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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Les progres réalisés dans le domaine de I'ingénierie tissulaire sont intimement liés a la
conception de nouveaux biomatériaux répondant a des cahiers des charges spécifiques. Dans un
contexte de médecine régénérative, ou les biomatériaux sont souvent implantés ou injectés chez
les patients, les biomatériaux a base de particules colloidales sont trés prometteurs.! En effet, ils
ont des propriétés modulables, notamment par leur mise en forme, et sont particulierement utiles
dans les applications de médecine régénérative. En effet, ils présentent une surface spécifique
élevée, ils permettent I'incorporation et la libération de molécules bioactives, et présentent une
capacité a s'auto-assembler (éventuellement in situ) pour former des matériaux aux propriétés
mécaniques, rhéologiques, physico-chimiques variées et controlables. De plus, ils peuvent étre
injectés dans un espace ou un défaut du tissu de taille irréguliere et remplir 'espace disponible
pour une régénération maximale. Au contraire, les matériaux tridimensionnels doivent souvent
étre adaptés aux bonnes dimensions sans un contact interfacial optimal avec le tissu.23 Les
systémes qui gélifient in situ sont particuliérement intéressants car ils peuvent étre introduits
sous forme liquide par une procédure mini-invasive, et s'adaptent également parfaitement au
défaut a réparer avant gélification.* L'auto-assemblage de ces systémes se produit généralement
par le biais d'interactions physico-chimiques (i.e électrostatiques, de van der Waals ou
hydrophobes), entre particules colloidales ou entre les particules et le milieu dispersant, qui

conduisent a leur floculation et a la formation d'une structure de réseau tridimensionnelle.

Cette étude porte sur la mise en forme d’'un biomatériau par auto-assemblage colloidal.
L’objectif est de modifier la surface de nanoparticules afin de controler les interactions
interparticulaires en fonction de la température. En effet, un systéme dans lequel les particules
seraient stabilisées a température ambiante pourrait étre facilement injecté. Une fois la
température corporelle atteinte, des interactions de type hydrophobes permettraient une
déstabilisation du systéme, entrainant une floculation des particules, et dans certains cas, une

gélification in-situ du biomatériau.

Dans un premier temps, un état de I'art sur I'auto-assemblage colloidal de particules
d’hydrogel est réalisé et amene a la stratégie de ce projet. Les résultats présentés dans ce
manuscrit sont articulés en deux parties.

La Partie 1 de ce travail porte sur la synthése et la caractérisation physico-chimique d’un
copolymere a blocs pH- et thermosensible. Elle est divisée en 4 chapitres : le Chapitre 1 établit le
contexte bibliographique de la synthése et la caractérisation de copolyméres stimuli-sensibles, les
Chapitres 2 et 3 portent sur les résultats respectifs concernant la synthese et la caractérisation du

copolymere d’intérét. Enfin le Chapitre 4 présente les méthodes et procédés utilisés dans les
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chapitres précédents.

La Partie 2 de ce manuscrit s’attache a décrire la mise en forme des nanoparticules a base
d’hydrogels ainsi que leur modification de surface avec le copolymeére thermorépondant. Elle
s’organise également en 3 chapitres qui suivent une introduction bibliographique sur la mise en
forme de particules a base de polysaccharides. Le Chapitre 1 porte sur les résultats expérimentaux
concernant la mise en forme de particules a base de polysaccharides. Le Chapitre 2 décrit la
modification de surface de ces particules avec le copolymeére étudié dans la Partie 1 et 'étude des
propriétés thermosensibles des biomatériaux ainsi formés. Enfin le Chapitre 3 présente les

méthodes et procédés utilisés dans les chapitres précédents.

Enfin, une discussion générale permet de relier les Parties 1 et 2 afin de mettre en avant les
principaux résultats obtenus dans ce projet, d’apporter une conclusion, et de discuter les

perspectives.



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

Contexte bibliographique

[.  Ingénierie tissulaire et biomatériaux

La médecine régénérative, considérée aujourd’hui comme la médecine du futur, consiste a
reconstruire des tissus endommagés, plutot que de les retirer et de les remplacer par des
transplantations ou implants comme c’est le cas jusqu’a aujourd’hui. Une des solutions pour la
reconstruction de tissus, ces derniers étant définis comme un assemblage de cellules ayant une
méme fonction, est l'ingénierie tissulaire. L’'ingénierie tissulaire est une science
interdisciplinaire qui s’appuie notamment sur la biologie cellulaire, la science des biomatériaux,
I'ingénierie biomédicale, etc, dans le but de créer ou reconstruire des tissus vivants et
fonctionnels. Pour cela, des biomatériaux sont tres souvent utilisés, en combinaison avec des
cellules et/ou des molécules bioactives. Les biomatériaux sont définis en 1986 par la Société
Européenne des Biomatériaux comme « matériau non-vivant utilisé dans un dispositif médical et
congu pour interagir avec des systemes biologiques ». Le développement du biomatériau est
particulierement critique car celui-ci doit répondre a un cahier des charges défini en fonction du
type de tissu concerné. Tous types de matériaux peuvent étre utilisés, qu’ils soient naturels,

synthétiques ou hydrides, biodégradables ou non.

