encapsulées dans les micelles.

Afin de pallier a ces problémes, la réaction a ensuite été réalisée par voie radicalaire par voie
thermique sur le lipoamorceur de CROP. Dans ce cas encore, aucun résultat satisfaisant n’a
été obtenu car ces conditions expérimentales entrainent la dégradation du lipoamorceur et la
disparition des insaturations méme en I'absence de thiol.

Par conséquent, des conditions plus douces ont été utilisées sur le lipoamorceur de CROP,
avec une réaction thiol-ene de type thiol-Michael en présence d’'une base faible. Ces
conditions génerent aussi des produits secondaires en quantité trop importante dans le
mélange pour que cette voie de synthése soit pertinente.

Faute de temps, ces essais n’ont pas pu étre poursuivis. Une derniére voie envisageable serait
de tester la réaction de type thiol-Michael sur 'alcool gras afin d’éviter certaines réactions
secondaires liées au caractéere « bon groupe partant » du groupement tosyle, et de permettre
une purification du produit par colonne plus efficace que la dialyse des copolymeéres. En cas
de succes de la réaction thiolene, le produit devrait ensuite étre tosylé afin d'incorporer le
groupement amorceur de CROP puis la polymérisation de la chaine polyoxazoline serait
conduite. La stabilité des fluorophores face a toutes ces conditions et en particulier pendant
la polymérisation est inconnue, et cette voie nécéssiterait entre autres de vérifier le caractere

controélé de la polymérisation en présence d'un fluorophore.
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L'objectif de ce travail de thése était le développement et la caractérisation de systémes
micellaires mixtes composés de deux copolyméres amphiphiles thermosensibles, mélangés
physiquement afin de déterminer I'impact de leur mélange sur les propriétés finales du
systeme, et en particulier sur la modulation de la température de point de trouble. Différentes
familles de polyméres de nature et/ou architecture différentes ont été étudiées pour tenter
de définir les limites de cette approche de formulation.

La premiére famille des poly(oxazoline)s est constituée des copolyméres lipide-b-poly(2-
isopropyl-2-oxazoline) et lipide-b-poly(2-éthyl-2-oxazoline). Trés proches structurellement,
ces deux copolymeres thermosensibles s’auto-assemblent individuellement sous forme
d’objets micellaires de rayon hydrodynamique d’environ 7 nm et de nombre d’agrégation
d’environ 30. lls présentent des températures de point de trouble d’environ 40 °C pour le
LPiPrOx et 70 °C pour le LPEtOx.

Ces valeurs trés éloignées de température de point de trouble leurs conférent un
comportement trés intéressant lorsqu’ils sont mélangés physiquement en solution aqueuse.
En effet, le mélange de ces deux copolymeres permet une modulation de la Ter globale du
systéme a une température intermédiaire a celle des deux copolymeres individuels et
dépendante des proportions massiques relatives en chacun des copolymeres.

Des mesures en diffusion de la lumiére ont permis d’expliquer cette évolution de la Tpr en
mettant en évidence la capacité du LPEtOx a stabiliser le LPiPrOx au-dessus de sa Ter par la
formation de micelles mixtes contenant les deux copolyméres.

Ainsi, en augmentant la quantité de LPEtOx par rapport au LPiPrOx, la Ter du systeme
augmente linéairement jusqu’a une fraction massique en LPEtOx de 60 %, puis apparait une
deuxieéme transition d’absorbance correspondant a la Tpr du LPEtOx.

Les différentes analyses réalisées ont permis d'avancer I'hypothese suivante pour expliquer
ce comportement : lorsque le LPiPrOx est majoritairement présent en solution et jusqu’a 60
% en LPEtOx, il est capable de créer de nombreuses interactions intermoléculaires (et
intermicellaires) LPiPrOx-LPiPrOx lorsque la Ter du systeme est atteinte, et ces nombreuses
interactions peuvent alors facilement entrainer I'agrégation de tout le systeme. En revanche,
lorsque le LPiPrOx est minoritaire au sein des micelles mixtes, les interactions hydrophobes
inter-micelles deviennent beaucoup moins nombreuses, ce qui génere une agrégation

seulement partielle du systéeme a la Tpr du systéeme mixte, et I'apparition d'un phénoméne
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d'agrégation secondaire lorsque le LPEtOx dépasse sa Ter, ce qui explique le second saut

d’absorbance observé en UV-visible (Figure 1).
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Figure 1 : Schéma récapitulatif du comportement des micelles mixtes LPiPrOx/LPEtOx en fonction des
proportions massiques en LPEtOx dans le mélange

Afin d’étendre I'étude de systémes micellaires mixtes, le LPiPrOx a été également mélangé a
un copolymere linéaire dont le bloc hydrophobe présente une structure proche (chaine alkyle
a 18 carbones), mais avec un bloc hydrophile de nature chimique différente de type
poly(oxyde d’éthyléne) PEO de degré de polymérisation n = 10, 19 ou 92. Quelle que soit la
longueur du bloc hydrophile du copolymére Cis-b-PEQO,, le mélange physique du LPiPrOx avec
I'un de ces copolymeéres conduit a une modulation significative de la température de point de
trouble de 40 °C a 61 °C en fonction des proportions massiques en chacun des copolymeéres.
Cette étude a mis en avant la capacité des Cis-b-PEO, a stabiliser le LPiPrOx quelle que soit la
longueur du bloc hydrophile PEO avec une modulation de la Ter du systéeme identique a
proportion massique équivalente. Il a ainsi été remarqué que c'est le ratio entre le nombre de
segments EO et le nombre de segments iPrOx qui gouverne I’évolution de la Tpr plutdt que la
longueur de chaque chaine individuelle de PEO.

Les mélanges physiques réalisés entre le LPiPrOx et les copolymeres Cis-b-PEO, ont donc
démontré la possibilité de former des micelles mixtes avec des copolymeres linéaires de

natures chimiques différentes pour stabiliser le systeme final et moduler ses propriétés.

Nous avons par la suite étudié le comportement de mélanges physiques entre deux
copolymeres amphiphiles de nature chimique et d'architecture différentes. Le LPiPrOx a été

mélangé au lipide-b-poly(oligo(éthyléne glycol) méthacrylate de méthyle) LPOEGMA,
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synthétisé par ATRP a partir du monomere OEGMA et d’un lipoamorceur bromé issu de |'huile
de lin.

Les analyses en UV-visible et en diffusion de la lumiere du LPOEGMA en solution aqueuse ont
mis en évidence la formation d’objets tres faiblement agrégés (Nag = 3), probablement en
raison de I'encombrement stérique important de chaque chaine de copolymere. Bien que le
LPOEGMA présente une Tpr de 60 °C éloignée de celle du LPiPrOx, ses mélanges physiques
avec le LPiPrOx en différentes proportions massiques ne permettent pas une modulation
significative de la Tpr du systéme global. Les différentes analyses réalisées n’ont pas permis de
démontrer de facon certaine la présence de micelles mixtes.

Par conséquent, il n'est pas possible de déterminer ici s’il y a hybridation avec une modulation
des propriétés finales négligeable en raison de la faible agrégation du LPOEGMA, ou si

I’hybridation n’est tout simplement pas possible entre ces deux copolymeres.
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Figure 2 : Schéma général des systemes micellaires obtenus avec les différents copolymeres étudiés
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Les différents résultats obtenus dans le cadre de cette étude démontrent bien que cette
approche de formulation constitue donc un apport considérable dans le développement de
systémes micellaires stimuli-sensibles parce qu’elle permet généralement de moduler
finement les propriétés finales du systeme, tout en évitant un grand nombre de syntheses
supplémentaires.

Chaque systeme étant différent, et I’"hybridation pouvant dépendre d’un certain nombre de
parametres difficilement généralisables, nous avons choisi de développer une nouvelle
technique de caractérisation innovante par fluorescence, permettant de montrer la mixité
directement en s’affranchissant de I'étude poussée des propriétés du mélange.

Le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), ou Transfert d’Energie par Résonance de
type Forster, a été choisi en tant que technique facile et rapide a mettre en place pour
démontrer I'hybridation de tout systeme micellaire mixte.

Plusieurs fluorophores ont été synthétisés puis caractérisés afin d'identifier les couples
complémentaires pour obtenir un phénomeéne de FRET dans le cceur lipidique de nos systemes
micellaires. Ils ont ensuite été engagés dans des réactions thiol-ene afin de les greffer sur les
insaturations lipidiques.

Notre stratégie a d’abord été d'étudier la possibilité de greffer les fluorophores directement
sur les copolymeres, afin d'éviter une éventuelle dégradation de leur structure lors des
polymérisations et de faciliter la purification des produits finaux par dialyse.