Les hydrogels sont'une des familles de biomatériaux qui sont utilisés en ingénierie tissulaire
pour de nombreuses applications. Ces réseaux tridimensionnels hydratés et solides sont utilisés
pour la reconstruction de tous types de tissus, des tissus osseux aux tissus nerveux.5>-8lls sont
facilement modifiables chimiquement et ont des propriétés mécaniques qui peuvent étre
comparables a celles de I'environnement dans lequel ils sont implantés. Parmi les hydrogels, les
plus étudiés pour la médecine régénérative sont les hydrogels injectables et les hydrogels

macroporeux.?

Ces derniers sont des matrices tridimensionnelles, sous forme de mousses, qui présentent une
grande porosité (> 50 um) interconnectée, ce qui est particulierement intéressant pour la
recolonisation du matériau par les cellules.l0 Elles nécessitent cependant une implantation
chirurgicale qui peut étre associée a des risques d’infections post-opératoires ainsi qu’a des temps

et colits d’hospitalisation plus importants.

Au contraire, les hydrogels injectables sont bien moins invasifs car ils sont suffisamment fluides
pour étre injectés par voie parentérale et forment un réseau 3D une fois dans le corps.41112 Les
mécanismes de gélification peuvent étre chimiques ou physiques.13 Les gels chimiques sont

réticulés par des liaisons covalentes, alors que les gels physiques résultent de 'association des
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polymeéres entre eux par des liaisons non-covalentes comme des liaisons hydrogene, ioniques,
hydrophobes, etc. La gélification peut étre induite par I'injection en elle-méme, c’est notamment
le cas des hydrogels rhéofluidifiants qui gélifient lorsque le cisaillement de l'injection
s'interrompt,4 ou en réponse a I'environnement, dans ce dernier cas on parle d’hydrogels
injectables stimuli-répondants.15-17

Les hydrogels formés in-situ gélifient en réponse au milieu dans lequel ils sont injectés ; ils passent
donc d’une forme liquide avant injection a une forme gélifiée sur le site d’injection. La littérature
décrit trés souvent des mécanismes physiques de gélification in-situ, notamment en réponse aux
stimuli que sont la température et le pH.1819 Les hydrogels injectables stimuli-répondants peuvent
avoir diverses compositions, on distinguera dans cette étude les systemes polymeéres des
systemes particulaires. Les systemes polymeres, comme leur nom l'indique, sont composés de
polyméres qui sont stimuli-répondants,20 soit intrinsequement comme les polyélectrolytes,2122
soit grace a des modifications chimiques.23-25 Ces systémes ne seront pas détaillés ici,

contrairement aux systemes particulaires qui sont au cceur de cette étude.

II.  Systémes particulaires stimuli-répondants

1. Hydrogels composites et hydrogels colloidaux

Les systemes particulaires injectables stimuli-répondants se présentent sous la forme de
suspensions colloidales qui, aprés injection, vont former un réseau tridimensionnel gélifié en
réponse a un stimulus et par des interactions de natures diverses.26-28 Roux et al. ont décrit ces
assemblages de particules en 2013 et ont distingué deux types d’assemblages comme représenté

sur la Figure 1:1

A
e ,’ Particle-polymer

assemblies

0 . Composite gels

3D organization of
micro/nano-patticles

B

Particle assemblies

by aggregation
5 and gelation
Colloidal
suspension Colloidal gels

Figure 1 : Représentation schématique des différents types d’assemblages de particules dont font partie les gels
composites (A) et les gels colloidaux (B). Reproduit de Roux et al.t
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Les gels composites (Figure 1a) sont des assemblages de particules dans un réseau de
polymére. Le mécanisme de gélification d’'un systéme composite peut étre lié soit a des
interactions physiques ou a I'emprisonnement des particules au sein de la matrice polymeére. En
se basant sur cette derniere approche, Holland et al. ont notamment encapsulé des
microparticules de gélatine au sein d’'une matrice de poly(éthylene glycol) (PEG).2° Avant
injection, les particules sont en suspension avec des oligo-PEG, puis aprés injection, les chalnes
PEG sont réticulées pour constituer un réseau de chaines emprisonnant les particules. Sur le
méme principe de réticulation chimique de la matrice, Hong et al. ont mis au point un systeme
composite a base de microparticules d’acide polylactique (PLA) recouvertes de collagéne, dans
une matrice de chitosane.30 A I'état initial, le précurseur d’hydrogel a base de chitosane modifié
est mélangé aux particules et a I'agent de réticulation (couple redox). La réticulation a lieu apres
injection du mélange polymere/particules au sein d’'un moule a 37 °C.