Trois voies ont été testées : radicalaire photochimique, radicalaire thermique et thiol-Michael.
Aucune de ces voies n’a permis un greffage quantitatif de chacun des fluorophores, et des
problemes de purification ont été rencontrés puisque |'élimination de la totalité du
fluorophore non greffé est tres difficile.

Pour pallier a ces différentes problématiques, la deuxieme stratégie a donc consisté a essayer
de greffer les fluorophores sur le lipoamorceur de la CROP. Quelle que soit la voie
réactionnelle envisagée, la présence de réactions secondaires conduisant a une dégradation
de la structure du lipoamorceur a cependant rendu cette stratégie non viable pour la suite.
Bien que peu concluantes jusque-la, cette réaction thiol-éne pourrait par la suite étre testée
directement sur le mélange d’alcools gras selon le mécanisme de type Thiol-Michael qui met
en jeu les conditions les plus douces. Cette réaction permettrait éventuellement d’éviter
toutes les problématiques rencontrées auparavant sur le copolymeére et le lipoamorceur. Il

resterait ensuite cependant a déterminer si les réactions de tosylation et de polymérisation
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effectuées apres le greffage ne dégradent pas le fluorophore, et ne sont pas perturbées par

celui-ci.
Transfert d’Energie par Résanance de-type Férster(FRET)
O—sH Voie radicalaire O—sH Voie radicalaire O—sH
photochimique thermique ou . .
ou thermique Thiol-Michael ? Thiol-Michael
o]
5 = oy = h"OH
Copolymére Lipoamorceur Alcool gras

Figure 3 : Schéma général des essais de réaction thiol-ene pour le FRET.

D’apres les résultats obtenus et les difficultés rencontrées lors de ce travail de these, plusieurs
perspectives peuvent étre proposées sur ce projet.

D’abord, des voies alternatives pourraient étre testées pour réaliser le greffage des
fluorophores sur les copolyméres telle qu'une époxydation des insaturations présentes sur la
chaine lipidique pour les rendre plus réactives lors d’une réaction thiol/époxy sous UV ou le
remplacement de la fonction thiol des fluorophores par une autre fonction réactive mais non
susceptible de se dimériser.

Une chaine grasse a 18 carbones pourrait également étre incorporées directement dans la
structure du fluorophore lors de sa synthése avec une extrémité permettant d'amorcer une

polymérisation ultérieure.

L'approche de formulation pourrait étre élargie au mélange physique d’au moins trois
copolymeres répondant a plusieurs stimuli différents, et ce afin d’affiner encore davantage le

contréle que I'on a de ces systemes intelligents et de tester les limites de cette approche.

Enfin, cette approche de mixité pourrait étre étendue au cceur des micelles. En effet, des
copolymeéres amphiphiles thermosensibles a UCST pourrait éventuellement permettre la
formation d’objets présentant une sensibilité dans leur coeur mixte, facilitant ainsi leur

dissociation avec la température et donc le relargage d’une molécule encapsulée.
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l. Produits utilisés

A. Solvants

L’acétonitrile anhydre (ACN, Acros, 99,9 %), le chloroforme anhydre (CHCls, Acros, 99,9 %), le
dichlorométhane anhydre (DCM, Acros, 99,8 %), le diméthylformamide (DMF, Sigma Aldrich,
99,8 %) et le tétrahydrofurane (THF, Alfa Aesar, 99,8 %) ont été utilisés sans purification
préalable.

Le dichlorométhane (99,9 %), le cyclohexane (> 99 %), le méthanol (MeOH, > 99,8 %), I'éther
diéthylique (Et20, > 99,5 %), le chloroforme (> 99 %), I'acétate d’éthyle (AcOEt), I'acétonitrile
(>99,8 %) et I'’éthanol (99 %) proviennent de Fisher Scientific et le diméthylformamide (99 %)
d’Acros, et tous ces solvants ont été utilisés sans purification préalable.

Les solvants deutérés CDCls (99,8 %), DMSO (99,9 %) proviennent d’Eurisotop et D,0 (99,9 %)
de VWR.

B. Réactifs pour la synthese du lipoamorceur de CROP

L’huile de lin fournie par Novance a été utilisée sans aucune purification préalable. Le chlorure
de tosyle (99%) provient de Sigma Aldrich. L’Aluminohydrure de lithium (LiAlH4), la 4-

((diméthylamino)pyridine) (DMAP) et la triéthylamine (EtsN, 99,9 %) sont fournis par Acros.

C. Réactifs pour la synthése du lipoamorceur d’ATRP

L'huile de lin fournie par Novance a été utilisée sans aucune purification préalable.
L’Aluminohydrure de lithium (LiAlH4) et la triéthylamine (99,9 %) sont fournis par Acros, et le

bromure de 2-bromo-2-méthyle propionyle (97 %) par Alfa-Aesar.

D. Réactifs pour la polymérisation CROP

La 2-ethyl-2-oxazoline (EtOx, >99%, Sigma Aldrich), la 2-isopropyl-2-oxazoline (iPrOx, Sigma
Aldrich, 96,5 %), et le toluene-4-sulfonate de méthyle (98%, Sigma Aldrich) sont des produits

commerciaux utilisés sans purification préalable.
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E. Réactifs pour la polymérisation ATRP

Le monomere oligo(éthyléene glycol) méthacrylate de méthyle (Mn = 300 g/mol, Sigma
Aldrich), 1,1,4,7,10,10-hexaméthyltriéthylenetétramine (HMTETA, Alfa Aesar), le bromure de
cuivre (1) (CuBr, Acros, 98 %) et le bromure de cuivre (ll) (CuBrz, Sigma Aldrich) sont

commerciaux et utilisés sans purification préalable.

F. Réactifs pour la syntheése du fluorophore dérivé « coumarine »

Le 4-(diéthylamino)salicylaldéhyde (Alfa Aesar, 99 %), le malonate de diéthyle (99 %), la
pipéridine (VWR), les pastilles d’hydroxyde de sodium NaOH (Fisher Scientific), le
triphénylméthanethiol (Acros, 97 %), I'hydrure de sodium (NaH 60%, Sigma Aldrich), la 3-
bromo-propylamine, bromhydrate (Acros, 98 %), le chlorure de thionyle (SOCl;, Acros, 99,7
%), la triéthylamine EtsN (Acros, 99 %), |'acide trifluoroacétique TFA (Acros, 99 %) et la

triéthylsilane EtsSi (Acros, 99%) sont commerciaux et utilisés tels quels.

G. Réactifs pour la synthése du fluorophore « Naphtyle »

L'anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique (95 %), le 3-Diméthylamino-propionitrile (98 %),
I’hydrure de sodium (NaH 60%) sont fournis par Sigma Aldrich, le triphénylméthanethiol (97
%) et la 3-bromo-propylamine, bromhydrate (98 %) sont fournis par Acros et le 3-méthyl-

butan-1-ol par Fisher Scientific.

H. Réactifs pour la synthese du fluorophore « BODIPY »

Le 2,4-diméthylpyrrole (Fisher, 97 %), le chlorure de 3-bromopropionyle (Br-(CH.),-COCI,
Acros, 95 %), la triéthylamine (Acros, 99 %), I'éthérate de trifluorure de bore (BF;OEt;, Alfa
Aesar, 98 %), le thioacétate de potassium (CH3COSK, Alfa Aesar, 98 %) et le carbonate de

potassium (K2COs, VWR) sont des produits commerciaux utilisés sans purification préalable.
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I. Réactifs pour la réaction thiol-eéne

La diisopropyléthylamine (DIPEA, 99 %) a été fournie par Alfa Aesar, la 2,2-dimethoxy-2-
phenylacetophénone (DMPA, 99 %) et le chlorhydrate de cystéamine (98 %) proviennent
d’Acros, I'azobisisobutyronitrile (AIBN, 98 %), la tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP, > 98 %)
et la 7-mercapto-4-méthylcoumarine (MMC, > 97 %) ont été fournis par Sigma Aldrich. Tous

ces produits commerciaux ont été utilisés sans purification préalable.

J. Autres réactifs

L'acide chlorhydrique (37%), I’"hydrogénocarbonate de sodium (NaHCOs), le chlorure de
sodium (> 99,5 %), I'hydroxyde de potassium, I'hydroxyde de sodium et le sulfate de
magnésium proviennent tous de Fisher Scientific, et I'éthylene glycol bis-mercaptoacétate

(EGBMA) provient de Merck.
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Il. Méthodes d’analyses

A. Chromatographie sur colonne

Les purifications par chromatographie sur colonne ont été faites sur gel de silice (40-63 um)
et suivies par chromatographie sur couche mince (CCM) sur plaque Merck de gel de silice 60
F254 préte a I'emploi. La révélation a été éffectuée sous une lampe UV, par une solution de

permanganate de potassium KMnQOs ou de ninhydrine.

B. Spectroscopie Infrarouge (IR)

Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés dans la région 500-4000 cm™ avec un
spectrometre Perkin Elmer Spectrum 2 FTIR équipé d’un diamant en mode ATR (Attenuated
Total Reflection). Chaque analyse comptait 10 scans. Les absorptions reportées sont

exprimées en nombre d’onde (cm™).

C. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton *H (300 MHz) et du carbone
13C (75 MHz) ont été enregistrés sur des appareils Bruker. Les déplacements chimiques (5)
sont donnés en partie par million (ppm) par rapport aux solvants deutérés. Les multiplicités

sont désignées par singulet (s), doublet (d), triplet (t), quadruplet (q) et multiplet (m).

D. Spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses en spectrométrie de masse ont été effectuées sur un appareil de GC-MS

Shimadzu QP2010 SE.

E. Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC)

Les masses molaires et les dispersités ont été mesurées par SEC sur un appareil Varian PL50,
équipé d’un four a 37,5 °C, d’une pré-colonne (Polymer Laboratories, PL gel 5 um Guard, 50 x

7,5 mm), de deux colonnes (Polymer Laboratories, PL gel 5 um MIXED-C, 300 x 7,5 mm), d’un
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détecteur Rl (réfractometre Shimadzu RID-10A) et d’un détecteur UV. Le dichlorométhane est
utilisé comme éluant avec un débit de 1 mL/min.
Les échantillons sont préalablement filtrés sur des filtres Millex PTFE (0,45 pm *13 mm,

Merck), et I’étalonnage est assuré par des standards PMMA fournis par Agilent Technologies.

F. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

Les analyses ont été réalisées sur un appareil Agilent Serie 1100-DAD équipé d’un dégazeur,
d’une pompe, d’un injecteur automatique et d’un détecteur UV-visible. La colonne utilisée est
une Luna C18 100A (5u 250*4,6 mm). La phase mobile est de I'acétonitrile qui circule a un
débit de 1 mL/min. Le volume injecté est de 100 L et les longueurs d’onde de détection sont

fixées a 420 et 480 nm.

G. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les analyses ont été réalisées sur un appareil DSC TA Instruments Q2000. L’étalonnage en
température et en énergie a été fait avec de I'indium (Tf = 156,6 °C et AHf = 28,45 J/g). Les
mesures ont été réalisées sous N2 a un débit de 50 mL.min, dans des capsules en aluminium

fermés dans lesquelles sont pesés entre 5 et 20 mg de polymere.

H. Caractérisation physico-chimique

«» Par solubilisation directe :

Les copolymeéres ont été solubilisés directement dans de I'eau distillée (ou milliQ si nécessaire)

ou du PBS, puis les solutions ont été agitées pendant 1 nuit.

7

«* Par co-solvant :

Les copolymeéres (10 mg) ont été solubilisés dans du méthanol (1 mL) puis cette solution a été
ajoutée au goutte a goutte dans 10 mL d’eau distillée (ou milliQ) ou dans du PBS. La solution

a été agitée a 600 rpm pendant une nuit pour évaporer le méthanol, puis complétée avec de
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I’eau ou du PBS pour obtenir une concentration finale précise. La solution a été a nouveau

agitée pendant au moins 3 h avant analyse.

+* Micelles mixtes :

Les solutions sont réalisées par le mélange physique de deux solutions distinctes de
copolymeres dans I'eau a la méme concentration, en prélevant des volumes précis pour
obtenir une solution finale avec une certaine proportion massique en chacun des copolymeres
et avec une concentration totale de 1 ou 2 g/L. Les différents mélanges sont ensuite agités

pendant 4h minimum avant toute analyse.

Tableau 1 : Récapitulatif des volumes prélevés pour la réalisation des micelles mixtes par mélange physique des

(co)polymeres
Fractions
. V(co)polymére 1 C(co)polymére 1 V(co)polymére 2 C(co)polymére 2 Ctotale
massiques Viotal (ML)
L L L L L

T 52 (mL) (81 (mL) € | (€

25/75 10 2,5 1 7,5 1 1

50/50 10 5,0 1 5,0 1 1

75/25 10 7,5 1 2,5 1 1

«*» Mesure de la température de point de trouble :

Les solutions micellaires sont analysées a I'aide d’un appareil Varian Cary 100 équipé d’un bain
thermostaté. La longueur d’onde fixée pour I'analyse est de 500 nm, la vitesse de balayage est
de 0,5 °C et des mesures sont réalisées tous les 1 °C entre 20 et 85 °C.

Le température de point de trouble est déterminée a 10 % de 'augmentation de I'absorbance.

7

+» Caractérisation des fluorophores :

Les solutions de fluorophores sont analysées a I'aide d’un appareil Cary 50 Varian. Les spectres
sont enregistrés entre 200 et 800 nm a une vitesse « medium » de 600 nm/min, et des

mesures sont réalisées tous les 1 nm.
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Les analyses en fluorescence ont été réalisées avec un appareil Cary Eclipse Varian.

«» Caractérisation des fluorophores :

Les spectres sont enregistrés entre 250 et 800 nm avec des fentes en émission et en excitation

de 5 nm.

+* Mesure de cmc:

Une solution de pyréne a 103 mol/L dans I'acétone a été préparée. Un volume précis de cette
solution a été prélevé et introduite dans des fioles pour obtenir une concentration finale en
pyréne de 2,5.10° mol/L. L’acétone est ensuite évaporé, et un volume précis de solution meére
de copolymere a 2 g/L dans le PBS est ajouté. Chaque fiole est complétée avec du PBS jusqu’au
trait de jauge pour obtenir une gamme de concentration comprise entre 5.10% et 1 g/L.

Les spectres d’émission sont obtenus avec une longueur d’onde d’excitation de 334 nm (Aem
=[250-500 nm]), et les spectres d’excitation (Aexc = [250 — 500 nm]) avec une longueur d’onde

d’émission de 374 nm.

L'incrément d’indice de réfraction dn/dc est mesuré a A = 633 nm avec un réfractométre
différentiel Oprilab rEX (Wyatt Technology Corporation) et le logiciel Astra. Les échantillons
de PiPrOx et PEtOx dans I'’eau milliQ a une concentration comprise entre 1 et 5 g/L sont
injectés a température ambiante avec un débit de 1 mL/min. Ll'indice de réfraction est tracé
en fonction de la concentration, et la pente de la droite obtenue correspond au dn/dc de

I’'homopolymere considéré.
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«* Mesures effectuées a 'lMMM

Les mesures en diffusion statique de la lumiere ont été réalisées a I'aide d’un appareil ALV-
CGS3, ALV-Langen. La source lumineuse est un laser He-Ne de longueur d’onde 632,8 nm. La
température est contrélée par un bain thermostaté (+ 0.2 °C).

Les mesures sont effectuées pendant 60 s tous les 10 ° entre 30 ° et 150 °. Les solutions de

copolymeres dans I'’eau milliQ sont filtrées sur des filtres seringues de 0,02 a 0,45 pum.

Les mesures ont été faites sur une gamme de vecteurs d’onde (g = 4nn/A sin(6/2), avec n

Iindice de réfraction du solvant et 0 I’angle d’observation) entre 6,8.10% et 2,6.10’ m™.

=» Diffusion dynamique de la lumiére

L’équation de Siegert g2(t) = 1 + Bgi?(t), ou B est le facteur de cohérence spatial, a été utilisée
pour déterminer la fonction d’autocorrélation du champ électrique, gi(t), a partir de Ila
fonction d’autocorrélation normalisée mesurée, ga(t). Les distributions des temps de

relaxation (1), A(t), ont été extraites de gi(t) en utilisant le programme REPES :

gi(t) = [ A(T) exp (— E) dt

En milieu dilué, les interactions entre polymeéres sont négligeables donc le rayon

hydrodynamique des objets peut étre calculé selon I’équation de Stokes-Einstein suivante :
kgT
R, =
n 6mnD,

avec kg la constante de Boltzmann, T la température absolue et 1 la viscosité du solvant

(eau).
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=>» Diffusion statique de la lumiére

Le rapport de Rayleigh, Ro, a été calculé selon la formule suivante :

Isolution(g) - Isolvant(g) Nsolvant

( )?Reomu
Itoluéne (9) Ntoluene otuene

R9=

OU Isolution, Isolvant €t loluene SONt les intensités moyennes diffusées par la solution, le solvant et
le toluéne (référence).