L’encapsulation de particules au sein d’'une matrice de polymére n’est pas toujours liée a la
réticulation chimique de la matrice. En effet, les polymeéres comme I'agarose ou encore la gélatine,
qui sont liquides lorsqu'’ils sont chauffés et se solidifient lors du retour a température ambiante,
peuvent également permettre I'encapsulation de particules. Cette stratégie a été utilisée par Wang
et al sur leur systéme composé de microsphéres de gélatine-g-gellane incorporées dans une
matrice d’agarose.3!

Dans le cas des exemples précédents, la gélification est directement liée a un changement d’état
de la matrice polymére qui entoure les particules, celles-ci étant passivement intégrées a ce
réseau. D’autres systemes sont basés sur une gélification dans laquelle les particules jouent
activement un role. C'est le cas dans l'étude de Arimura et al. qui utilise les interactions
électrostatiques entre des microspheéres d’acide polylactique terminées -NH; (donc cationique) et
les chaines d’acide hyaluronique (polyanion) pour former des complexes polyioniques.32 Ce
systéme pH-sensible basé sur les interactions électrostatiques de ses constituants a I'avantage de

ne nécessiter aucune réticulation chimique.

Les hydrogels colloidaux (Figure 1b) sont constitués uniquement de particules qui
s’assemblent pour former un réseau tridimensionnel. Il est important de comprendre et de définir
les forces qui s’exercent dans un systeme particulaire avant de s’'intéresser aux différents

assemblages qui peuvent résulter de ces forces.

2. Interactions interparticulaires
Les assemblages de particules en agrégats ou réseaux tridimensionnels sont la conséquence
d’'une réorganisation des particules par des interactions entre elles. Ces interactions sont

directement liées a leur surface et aux forces qui s’exercent entre elles.
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1. Forces de surfaces a l'origine des interactions interparticulaires

Les forces de surfaces ont été classifiées par Israelachvili et se caractérisent ainsi :33

o Les forces de van der Waals : ces forces sont la résultante de plusieurs interactions entre
des dipoles induits et permanents (forces de Debye, London et Keesom). Elles sont faibles

mais omniprésentes et principalement attractives.

o Les forces électrostatiques : elles interviennent entre des corps chargés avec une longue
portée, appelée longueur de Debye, qui dépend de la force ionique du milieu considéré.
Les forces électrostatiques sont répulsives entre des objets de charges identiques, et
attractives pour des objets de charges opposées. L’étude des forces électrostatiques a
conduit a la théorie de Derjaguin, Laudau, Verwey et Overbeek (DLVO) qui décrit que la
force totale d’interaction entre des particules est la somme des forces attractives de van

der Waals et des forces répulsives électrostatiques.

e Les forces de solvatation: dans le cas de l'eau, les forces d’hydratation jouent sur
I'organisation des molécules d’eau au contact d'une surface. Elles incluent les interactions
hydrophobes et les interactions de déplétion.

Les interactions hydrophobes sont des interactions attractives entre des molécules ou
surfaces hydrophobes dans I'eau. Leur force motrice est entropique. En effet, lorsque les
entités hydrophobes se rapprochent, elles expulsent I'eau qui les solvate vers I'extérieur.
Cette déstructuration du réseau de molécule d’eau se traduit par une augmentation de
I'entropie, ce qui est favorable a I'équilibre thermodynamique du systéme.
Les interactions de déplétion sont des interactions attractives entre particules colloidales
en présence de petits objets (plus petites particules, macromolécules en solution,
micelles). En effet, lorsque deux particules colloidales se rapprochent, elles excluent les
petites particules entre elles. Ainsi, les petites particules exercent une pression a la surface
des grosses, sauf dans ce volume ou elles sont exclues. Ce déséquilibre de pression

osmotique entraine une attraction entre les particules colloidales.

e Les forces entropiques: elles sont typiquement d’origine stérique. Les interactions
stériques entre particules résultent de l'adsorption a leur surface de polymeres. Un
polymeére s’adsorbe généralement de maniere irréversible. En effet, le polymére crée un
grand nombre de liens avec la surface, chacun de ces liens étant une énergie d’interaction.
Pour désorber le polymere, il faudrait rompre toutes ces interactions en méme temps ce
qui est hautement improbable. En revanche, les polymeéres adsorbés peuvent s’échanger

avec les polymeéres en solution. Lorsque deux particules recouvertes d'une couche de
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polymeére se rapprochent, les couches adsorbées s’interpénétrent. La concentration locale
en « monomere » augmente, entrainant une répulsion des particules (sile polymeére est en

bon solvant).

En résumé, les forces électrostatiques et stériques sont de nature répulsives alors que les
interactions de van der Waals et les forces de solvatation sont attractives. Ces forces, auxquelles
s’ajoutent d’autres facteurs comme la concentration, la viscosité du milieu, ou encore la gravité,
sont a l'origine de la stabilité colloidale, et peuvent étre responsables de différents types de

d’interactions interparticulaires.34

2. Interactions interparticulaires

Les colloides peuvent subir, entre autres, des mécanismes d’agrégation ou de coalescence.
L’agrégation est le terme général qui englobe la floculation, c’est-a-dire I'agrégation réversible de
particules, et la coagulation, qui est 'agrégation irréversible de particules. La coalescence differe

de l'agrégation puisque les particules perdent leur individualité en fusionnant.

La gélification est la déstabilisation contrdélée d'une suspension colloidale qui résulte en la
formation d’'un réseau tridimensionnel de particules.35 La frontiére entre la gélification et
I'agrégation est parfois floue. Lors d’'une gélification, on s’attend a ce que le gel forme un réseau
qui comble le volume dans lequel il se trouve et qui ne subisse pas de précipitation, contrairement
aux agrégats qui, en fonction de leur taille, peuvent étre affectés par la gravité. La capacité d’'un
systéme a gélifier plutét qu'a s’agréger est contrdlée par de nombreux parameétres, dont la
concentration en particules, leur nature chimique et leur taille.35 Enfin, ces mécanismes
d’interactions interparticulaires, qu’ils soient réversibles ou non, peuvent étre induits par un

stimulus.36:37

3. Systémes stimuli-répondants

1. Systemes avec deux types de particules

Parmi les systémes a deux types de particules stimuli-répondants, I'exemple le plus
couramment décrit dans la littérature est celui des hydrogels colloidaux a base de nanoparticules
de charges opposées. Des particules de PLA de charges de surface positives et négatives ont été
mises au point a partir de PLA fonctionnalisés en bout de chaines par des peptides porteurs de
fonctions amines et acides carboxyliques respectivement.38 Le mélange de ces particules dans un
milieu salin provoque immédiatement leur agrégation et la formation d'une matrice de complexes
polyioniques.
Un systeme similaire a été mis au point par Van Tomme et al. a partir de dextrane modifié de

maniere a étre porteur de charges positives (ammoniums) ou négatives (carboxylates).3° Leur

11
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étude a montré qu’'un mélange en proportions volumiques
égales de suspensions a 15%., en particules gélifie

instantanément. Par ailleurs, ce gel colloidal est

rhéofluidifiant et peut s’écouler sous une contrainte de :;iﬁ::{g?s S:,ﬁ,?;:.—a’::s
cisaillement comme l'injection. Ce type de gel colloidal

bicomposant et rhéofluidifiant a également été obtenu par

Wang et al. a partir de nanoparticules d’acide poly(lactique-

co-glycolique) (PLGA) modifiées avec une polyamine ou un -

polyacide (Figure 2).40 % Network formed >§
Ces gels colloidaux ont été formulés pour obtenir différents 2 ®* o0 " A
niveaux de cohésion; des matrices tridimensionnelles et : °® ... . o®
manipulables de l'ordre du centimetre ont ainsi été ..: ::.0: .:
obtenues. L'un des inconvénients de ces systémes ® Q. ® ..

Network destroyed
Figure 1 Hydrogel colloidal formé par mélange de
des deux types de particules, contrairement aux suspensions de nanoparticules a base de PLGA
chargées positivement ou négativement. Adapté de
Wang et al %

bicomposants est qu'ils nécessitent la formulation

systemes particulaires monocomposants.

2. Systemes avec un seul type de particules

La plupart des hydrogels colloidaux avec un unique type de particules décrits dans la
littérature sont des assemblages de copolymeres a blocs.41-44 Wang et al. ont synthétisé des
copolymeres triblocs amphiphiles, a base de PEG et de poly(e-caprolactone) (PCL) modifié avec
des groupes éthers cycliques pendants, de structure PCL-PEG-PCL.#4 Ces copolymeéres
majoritairement hydrophobes (ratio massique PCL/PEG de 3:1) s’auto-assemblent en milieu
aqueux sous la forme de nanoparticules avec une couronne de PEG a l'interface avec I'eau. Leur
étude a démontré que ces nanoparticules forment un hydrogel lorsqu’elles sont chauffées a 37 °C

et qu'un retour a température permet de redisperser les objets en suspension (Figure 3).

{\? "3
PCL-PEG-PCL ) {\
k] T e

| ]
) Sell assembly
) e Sy o . __1? —_ s
]
M ricles
® Cyclic ether groups on PCL “:;':w,
dispersion

Hydrogel

Figure 2 Représentation schématique de I'auto-assemblage a 25 °C en milieu aqueux des copolymeres a blocs
PCL-PEG-PCL et thermogélification des nanoparticules a 37 °C. Adapté de Wang et al.#*