Le rapport de Rayleigh de la référence Rioluene = 1,35.10° cm™, et les indices de réfraction de
la référence et du solvant (eau) sont respectivement ntojuene = 1,496 et nsolvant = 1,333.

La masse molaire apparente (Mapp) du soluté a été calculée a partir du rapport de Rayleigh de
la solution comme :

RQ = KCMappS(CI)

Ou S(q) est le facteur de forme (considéré égal a 1 pour les petits objets) pour et K une
constante :

K = 4T’ Nsolvant” (a_n)z
A4N4 ac

on/aC est I'incrément d’indice de réfraction du soluté et Na est le nombre d’Avogadro.

Remargue : 1) Pour le Brij® Cig-b-PEO10 (cf. Chapitre 3), la solution légérement trouble aprés
sa préparation est chauffée dans un bain thermostaté a 60 °C pendant 5 min pour la rendre
parfaitement limpide avant analyse.

2) La dispersité a été calculée a partir des temps de relaxation et fréquences de
relaxation obtenus par la routine REPES. Une estimation de la dispersité indique une valeur
inférieure a 1,5 pour toutes les solutions analysées dans ce manuscrit.

R/

** Nanosizer

Les mesures ont été faites a I'aide d’'un appareil Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,

UK) équipé d’une source laser He-Ne a 633 nm a un angle de 173 °. Les mesures ont été faites
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dans des micro-cuvettes en plastique a température controlée. Les données sont traitées en

utilisant la distribution en nombre donnée par la méthode CONTIN.

Les solutions de copolymeres dans I'eau distillée, a une concentration de 10 g/L pour le
LPiPrOx et 30 g/L pour le LPEtOx, ont été analysées a I'aide d’un appareil de microDSC Il Evo
Setaram équipé d’un bain thermostaté. L’analyse est un cycle chauffe/refroidissement de 10

°C a 80 °C avec une vitesse de balayage de 0,5 °C/min.
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1. Protocoles expérimentaux
A. Syntheése des lipoamorceurs de polymérisation

P N N U N N
OH

Une solution d’huile de lin (4 g; 1éq) dans 25 mL de THF anhydre est ajoutée au goutte a
goutte a un mélange de LiAlH4 (1,05 g ; 6,4 éq) dans 35 mL de THF anhydre contenu dans un
ballon sous atmosphere inerte et refroidi par un bain de glace. Le mélange réactionnel est
agité pendant une nuit a température ambiante.

Une fois la réaction terminée, I'excés de LiAlH4 est hydrolysée avec 20 mL d’eau déionisée,
puis le mélange est filtré sur papier filtre et concentré a |'évaporateur rotatif.

Le produit brut est ensuite dilué dans 15 mL de dichlorométhane et lavé avec 15 mL d’une
solution saturée de NaCl. La phase organique est enfin séchée sur MgS0O4 et concentrée pour

obtenir un produit huileux jaune clair avec un rendement de 80%.

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) : 5,36 (m, 4H, -HC=CH-), 3,64 (t, 2H, -CH,-OH), 2,81 (m, 2H,
-HC=CH-CH;-HC=CH-), 2,08 (m, 2H, -HC=CH-CHz-CH3-), 1,56 (m, 2H, CH2-CH,-0OH), 1,31 (m, 15H,
CH; aliphatiques), 0,97 (t, 3H, CHs acide linolénique), 0,87 (m, 3H, CHs3 acides oléique et

linoléique).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) : & (ppm) : 131,9 — 127,1 (-HC=CH-), 63 (-CH2-OH), 32,7 — 20,5 (CH>

aliphatiques), 14,2 (CHs chaines aliphatiques).

MS [M+ Na*]: m/z 271 (linolénique), m/z 273 (linoléique), m/z 275 (oléique), m/z 277

(stéarique).

IR : vc=c = 1650 et 3010 cm™, vz, cz = 2854 et 2924 cm™?, von = 3340 cm’™.
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Une solution de p-TsCl (5,82 g; 2 éq) dans 45 mL de chloroforme anhydre est ajoutée au
goutte a goutte a un mélange contenant I'alcool gras synthétisé précédemment (5,36 g ; 19,9
mmol ; 1 éq), de la TEA (6,02 g; 3 éq), et de la DMAP (0,242 g; 0,1 éq) dans 35 mL de
chloroforme anhydre, sous atmosphére inerte.

Le mélange réactionnel est agité pendant 20h a 30°C, puis concentré, dilué dans 50 mL
d’AcOEt, et lavé 6 fois avec 30 mL de NaHCOs saturé et une fois avec une solution de NaCl
saturée. La phase organique est ensuite séchée sur MgS0O4 et concentrée.

Le produit brut est purifié par chromatographie sur colonne de silice (silicagel pour
chromatographie, 60-200 um, 60 A) éluée au cyclohexane/acétate d’éthyle (91/9, v/v) pour

obtenir un liquide huileux avec un rendement de 52 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8(ppm): 7,77 (d, 2H aromatique), 7,35 (d, 2H aromatique), 5,34 (m,
4H, —HC=CH-), 4,01 (t, 2H, -CH2-OTs), 2,80 (m, 2H, -HC=CH-CH,-CH=HC-), 2,44 (s, 3H, -CH3),
2,05 (m, 2H, -HC=CH-CH,-CH,-), 1,60 (m, 2H, -CH2-CH,-OTs), 1,25 (m, 16H, CH, aliphatique),

0,97 (t, 3H, CHs acide linolénique), 0,87 (m, 3H, CHs acides oléique et linoléique).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3) : 6 (ppm) : 144,8 (aromatique), 139 —127,3 (-HC=CH-), 71 (-CH,-OTs),
32,1 -20,9 (CH; aliphatiques), 14,6 (CHs chaines aliphatiques).

MS [M+ Na*]: m/z 441 (linolénique), m/z 443 (linoléique), m/z 445 (oléique), m/z 447

(stéarique).

IR : ve=c = 3007 cm™, vcua, iz = 2852 et 2922 cm'?, vs-0= 1361 cm™ et 1177 cm’™.
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O

— — B
o<

Un mélange d’alcool gras (2,12 g ; 1 éq) et de la triéthylamine (3,35 mL ; 3,1 éq) sont mélangés

dans 53 mL de dichlorométhane anhydre sous atmosphére inerte. Le bromure de 2-bromo-2-
méthylpropionyle est ensuite ajouté au goutte a goutte au mélange refroidi par un bain de
glace. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 4 heures.

Il est ensuite successivement lavé par 20 mL d’une solution de HCl a 0,1 M, 20 mL d’une
solution d’hydrogénocarbonate a 0,1 M et 20 mL d’une solution saturée de chlorure de
sodium. La phase organique est séchée sur MgSQy, filtrée et concentrée. Le produit brut est
purifié sur colonne de silice (silicagel pour chromatographie, 60-200 um, 60 A) avec I'éluant

cyclohexane/diéthyléther (90/10, v/v).

RMN H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 5,36 (m, 4H, -HC=CH-), 4,16 (t, 2H, -CH,-OCO-), 2,80 (m,
2H, -HC=CH-CH2-HC=CH-), 2,05 (m, 2H, -HC=CH-CH>-CH>-), 1,93 (s, 6H, (CHs).C-), 1,67 (m, 2H,
-CH2-CH,0CO0-), 1,31 (m, 16H, CH; aliphatique), 0,97 (t, 3H, CHs acide linolénique), 0,88 (m,

3H, CHs acides oléique et linoléique).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3) : & (ppm) : 171,7 (C=0), 131,9 — 127 (-HC=CH-), 66,1 (-CH,-OCO), 55,9
(-C-Br), 31,8 — 22,6 (CH; aliphatiques), 30,7 (Br(CHs).C-), 14,1 (CHs chaines aliphatiques).

MS [M+ Na*]: m/z 421 (linolénique), m/z 423 (linoléique), m/z 425 (oléique), m/z 427

(stéarique).

IR : vc=c= 3010 et 1652 cm™?, Ve, ez = 2924 et 2853 cm™, ve=0= 1735 cm™, vc.gr = 646 cm™.
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B. Synthese des polymeres thermo-sensibles

Les amorceurs LTs (lipide-b-poly(oxazoline)s) ou MeOTs (poly(oxazoline)s) (1 éq), les
monomeres EtOx ou iPrOx (26 éq) et I'acétonitrile anhydre sont introduits dans un tube a
micro-ondes purgé a |'azote. La réaction de polymérisation est réalisée avec un appareil a
micro-ondes CEM Discover a 140°C pendant 30 min sous pression d’environ 5 bars, puis la
terminaison a lieu par ajout d’une solution méthanolique de KOH 1M en exces. Le polymere
est ensuite purifié par dialyse dans I'eau milliQ (cut-off 500-1000 Da) pendant 3 jours, puis

récupéré apres lyophilisation.