Des systemes similaires ont été décrits, dont un a partir de copolymeres triblocs de structure ABA
a base de poly(éthylene glycol) (bloc A) et de poly(ester anhydride) (bloc B) qui a fait 'objet

d’étude in vivo et pour lequel une gélification in situ a été observée chez un modéle animal.42
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Enfin, une derniére stratégie de mise en forme d’hydrogels colloidaux consiste a décorer
en surface des nanoparticules par un copolymere stimuli-répondant. Le groupe de C. Alexander a
notamment mis au point deux systémes similaires de nanoparticules cceur-couronne avec une
couronne thermorépondante.4546 Le premier est a base de microparticules de PLGA recouvertes
d’'une couronne d’'un copolymere thermosensible de méthacrylate de poly(éthyléne glycol) et
méthacrylate de poly(propyléne glycol),*s et le second a partir de microparticules de PCL avec un
revétement de poly(méthacrylate de polyéthylene glycol éthyle éther).46 Ces deux suspensions
ont montré une gélification a 37 °C pour des concentrations respectives en particules de 60%n et
19%nm.
La stratégie est particuliérement intéressante puisqu’elle permet une grande versatilité avec le
controle des propriétés des particules (diameétre, charge de surface, etc) et les propriétés du

polymeére avec lequel elles sont décorées (masse molaire, fonctionnalité, etc).

[II.  Stratégie de la these

L’état de l'art sur les systémes particulaires capables de s’auto-assembler pour former un gel
colloidal a révélé qu’'en matiere auto-assemblage thermo-induit, les copolyméres a blocs sont la
voie la plus couramment décrite. Les objets auto-assemblés a base de copolymeres
thermorépondants présentent de nombreux atouts pour des applications dans le domaine
biomédical mais également certains désavantages. En effet, la plupart des systémes décrits sont
des polymeéres synthétiques qui nécessitent une synthése complexe et qui peuvent poser des
problémes de biocompatibilité et de biodégradation par la suite.4’

Ainsi, pour palier a ces inconvénients, il serait intéressant de formuler des nanoparticules de
biopolymeéres biocompatibles, biodégradables, de taille et de porosité contrdlées, éventuellement
capables d’encapsuler et de libérer des actifs. Ces nanoparticules seraient alors modifiées en
surface pour leur apporter des propriétés thermosensibles, en les décorant par exemple d’un
polymeére lui-méme thermosensible. L'intérét de ce systeme réside dans la maitrise a la fois de la
mise en forme des nanoparticules, de la synthése du polymeére thermorépondant, ainsi que de la
densité de greffage du polymere a la surface des particules. L’objectif de ce travail de these est
donc de mettre en forme des nanoparticules modéles, de les modifier en surface avec le
polymere thermorépondant préalablement synthétisé, et d’étudier les propriétés

thermosensibles qui découlent de cette suspension de nanoparticules fonctionnalisées.

Dans un premier temps, un cahier des charges des nanoparticules modeles a été mis en
place. Ce projet s’inscrit dans un contexte biomédical ou les biomatériaux doivent répondre aux
critéres suivants: biocompatibilité, non-cytotoxicité, etc. Les polymeéres naturels, et tout

particulierement les polysaccharides, constituent une ressource de choix pour la mise en forme
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de biomatériaux; I'équipe PPB du CIRIMAT en a fait I'une de ses expertises. Le chitosane,
polymeére semi-naturel dérivé de la chitine, et I'alginate de sodium ont notamment été utilisés
pour la mise en forme de films, de matrices tridimensionnelles et ce pour des applications variées,
comme le traitement de fistules pancréatiques ou la thérapie cellulaire des tissus mous.4849 Le
choix de ces deux polysaccharides pour la formulation des nanoparticules de ce projet s’appuie
ainsi sur cette expertise. Le chitosane (CS) est un polycation et s’assemble en présence du
polyanion alginate (ALG) sous forme de complexes polyélectrolytes (PEC). Ces assemblages a
fortes interactions électrostatiques sont bien connus dans la littérature et ont montré de
nombreux intéréts en ingénierie tissulaire.48 Les nanoparticules de PEC de chitosane et d’alginate
ont notamment été mises en forme et utilisées pour la libération d’actifs.50-52 Cependant, les
polymeéres naturels comme le CS et I'ALG présentent comme inconvénient une viscosité
importante, ce qui implique de les utiliser en solution trés diluée. Travailler a de faibles
concentrations impacte la production de biomatériaux puisque de trés grands volumes de travail
sont nécessaires pour obtenir de faibles quantités de matériau. Pour contrebalancer cette
difficulté, nous proposons la mise en forme de nanoparticules modéles, constituées d’'un
cceur de silice et d'une couronne d’hydrogel de PEC. Les nanoparticules de silice sont par
ailleurs déja trés souvent utilisées comme biomatériaux et ont 'avantage de pouvoir étre
produites rapidement en grande quantité.5354 Pour reproduire l'interface d’hydrogel et la
fonctionnalité de surface des nanoparticules de PEC, nous avons souhaité enrober ces cceurs de
silice par une couronne d’hydrogel a base de CS et d’ALG. Pour cela, un assemblage par layer-by-
layer (LbL) a été réalisé et 2 bicouches de CS et d’ALG (polycation/polyanion) ont été déposées
successivement sur la surface initialement chargée négativement de silice. Ainsi, les particules
modéles cceur/couronne de silice et d’hydrogel seront mises en forme en s’appuyant sur des

protocoles existant dans la littérature.55-57

Dans un deuxiéme temps, il s’agit d’établir le cahier des charges concernant le polymeére
thermorépondant qui sera utilisé pour modifier la surface des nanoparticules cceur-couronne.
Pour cela, il est nécessaire d’envisager les différentes voies de modification de surface possibles,
les plus couramment utilisées pour la fonctionnalisation avec des brosses de polymeres étant le
grafting from et le grafting to.58 Le grafting from consiste a modifier la surface avec un amorceur
dela polymérisation et d'initier la polymérisation depuis la surface. En grafting to, le polymere est
synthétisé de maniére a présenter des groupements fonctionnels en bout de chaine ou au long de
la chaine, et il est ensuite greffé a la surface par le biais d'une réaction ou interaction spécifique.
Les avantages et inconvénients de ces deux techniques seront approfondis dans la partie 2 de ce
manuscrit ; cependant, dans le cadre de ce projet, une approche de grafting to parait la plus
pertinente car elle permet le design de macromolécules plus complexes et leur caractérisation.

Ainsi, pour pouvoir fonctionnaliser la surface des nanoparticules, le polymére doit répondre aux
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criteres suivants : i) étre thermorépondant, ii) présenter des groupements fonctionnels pouvant
permettre un greffage sur la couronne d’hydrogel des particules.
Pour répondre a ces critéres, et en s’appuyant sur I'expertise de I'équipe Polymeres de Précision
par Procédés Radicalaires (P3R) du laboratoire des IMRCP, nous proposons la synthése par
RAFT/MADIX d’un copolymére dibloc composé d’un premier bloc polyaminé a base de poly(vinyl
amine) (PVAm), et d’'un second bloc thermosensible a base de poly(N-isopropylacrylamide)
(PNIPAM). La voie d’acceés proposée pour ce copolymeére est adaptée de Mori et al. et repose sur
la copolymérisation RAFT d’un dibloc poly(vinyl phthalimide)-b-poly(N-isopropylacrylamide)
(PVPI-b-PNIPAM), suivie de I'hydrazinolyse du bloc PVPI pour obtenir la PVAm.5960
La PVAm apporte ainsi des amines primaires qui peuvent réagir avec les amines du chitosane tout
comme les acides carboxyliques de I'alginate de sodium, en fonction des agents de couplage
choisis, tandis que le bloc PNIPAM apportera les propriétés de LCST. Afin de mettre au point des
conditions de greffage optimales, une étude de la physico-chimie du copolymére en solution sera
réalisée et aura pour but de mettre en évidence linfluence du caractere pH-sensible du
copolymere sur sa thermosensibilité et les conséquences sur I'auto-assemblage thermo-induit du
copolymere en solution.

Finalement, et en s’appuyant sur les résultats obtenus, la modification de surface des
nanoparticules coeur/couronne sera réalisée et caractérisée, avec pour objectif de quantifier la
quantité de polymeére thermorépondant greffée en surface des particules et de mettre en évidence
la nature chimique de ce greffage.

L’évaluation des propriétés thermosensibles des nanoparticules modifiées aura pour but de
montrer si une thermosensibilité est observée, que ce soit par 'agrégation des particules ou leur
déstabilisation, lorsque la température est élevée au-dela de la température critique du

copolymere thermosensible.
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En résumé, I'objectif de ce projet de these est de mettre en forme des nanoparticules a

base de biopolymeres et de les fonctionnaliser (Partie 2) avec un polymeére thermorépondant

précédemment synthétisé (Partie 1) pour évaluer leurs propriétés thermosensibles en

suspension (Schéma 1).

X
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— Post-traitement \/_\/
Macro-CTA -b-PNIPAM,
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Schéma 1 Représentation schématique de la stratégie globale du projet de thése avec la mise en forme des
nanoparticules a base de polysaccharides et de leur fonctionnalisation (Partie 2) avec un polymeére
thermorépondant précédemment synthétisé (Partie 1) pour évaluer leurs propriétés thermosensibles en

16



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

Références

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Roux, R, Ladaviere, C., Montembault, A. & Delair, T. Particle assemblies: Toward new tools for
regenerative medicine. Mater. Sci. Eng. C 33,997-1007 (2013).

Hollister, S. ]. Porous scaffold design for tissue engineering. Nat. Mater. 4, 518-524 (2005).

Xie, R. et al. Self-fitting shape memory polymer foam inducing bone regeneration: A rabbit femoral
defect study. Biochim. Biophys. Acta BBA - Gen. Subj. 1862, 936-945 (2018).

Delair, T. In situ forming polysaccharide-based 3D-hydrogels for cell delivery in regenerative
medicine. Carbohydr. Polym. 87,1013-1019 (2012).

Lee, K. Y. & Mooney, D. ]. Hydrogels for Tissue Engineering. Chem. Rev. 101, 1869-1880 (2001).

Lee, ]. H. Injectable hydrogels delivering therapeutic agents for disease treatment and tissue
engineering. Biomater. Res. 22, 27 (2018).