+* Synthése d’homopolyméres hydrophiles a partir de MeOTs :

HBC{N/\)ESOH
O R
R = éthyle ou isopropyle
RMN H (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 3,7-3,1 (m, 4H, N-CH2-CH2-), 3,0 (s, 1H, -CHs), 3,0-2,5 (m,
1H, -CH-(CHs)2), 2,4-2,1 (m, 2H, -CH>-CHs), 1,1 (m, 9H, CHs des groupements éthyle et

isopropyle).

0,

+* Syntheése de polymeéres amphiphiles a partir de LTs :

NSNS S O

0] R
R = éthyle ou isopropyle
RMN *H (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 5,35 (m, 2H, -HC=CH-), 3,7 — 3,1 (m, 4H, N-CH,-CH>-), 2,80
(m, 2H, -HC=CH-CH2-HC=CH-), 3,0 = 2,5 (m, 1H, -CH-(CH3)2), 2,4 — 2,1 (m, 2H, -CH»-CH3), 1,88

(m, 2H, -HC=CH-CH2-CH>-), 1,24 (m, 2H, CH; aliphatiques), 1,11 (m, 9H, CH3 des groupements

éthyle et isopropyle), 0,97 (t, 3H, acide linolénique), 0,87 (m, 3H, acides oléique et linoléique).
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IR : vo-n = 3455 cm™, ve=c = 2969 cm?, vena, cis = 2931 et 2873 cm™L, ve=0 (amide) = 1631 cm™, veoy

(amide) = 1200 Cm_l.

Le bromure de cuivre (I) (1 éq) et le bromure de cuivre (ll) (0,05 éq) sont introduits dans un
schlenk fermé par un septum, et soumis a trois cycles vide/argon pour éliminer I'oxygéne. Le
lipoamorceur bromé (1 éq), le monomére OEGMA (25 éq), le catalyseur HMTETA (1 éq) et
I’éthanol (Vethanol /Voeema = 3/1) sont introduits dans un second schlenk, dégazés par trois
cycles congélation/décongélation et transferés via une canule dans le premier schlenk. Le
mélange est agité a température ambiante.

La cinétique de polymérisation est obtenue par plusieurs prélévements réguliers d’une
fraction du mélange réactionnel a l'aide d’'une seringue dégazée. Les prélévements pour la
RMN sont ajoutés a du CDCls et directement analysés, tandis que les prélevements pour la SEC
sont évaporés, filtrés sur colonne d’alumine avec du THF, évaporés a nouveau puis analysés.

Le polymere final est traité de la méme fagon et purifié par dialyse dans un mélange eau/EtOH
90 :10 avec une membrane en cellulose (Cut-off 500-1000 Da) jusqu’a ce que tout résidu de

monomere ait disparu en SEC. Le copolymere final LPOEGMA est isolé par lyophilisation.

C. Synthése des fluorophores pour le FRET

HN"s O

Le protocole de cette synthése est décrit par Gellerman et al. ?

La verrerie (un ballon bicol 25 mL et deux ballons coniques 25 mL) a été préalablement séchée
a I'étuve, puis placé sous argon avant l'introduction des réactifs.

L’hydrure de sodium NaH 60% en dispersion dans I'huile (0,11 g ; 2,2 éq) a été introduit dans
le bicol et solubilisé dans 2 mL de DMF anhydre. Le trityl mercaptan (0,55 g ; 1 éq) a été pesé
sur papier de pesée, introduit dans un des ballons coniques, puis solubilisé en mélangeant
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bien dans 3 mL de DMF anhydre. Cette solution a ensuite été ajoutée dans le bicol au goutte
a goutte a I'aide d’une seringue a 0 °C car la réaction est exothermique, et le ballon conique a
été rincé avec 0,5 mL de DMF anhydre supplémentaire aussi introduits dans le bicol. Le
mélange est agité pendant 10 min.

La 3-bromopropylamine bromhydrate (0,44 g; 1 éq) est ensuite pesée puis introduite dans
I’autre ballon conique, et solubilisée dans 2 mL de DMF anhydre, avant d’étre ajoutée dans le
bicol. Le mélange est agité 15 min supplémentaire a 0 °C sous atmosphére inerte.

L'agitation est finalement maintenue a température ambiante toute la nuit toujours sous
argon.

Le lendemain, 10 mL d’eau sont ajoutés au goutte a goutte, suivi de 10 mL d’acétate d’éthyle.
Une extraction liquide-liquide est réalisée et répétée 2-3 fois pour éliminer le DMF et
récupérer le maximum de produit brut. La phase organique est séchée sur MgSQOs et
concentrée.

Une filtration sur silice (ou colonne de silice sur verre fritté avec une pompe a vide) est ensuite
effectuée pour purifier le produit. La silice (40-63 um) est bien mouillée avec du
dichlorométhane, et le produit solubilisé dans du dichlorométhane est versé sur la silice.
Rincer successivement avec un mélange DCM/MeOH (environ 100 mL) avec un gradient de
100/0 a 90/10 en changeant la fiole a vide a chaque fois. Refaire cette étape de purification si
nécéssaire en changeant de fiole dés que la partie jaune est passée.

Les fractions sont ensuite concentrées, séchées et analysées en RMN *H.

RMN H (300 MHz, CDCl3) : § (ppm) : 7,44 — 7,38 (m, 6H, Har), 7,31 — 7,18 (m, 9H, Har), 2,68 (t,
J=7,1Hz, 2H, CH,), 2,21 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH), 1,59 (m, 2H, CH>).

MS [M+ H*] : m/z 334
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% Synthése du 7-(diéthylamino)-2-oxo-2H-chroméne-3-carboxylate d’éthyle :

0

oo
N 070
P

Le protocole de la synthése de ce composé a été mis au point par Corrie 2.

Le 4-(diéthylamino)salicylaldéhyde (5 g; 26 mmol) et le malonate de diéthyle (8,46 g; 53
mmol) sont mélangés avec la pipéridine (0,198 g ; 2,3 mmol) dans 30 mL d’éthanol. Le mélange
est chauffé a reflux pendant 12 h, puis concentré a I’évaporateur rotatif. S’il reste du malonate
de diéthyle liquide dans le ballon, le solide est filtré sous vide et rincé avec quelques mL
d’éthanol bien froid. Le produit pur cristallise naturellement sous hotte et est obtenu avec un

rendement de 70 %.

RMN H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) : 8,43 (s, 1H), 7,35 (d, 1H, Har), 6,60 (dd, 1H, Har), 6,46 (d,
1H, Har), 4,37 (g, 2H, OCHa), 3,45 (g, 4H, NCH,), 1,39 (t, 3H, OCH,CHs), 1,23 (t, 6H, NCH,CHa).

0,

+* Syntheése de I'acide 7-(diéthylamino)-coumarine-3- carboxylique :

o]

<N oo
P

Le protocole de la synthése de ce composé a également été mis au point par Corrie?, cette
molécule dérivant directement de I’ester ci-dessus.

Le 7-(diéthylamino)-2-oxo-2H-chromene-3-carboxylate d’éthyle (5,20 g; 18 mmol) est placé
dans un ballon avec 30 mL de méthanol et chauffé a reflux jusqu’a solubilisation compléte.
rapidement. Apres 10 min, le milieu réactionnel est refroidi, acidifié avec environ 15 mL d’une
solution de HCl 2 M jusqu’a obtention d’un solide orange. Ce solide est filtré, rincé a I'eau
jusqu’a pH neutre puis au MeOH pour éliminer I'’eau. Il est ensuite séché au dessiccateur avec

P,0s. Le produit pur est obtenu avec un rendement de 84 %.
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RMN H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 12,35 (s, 1H, OH), 8,65 (s, 1H), 7,44 (d, 1H, Has), 6,72 (dd,
1H, Har), 6,53 (d, 1H, Har), 3,48 (g, 4H, NCH2), 1,26 (t, 6H, CH3).

% Synthése du 7-(diéthylamino)-2-oxo-N-(3-(tritylthio)propyl)-2H-chromene-3-

carboxamide (C1) :

L’acide 7-(diéthylamino)-coumarine-3- carboxylique synthétisé précédemment (0,38 mmol ; 1
éq) est dissous dans 1 mL de SOCl, dans un ballon de petit volume (10 ou 25 mL), et le mélange
réactionnel est agité pendant 2h a 20°C. Le SOCI; résiduel est éliminé sous pression réduite a
I’évaporateur rotatif (avec une trompe a eau) et le chlorure d’acyle obtenu est dissous dans 2
mL d’acétonitrile anhydre.

La 3-(tritylmercapto)propylamine (0,57 mmol ; 1,5 éq) et la triéthylamine (EtsN) (0,55 mmol ;
1,45 éq) sont ensuite ajoutées successivement dans le ballon sous atmosphere inerte. La
réaction est agitée pendant 2h a 20°C.

Le produit brut est concentré, dissous dans le dichlorométhane et lavé deux fois avec 50 mL
d’eau déionisée.

La phase organique est ensuite séchée avec du sulfate de magnésium (MgSQ0a), et purifié par
chromatographie sur colonne par élution au mélange cyclohexane/AcOEt (70/30 — Rf = 0,16
puis 60/40, v/v — Rf = 0,42). Le produit pur obtenu, avec un rendement de 60%, est un solide

jaune.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) : & (ppm) : 8,66 (s, 1H), 7,43-7,15 (m, Har), 6,64 (dd, 1H, Ha), 6,51
(d, 1H, Har), 3,47 (q, 2H, CONHCHa), 3,30 (g, 4H, NCHa), 2,22 (t, 2H, SCH2), 1,66 (Q, 2H, -CH2-
CH2-CH1-S-), 1,24 (t, 6H, CH3).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) : 6 (ppm): 163,06 et 162,66 (2C, C=0), 157,64 (-Ca-0-CO), 152,51 (-
Car-N-CH;-), 147,97 (-C-C-CONH-), 144,91 (Car(coumarine)), 126,58-131,11 (Ca trityle), 110,45
(Car (coumarine)), 109,92 (-C-CONH-), 108,41 (Car (coumarine)), 96,62 (Car (coumarine)), 66,64
(-S-C(Ph)s), 45,10 (CH3-CH2-N-), 38,81 (-CH2-NH-), 29,48 (-CH2-S-), 28,69 (-CH2-CH2-NH-), 12,46
(-CH3).
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MS [M+ Na*] : m/z 599

+» Déprotectionde C1 :

0

lsnane.
N o o

)

C1 (0,069 mmol; 1éq) est dissous dans 4,6 mL de dichlorométhane. 2,3 mL d’acide
trifluoroacétique (TFA), ainsi que le triéthylsilane (44 uL; 0,28 mmol ; 4éq) sont ajoutés
successivement. Le mélange réactionnel est agité a 20°C sous atmosphere inerte pendant 1h,
puis versé dans de I'eau déionisée glacée et neutralisé avec environ 20 mL d’une solution de
carbonate de potassium. Le produit est extrait au chloroforme, la phase organique est ensuite
lavée a I’eau et avec une solution de HCl a 5% wt, puis séchée sur MgS0Oa4. Aprés concentration
a l'évaporateur rotatif, un solide jaune est récupéré. Le produit brut est purifié par
chromatographie sur colonne dans I'éluant cyclohexane/AcOEt (70/30, v/v) jusqu’a obtention

du produit pur avec un rendement de 100%. (Rf = 0,40 dans cyclohexane/AcOEt 1/1).

RMN *H (300 MHz, CDCls) : & (ppm) : 8,86 (m, 1H, -CONH), 8,73 (s, 1H), 7,49 (d, 1H, Ha/), 6,81
(dd, 1H, Har), 6,67 (s, 1H, Har), 3,58 (g, 2H, -CONH-CH>-), 3,45 (g, 4H, -N-CH2-CHs), 2,60 (q, 2H,
-CH2-SH), 1,93 (quint, 2H, -CH2-CH,-SH), 1,51 (t, 1H, -SH), 1,25 (t, 6H, -CHs).

Dérivé du 1,8-naphtalimide

*

+* Synthése de I'anhydride 4-(N,N-diméthylamino)-1,8-naphtalique :

\ @]
)
/ o)
(O~
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- Synthése par voie thermique :

La synthése de ce composé est décrite par Kollar et al. 3

Dans un bicol de 50 mL muni d’un réfrigérant, 'anhydride 4-bromo-1,8-naphtalique (1,11 g;
4 mmol) est solubilisé dans 28 mL de 3-méthylbutan-1-ol et la solution est chauffée a 132 °C
sous agitation. Le 3-diméthylaminopropionitrile (1,6 g; 16 mmol) est ensuite ajoutée et le
mélange est agité pendant 12 h. Le solide obtenu est filtré, lavé a I’eau et au cyclohexane froid

et séché pour obtenir des cristaux orange avec un rendement de 72 %.

—-> Synthése par voie micro-ondes :

L'anhydride 4-bromo-1,8-nphtalique (0,56 g; 2 mmol), le 3-diméthylaminopropionitrile (0,8
g ; 8,15 mmol) sont mélangés dans 14 mL de 3-méthylbutan-1-ol dans un tube a micro-ondes
G30.

L'appareil a micro-ondes est programmé pour effectuer une montée en température jusqu’a
200 °C avec une agitation a 1000 rpm. La température de 200 °C est maintenu pendant 15
min. Puis, le tube est refroidi a température ambiante. L’agitation est maintenue pendant
toute la durée de I'expérience.

Le mélange est ensuite filtré sur fritté, rincé a I'’eau et a I'éther de pétrole, et enfin séché.

Le produit pur est obtenu avec un rendement de 66 %.

RMN H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 8,40 — 8,60 (m, 3H, -CH-), 7,68 (t, 1H, -CH-), 7,12 (d, 1H, -
CH-), 3,18 (s, 6H, CHz-N).

*

«» Synthése du Naphtyle thiol protégé (N1) :

L'anhydride 4-diméthylamino-1,8-naphtalique (1,24 mmol ; 1 éq) est solubilisé dans 10 mL de

DMF dans un ballon bicol équipé d’'un barreau aimanté et d’'un réfrigérant. La 3-
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(tritylmercapto)propylamine (1,83 mmol ; 1,5 éq) est ensuite ajoutée a I'aide d’un entonnoir.
Le milieu est placé sous atmosphére inerte et mis a reflux pendant une nuit. Le mélange est
concentré a I'évaporateur rotatif, solubilisé dans du dichlorométhane, lavé a I’eau et avec une
solution de NaCl saturée, puis séchée sur MgS0a. La phase organique est finalement filtrée et
concentrée sous pression réduite. Apres purification sur colonne de silice dans I'éluant
cyclohexane/acétate d’éthyle 90 :10 (Rf = 0,18), le produit pur est obtenu avec un rendement

de 30 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8,54 (d, 1H, Har), 8,45 (d, 2H, Har), 7,65 (dd, 1H, Har), 7,39
(d, 6H, Har), 7,40 — 7,08 (m, 13H, Har), 4,08 (t, 2H, -N-CH2-CH2-), 3,11 (s, 6H, -CH3), 2,23 (t, 2H,
-CH,-STr), 1,81 (quint., 2H, -CH2-CH,-STr).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) : & (ppm): 164,41 et 163,85 (2C, C=0), 156,94 (Car), 144,96 (Ca/),
123,12-132,62 (Car), 115,11 (Car), 113,35 (Car), 66,66 (-S-C(Ph)s), 44,83 (-CH3), 39,44 (-CH,-CH,-
STr), 29,77 (-CH2-CH2-STr), 27,38 (-N-CH,-CH2-)

MS [M+ Na*] : m/z 579

*

« Déprotection de N1 :

N1 (50 mg; 0,09 mmol; 1éq) est dissous dans 6 mL de dichlorométhane. 3 mL d’acide
trifluoroacétique (TFA), ainsi que le triéthylsilane (58 uL; 0,36 mmol ; 4éq) sont ajoutés
successivement. Le mélange réactionnel est agité a 20°C sous atmosphere inerte pendant 1h,
puis versé dans de I'’eau déionisée glacée et neutralisé avec environ 20 mL d’une solution de
carbonate de potassium %. Le produit est extrait au chloroforme, la phase organique est
ensuite lavée a 'eau et avec une solution de HCl a 5% wt, puis séchée sur MgSOa. Apres
concentration a I'évaporateur rotatif, un solide orangé est récupéré. Le produit brut est purifié
par chromatographie sur colonne (cyclohexane/AcOEt 80 :20 — Rf = 0,24) jusqu’a obtention

du produit pur avec un rendement de 77%.
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Partie expérimentale

RMN H (300 MHz, CDCls) & (ppm) : 8,56 (dd, 2H, Har), 8,46 (dd, 1H, Ha), 7,66 (dd, 1H, Har),
7,12 (d, 1H, Har), 4,29 (t, 2H, -N-CH2-CHa-), 3,11 (s, 6H, -CHs), 2,60 (g, 2H, -CH2-STr), 2,07 (quint.,
2H, -CHa-CH2-STr).