Yue, S., He, H,, Li, B. & Hou, T. Hydrogel as a Biomaterial for Bone Tissue Engineering: A Review.
Nanomaterials 10, 1511 (2020).

Madhusudanan, P., Raju, G. & Shankarappa, S. Hydrogel systems and their role in neural tissue
engineering. J. R. Soc. Interface 17, 20190505 (2020).

Flégeau, K. et al. Toward the development of biomimetic injectable and macroporous biohydrogels for
regenerative medicine. Adv. Colloid Interface Sci. 247, 589-609 (2017).

Zhang, X. et al. An effective strategy for preparing macroporous and self-healing bioactive hydrogels
for cell delivery and wound healing. Chem. Eng. J. 425, 130677 (2021).

Liy, L., Gao, Q. Lu, X. & Zhou, H. In situ forming hydrogels based on chitosan for drug delivery and
tissue regeneration. Asian J. Pharm. Sci. 11, 673-683 (2016).

Mathew, A. P,, Uthaman, S., Cho, K.-H,, Cho, C.-S. & Park, I.-K. Injectable hydrogels for delivering
biotherapeutic molecules. Int, J. Biol. Macromol. 110, 17-29 (2018).

Sun, Y., Nan, D,, Jin, H. & Qu, X. Recent advances of injectable hydrogels for drug delivery and tissue
engineering applications. Polym. Test. 81, 106283 (2020).

Pek, Y. S., Wan, A. C. A. & Ying, ]. Y. The effect of matrix stiffness on mesenchymal stem cell
differentiation in a 3D thixotropic gel. Biomaterials 31, 385-391 (2010).

Ding, X. & Wang, Y. Weak bond-based injectable and stimuli responsive hydrogels for biomedical
applications. J. Mater. Chem. B 5, 887-906 (2017).

Fu, X., Hosta-Rigau, L., Chandrawati, R. & Cui, ]. Multi-Stimuli-Responsive Polymer Particles, Films, and
Hydrogels for Drug Delivery. Chem 4, 2084-2107 (2018).

Mantha, S. et al. Smart Hydrogels in Tissue Engineering and Regenerative Medicine. Materials 12,
3323 (2019).

Yang, J.-A., Yeom, J., Hwang, B. W,, Hoffman, A. S. & Hahn, S. K. In situ-forming injectable hydrogels for
regenerative medicine. Prog. Polym. Sci. 39, 1973-1986 (2014).

Kim, D. Y. et al. Stimuli-Responsive Injectable In situ-Forming Hydrogels for Regenerative Medicines.
Polym. Rev. 55, 407-452 (2015).

Klouda, L. & Mikos, A. G. Thermoresponsive hydrogels in biomedical applications. Eur. J. Pharm.
Biopharm. 68, 34-45 (2008).

Lv, X. et al. Influence of chitosan oligosaccharide on the gelling and wound healing properties of
injectable hydrogels based on carboxymethyl chitosan/alginate polyelectrolyte complexes.
Carbohydr. Polym. 205, 312-321 (2019).

Ishihara, M., Kishimoto, S., Nakamura, S., Sato, Y. & Hattori, H. Polyelectrolyte Complexes of Natural
Polymers and Their Biomedical Applications. Polymers 11, 672 (2019).

Chen, C.-H. et al. Injectable thermosensitive hydrogel containing hyaluronic acid and chitosan as a
barrier for prevention of postoperative peritoneal adhesion. Carbohydr. Polym. 173, 721-731 (2017).
Sabourian, P. et al. Stimuli-responsive chitosan as an advantageous platform for efficient delivery of
bioactive agents. J. Controlled Release 317, 216-231 (2020).

17



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Safakas, K, Saravanou, S.-F., latridi, Z. & Tsitsilianis, C. Alginate-g-PNIPAM-Based Thermo/Shear-
Responsive Injectable Hydrogels: Tailoring the Rheological Properties by Adjusting the LCST of the
Grafting Chains. Int. . Mol. Sci. 22, 3824 (2021).

Scott, R. & Kuntz Willits, R. 16 - Future applications of injectable biomaterials: the use of microgels as
modular injectable scaffolds. in Injectable Biomaterials (ed. Vernon, B.) 375-398 (2011).

Wiltsey, C. et al. Thermogelling bioadhesive scaffolds for intervertebral disk tissue engineering:
Preliminary in vitro comparison of aldehyde-based versus alginate microparticle-mediated adhesion.
Acta Biomater. 16, 71-80 (2015).

Sahoo, |. K, VandenBerg, M. A. & Webber, M. |. Injectable network biomaterials via molecular or
colloidal self-assembly. Adv. Drug Deliv. Rev. 127, 185-207 (2018).

Holland, T. A, Tabata, Y. & Mikos, A. G. In vitro release of transforming growth factor-$1 from gelatin
microparticles encapsulated in biodegradable, injectable oligo(poly(ethylene glycol) fumarate)
hydrogels. J. Controlled Release 91, 299-313 (2003).