MS [M+ H*] : m/z 315

D. Greffage par réaction thiol-éne

Les réactifs appropriés (dérivés de I’huile de lin ou copolymeres et fluorophores) sont ajoutés
dans un tube a essai en verre fermé par un septum. Le tube est mis sous atmosphére inerte
(N2) pendant 5 min, puis le solvant de la réaction anhydre ajouté. La solution est dégazée par
bullage de N2 pendant 10 min, puis le tube positionné a environ 5 cm de la lampe avec un
angle d'inclinaison de 45°, et protégé avec du papier aluminium.

Le photoamorceur, préalablement solubilisé dans le solvant de la réaction a une concentration
de 2 g/L et mis sous atmosphére inerte, est incorporé toutes les 30 minutes (en quantités
équivalentes) dans le tube a I'aide d’une seringue. La solution initiale de photoamorceur a été
concentré suffisamment pour n’avoir a ajouter au total pas plus de 0,5 mL pour éviter de diluer
le milieu réactionnel.

Une fois l'irradiation terminée, le solvant est évaporé a |’évaporateur rotatif et le produit brut

analysé en RMN !H et en SEC.

E. Réticulation du cceur des micelles par réaction thiol-ene

Une solution de copolymeéres LPiPrOx/LPEtOx 20/80 %(w/w) est préparée dans I'eau distillée
a une concentration totale de 1 g/L.

Le dithiol (10 g/L) et éventuellement le photoamorceur (5 g/L) sont solubilisés
individuellement dans du dichlorométhane afin de faciliter leur incorporation dans le coeur
des micelles, et introduit dans la solution micellaire (environ 20-30 uL en fonction du volume
de la solution de copolymeres). Le dichlorométhane est finalement évaporé par agitation de
cette solution pendant 4 h minimum. Le volume d’eau est finalement ajusté pour obtenir la

concentration en copolymeéres de 1 g/L.
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Partie expérimentale

Cette solution a ensuite été séparée en 4 vials différents avant d’étre irradiée a différents
temps avec une lampe monochromatique (Analytiklena, 100 W) de longueur d’onde 365 nm.

Ainsi, la solution a pu étre analysée a to, puis aprés 30 min, 1h et 2h de réaction.
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Annexes

Annexe 1 - Principe de la technique de diffusion de la lumiére

Les nanoparticules en solution sont principalement soumises aux chocs continus avec les
molécules de solvant qui entrainent un mouvement désordonné et aléatoire, appelé
mouvement Brownien, et responsable de la diffusion plus ou moins rapide des particules en
solution. La vitesse de diffusion dépend principalement de la taille des particules en solution,
ainsi que des parametres tels que la température et la viscosité du solvant. Einstein a établi
une relation entre le coefficient de diffusion D, le diamétre hydrodynamique des particules et
les propriétés du milieu liquide, en émettant I’hypothése que les particules en solution sont
des sphéres dures sans interactions les unes avec les autres. Dans ce cas, il est possible d’écrire

I’équation de Stokes-Einstein :
kgT
dh == 5
3nnD

ou kg est la constante de Boltzmann, T la température, n la viscosité et dn le diamétre
hydrodynamique qui représente le diametre d’une sphére théorique ayant le méme
coefficient de diffusion que les particules en solution.

La diffusion de lumiére est basée sur ce principe, et mesure le coefficient de diffusion des
particules pour déterminer leur taille. Le principe général de la diffusion de lumiére est décrit

sur le schéma suivant (Figure 1).

Echantillon Nanoparticule

Intensité de diffusion
- .
.

"1

Lumiere incidente Fluctuation de la lumiére diffusée

Lumiere diffusée

Figure 1 : Principe général de la technique de diffusion de lumiere

Une source lumineuse monochromatique polarisée linéairement, éclaire I’échantillon a une
longueur d’onde A (632,8 nm), et la lumiéere incidente est diffusée par les nanoparticules en

mouvement et collectée a un angle de diffusion 0 (entre le vecteur d’onde du rayonnement
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incident E et le vecteur du rayonnement diffusé E) par un détecteur qui compte les photons

diffusés.

Le vecteur de diffusion g est défini comme :

7 41Tn

q= kl—zz A .sin(g)
avec n l'indice de réfraction du milieu.
L’échelle caractéristique sondée par le rayonnement est définie par g et vaut g*. Ainsi, plus 6
est grand, plus g est grand, et plus les petits objets sont détectés.
La diffusion statique mesure l'intensité diffusée moyennée dans le temps. Elle permet de
déterminer la masse molaire, la taille et les interactions existants au sein d’un échantillon.
La diffusion dynamique prend en compte les fluctuations de l'intensité diffusée, et apporte
des informations sur la mobilité des particules en solution. Dans ce cas, trois étapes principales
sont a considérer.
D’abord, le détecteur convertit les fluctuations d’intensité diffusée en un signal électronique.
Ensuite, ce signal est traité numériquement pour générer une fonction d’auto-corrélation en
intensité.
Enfin, des algorithmes sont capables d’extraire les distributions de taille des particules a partir
de la fonction d’auto-corrélation 1.

Ces trois étapes sont schématisées ci-dessous (Figure 2) :

Fluctuations de l'intensité Fonction d'autocorrélation r Distribution des tailles

@) | (3)

Intensité (kHz)
- ’//'\
> —
)
Intensité (a.u.)

-

Temps (us) Temps_ (us)

Diameétre (nm)

Figure 2 : Les trois étapes d'une mesure en diffusion de lumiére : (1) Acquisition, (2) Corrélation, (3) Inversion *

(1) Mainard, M.; Jacob, D. Comprendre La Mesure de Taille de Nanoparticules Par Diffusion Dynamique de
La Lumiére. Photoniques 2016, 1827 (83), 40-44.
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Annexe 2: Fonctions d’auto-corrélation des solutions de LPiPrOx et LPEtOx avant et aprés
filtration 0,45 um
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Figure 3 : Comparaison des fonctions d’autocorrélation d’une solution de (A) LPiPrOx 10 g/L, (B) LPEtOx 10 g/L, (C)
LPiPrOx 1 g/L direct, (D) LPEtOx 1 g/L direct, (D) LPiPrOx 1 g/L dilution (10 g/L) et (E) LPEtOx 1 g/L dilution (10 g/L). Les
lignes continues représentent les solutions non filtrées et les pointillés représentent les solutions filtrées sur 0,45 um
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Annexe 3 - Calculs théoriques d’intensité diffusée et de rayon hydrodynamique pour des
systémes non hybridés

Si on calcule l'intensité R/K et le Ry attendus s'il n'y avait pas hybridation aux valeurs

effectivement mesurées pour le mélange, on observe :

R/K(LPiPrOx) + R/K(LPEtOx) > R/K(mélange)
1

A(LPiPrOx)  A(LPEt0x)
R,(LPiPrOx) " R,(LPEtOx)

> Rp(mélange)

ou A est I'amplitude relative de chacun des copolymeéres, pouvant étre définie comme :

4= R/K(LPOx)
~ R/K(LPiPrOx) + R/K(LPEtOx)

Le Rn obtenu par la somme théorique des deux solutions de LPiPrOx et LPEtOx a été calculé en
prenant en compte les fréquences de relaxation. En effet, plus les objets sont petits, plus leur
temps de relaxation t est grand, donc plus la fréquence de relaxation I = 1/t est petite.

(Rp) = A1Rpy + AyRpy & ATy + A1,

qui est fortement influencé par les gros objets (temps de relaxation plus élevé).
1 1 1
() =Ai5—+ A, 5— « A+ Ayl
Rp Rp4 h2

qui est fortement influencé par les petits objets, et qui reflete donc mieux la réalité.
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Annexe 4 - Extrapolation de la masse molaire apparente pour une solution de LPiPrOx a
0,1g/LaT=45°C

Pour LPiPrOx a 0,1 g/L, il y a une forte dépendance angulaire de Mapp car les objets sont
relativement volumineux. Les petits angles (petits q) représentent une vision plus lointaine de
la solution. C'est donc aux petits angles que la mesure de taille des objets est la plus réaliste.
On a pris la valeur de M, extrapolée a q -> 0 en tragant R/KC = f(q) en log-log (Figure 4). R est
I'intensité diffusée, K la constante d’appareillage, C la concentration et g le vecteur d’onde

variant avec I'angle de mesure.

1.00E+08
3 ® o
£ ®eo,
C .
Q ()
4
S~
= \

1.00E+07

5.00E+06 q (m-1) 5.00E+07

Figure 4 : R/KC en fonction de g (échelle log-log) pour une solution de LPiPrOx a 0,1 g/L dans I'eau distillée a
45°C
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Annexe 5 — Evolution du rayon hydrodynamique des mélanges LPiPrOx/Cis-b-PEO, avec la

température
1000
|
)
100 U
€
£
&
10
] "] o ] m o
1
20 25 30 35 40 45 50 55

Température (°C)

Figure 5 : Mesures en diffusion de la lumiére — Rn (échelle log) en fonction de la température pour () Cis-b-
PEO19 0,5 g/L, (O) LPiPrOx 0,5 g/L, (m) LPiPrOx/Cis-b-PEQO19 50/50 %(w/w) 1 g/L et (+) LPiPrOx/PEO 50/50
%(w/w) 1 g/L dans I'eau milliQ

10
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7
X X
_. 6
E M (u]
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3
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20 25 30 35 40 45 50 55
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Figure 6 : Mesures en diffusion de la lumiére — Rn en fonction de la température pour (O) CisE19 0,5 g/L, (®)
LPiPrOx/Cis-b-PEO19 75/25 %(w/w) 1 g/L et (k) LPiPrOx/Cis-b-PEO19 25/75 %(w/w) 1 g/L dans I'’eau milliQ
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Annexe 6 — Caractérisations des fluorophores en solvants organiques

Absorbance

1.5

5 1.4
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A (nm) Concentration (mol/L)

Figure 7 : (A) Spectres d’absorbance UV-visible de solutions de NaphtSTr a différentes concentrations dans le
dichlorométhane et (B) droite étalon correspondante a /. = 420 nm.

Tableau 1 : Caractéristiques des dérivés de Naphtyle mesurées en spectrophotométrie UV-visible dans le

dichlorométhane.
Molécule Aexc (nm) £ (L.molt.cm?)
Naphtyle 425 13900
Naphtyle thiol protégé 417 12500

Absorbance
=

250 350 450 550
A (nm)

Figure 8 : Spectre d’absorption du Naphtyle thiol protégé dans (—) le dichlorométhane, (—) le
diméthylformamide, (—) le méthanol et (—) le diméthylsulfoxyde.
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Figure 9 : (A) Spectres d’absorbance UV-visible de solutions de Coumarine (acide) a différentes
concentrations dans le dichlorométhane et (B) droite étalon correspondante a A =435 nm

Tableau 2 : Caractéristiques des dérivés de Coumarine mesurées en spectrophotométrie UV-visible dans le
dichlorométhane

Molécule Aexc (nm) € (L.molt.cm™)
Coumarine (acide) 432 285300
Coumarine thiol protégé 419 /
Coumarine thiol déprotégé 418 /

Tableau 3 : Longueur d’onde d’excitation du composé Coumarine thiol protégé dans différents solvants.

Solvants  Dichlorométhane Diméthylformamide Diméthylsulfoxyde Méthanol

Aexc (nm) 419 418 421 423
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Annexe 7 - Protocoles des différentes étapes de la synthése du BODIPY

Le BODIPY thiolé est synthétisé a partir du protocole en trois étapes publié dans la littérature

5

«* Bromopropyl-BODIPY :

Le chlorure de 3-bromopropionyle (0,86 g; 5 mmol) est solubilisé dans 60 mL de
dichlorométhane anhydre. Le 2,4-diméthylpyrrole (0,95 g ; 10 mmol) est ajouté, et le mélange
est agité sous argon pendant 1h30 jusqu’a obtention d’une solution rouge. Une analyse CCM
dans I"éluant DCM/éther de pétrole 50 :50 permet de vérifier que la totalité du 2,4-
diméthylpyrrole a été consommeée. Le mélange est ensuite refroidi a 0 °C dans un bain de glace
pendant 10 min. Puis, la triéthylamine (2,8 mL) est ajoutée et le mélange réactionnel est agité
pendant 30 min en maintenant la température a 0 °C jusqu’a obtention d’une solution jaune.
Apreés avoir retiré le bain de glace, I'éthérate de trifluorure de bore (2,5 mL; 10 mmol) est
ajouté et la solution agitée pendant 1 h a température ambiante jusqu’a obtention d’une
couleur rouge légérement foncé. Le milieu réactionnel est concentré, le produit brut est
purifié sur colonne de silice dans I’éluant DCM/éther de pétrole 50 :50 et séché sous vide. Des
cristaux orange sont obtenus avec toujours quelques impuretés (liquide rouge sombre). Un
lavage au méthanol refroidi a 0 °C permet d’éliminer les derniéres impuretés et de récupérer

le produit pur avec un rendement de 4 %.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 6,09 (s, 2H, CH2-C(CHs)-CH-), 3,48 (m, 2H, -CH2-CH2-Br),
3,46 (m, 2H, -CHa-CH2-Br), 2,51 (s, 6H, -N-C(CH)-CHs), 2,45 (s, 6H, -N-C(C)=C-CHs).
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«* Propyl thioacétate-BODIPY :

Le bromopropyl-BODIPY (150 mg ; 0,42 mmol) et le thioacétate de potassium (106 mg ; 0,93
mmol) sont mélangés dans 18 mL d’acétone et le mélange est chauffé a reflux pendant 5 h. Le
solvant est évaporé et le produit brut est purifié sur colonne de silice dans I’éluant acétate

d’éthyle/éther de pétrole 15 :85. Le produit pur est obtenu avec un rendement de 34 %.
RMN IH (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 6,08 (s, 2H, CH2-C(CH3)-CH-), 3,23 (m, 2H, -CH,-CH2-Br),
3,11 (m, 2H, -CH2-CH2-Br), 2,52(s, 6H, -N-C(CH)-CH3), 2,47 (s, 6H, -N-C(C)=C-CHs), 2,38 (s, 3H, -

CHs).

** Propyl thiol-BODIPY :

Le propyl thioacétate-BODIPY (48 mg; 0,14 mmol) et le carbonate de potassium ( 40 mg; 0,29
mmol) sont ajoutés dans un ballon et soumis a trois cycles vide/argon. Un mélange de solvant
DCM/MeOH 50 :50 (7 mL) dans lequel a préalablement bullé de I’'argon est ensuite introduit
dans le ballon ou se trouvent les réactifs. Le mélange réactionnel est agité pendant 5 ha 30 °C
sous argon. De I'acide chlorhydrique 1M est ajouté pour rendre le pH légérement acide, puis
le produit est lavé au NaCl saturé puis a I'eau, séché sur MgSO4 et concentré a I’évaporateur
rotatif. Le produit pur est obtenu aprés une purification sur colonne de silice dans I'éluant

DCM/éther de pétrole 67 :33.

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 6,05 (s, 2H, CH2-C(CH3)-CH-), 3,24-3,38 (m, 2H, -CH2-CH,-
Br), 2,86 (m, 2H, -CH2-CH2-Br), 2,5 (s, 6H, -N-C(CH)-CHs), 2,43 (s, 6H, -N-C(C)=C-CHs), 1,53 (s,
1H, -SH).
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Résumé

Les copolymeres amphiphiles stimuli-sensibles présentent un intérét particulier dans de
nombreux domaines (relargage de principes actifs, biotechnologies, chromatographie, etc.).
Le projet vise a développer des systémes micellaires mixtes constitués de deux copolyméres
thermosensibles a base d’huile de lin. Le mélange des deux copolymeéres possédant une
température de point de trouble différente permet un ajustement simple de la stabilité finale
du systéme micellaire via une modification du ratio entre les deux copolymeres. La nature des
blocs hydrophiles ainsi que leur architecture ont été variées afin d’étudier I'impact sur le
processus de comicellisation et sur les propriétés finales. Par ailleurs, la mise au point d’'une
technique de caractérisation directe basée sur le FRET (Fluorescence Resonance Energy

Transfer) afin de démontrer de facon directe la mixité des micelles a été étudiée.

Mots-clés : Copolyméres amphiphiles thermo-sensibles, huile de lin, micelles mixtes,

réticulation, hybridation, co-micellisation, fluorescence, FRET.

Abstract

Stimuli-responsive amphiphilic copolymers are of great interest in many fields (drug delivery,
biotechnologies, chromatography, etc.). This work aims at the development of mixed micellar
systems from two thermo-responsive copolymers synthesized from linseed oil. Interestingly,
when blending two thermo-responsive copolymers of close chemical composition with
different cloud points, the system stability can be easily tuned depending on the proportions
in each copolymer. The nature and architecture of the hydrophilic blocks were broadened to
study their impact onto the co-micellization process and on the final properties. Furthermore,
a novel characterization method based on FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

was studied to directly confirm the formation of mixed micelles.

Key words: Thermosensitive amphiphilic copolymers, linseed oil, mixed micelles, cross-linking,

hybridization, co-micellization, fluorescence, FRET.
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