Hong, Y., Gong, Y, Gao, C. & Shen, ]. Collagen-coated polylactide microcarriers/chitosan hydrogel
composite: Injectable scaffold for cartilage regeneration. J. Biomed. Mater. Res. A 85A, 628-637
(2008).

Wang, C. et al. The control of anchorage-dependent cell behavior within a hydrogel/microcarrier
system in an osteogenic model. Biomaterials 30, 2259-2269 (2009).

Arimura, H., Ouchi, T., Kishida, A. & Ohya, Y. Preparation of a hyaluronic acid hydrogel through
polyion complex formation using cationic polylactide-based microspheres as a biodegradable cross-
linking agent. J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 16, 1347-1358 (2005).

Leckband, D. & Israelachvili, ]. Intermolecular forces in biology. Q. Rev. Biophys. 34, 105-267 (2001).
Cabane, B. La stabilité Colloidale des Latex. 27.

Matter, F., Luna, A. L. & Niederberger, M. From colloidal dispersions to aerogels: How to master
nanoparticle gelation. Nano Today 30, 100827 (2020).

Gibson, M. I. & O’Reilly, R. K. To aggregate, or not to aggregate? considerations in the design and
application of polymeric thermally-responsive nanoparticles. Chem. Soc. Rev. 42, 7204-7213 (2013).
Minami, S., Suzuki, D. & Urayama, K. Rheological aspects of colloidal gels in thermoresponsive
microgel suspensions: formation, structure, and linear and nonlinear viscoelasticity. Curr. Opin.
Colloid Interface Sci. 43, 113-124 (2019).

Arimura, H., Ohya, Y., Ouchi, T. & Yamada, H. Preparation of a biodegradable matrix through polyion
complex formation by mixing polylactide-based microspheres having oppositely charged surfaces. J.
Colloid Interface Sci. 270, 299-303 (2004).

Van Tomme, S. R, van Steenbergen, M. ]., De Smedt, S. C., van Nostrum, C. F. & Hennink, W. E. Self-
gelling hydrogels based on oppositely charged dextran microspheres. Biomaterials 26, 2129-2135
(2005).

Wang, Q., Wang, L., Detamore, M. S. & Berkland, C. Biodegradable Colloidal Gels as Moldable Tissue
Engineering Scaffolds. Adv. Mater. 20, 236-239 (2008).

Abulateefeh, S. R. et al. Facile synthesis of responsive nanoparticles with reversible, tunable and rapid
thermal transitions from biocompatible constituents. Chem. Commun. 6068-6070 (2009)

Liang, Y. et al. Thermoreversible gelation of poly(ethylene glycol) /poly(ester anhydride) triblock
copolymer nanoparticles for injectable drug delivery systems. Soft Matter 6, 1915-1922 (2010).
Cayre, O. ], Chagneux, N. & Biggs, S. Stimulus responsive core-shell nanoparticles: synthesis and
applications of polymer based aqueous systems. Soft Matter 7, 2211-2234 (2011).

Wang, W. et al. Controlled thermal gelation of poly(e-caprolactone)/poly(ethylene glycol) block
copolymers by modifying cyclic ether pendant groups on poly(e-caprolactone). Soft Matter 8, 1575-
1583 (2012).

Wang, W. et al. Biodegradable Thermoresponsive Microparticle Dispersions for Injectable Cell
Delivery Prepared Using a Single-Step Process. Adv. Mater. 21, 1809-1813 (2009).

Ghanami, R. C. A, Saunders, B. R,, Bosquillon, C., Shakesheff, K. M. & Alexander, C. Responsive
particulate dispersions for reversible building and deconstruction of 3D cell environments. Soft
Matter 6, 5037-5044 (2010).

18



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Englert, C. et al. Pharmapolymers in the 21st century: Synthetic polymers in drug delivery
applications. Prog. Polym. Sci. 87, 107-164 (2018).

Conzatti, G. et al. Elaboration of a thermosensitive smart biomaterial: From synthesis to the ex vivo
bioadhesion evaluation. Colloids Surf. B Biointerfaces 175,91-97 (2019).

Bushkalova, R. et al. Alginate-chitosan PEC scaffolds: A useful tool for soft tissues cell therapy. Int. J.
Pharm. 571, 118692 (2019).

Arora, S., Gupta, S., Narang, R. K. & Budhiraja, R. D. Amoxicillin Loaded Chitosan-Alginate
Polyelectrolyte Complex Nanoparticles as Mucopenetrating Delivery System for H. Pylori. Sci. Pharm.
79, 673-694 (2011).

Friedman, A. ]. et al. Antimicrobial and Anti-Inflammatory Activity of Chitosan-Alginate
Nanoparticles: A Targeted Therapy for Cutaneous Pathogens. J. Invest. Dermatol. 133, 1231-1239
(2013).

Wau, D. et al. Chitosan-based Colloidal Polyelectrolyte Complexes for Drug Delivery: A Review.
Carbohydr. Polym. 238, 116126 (2020).

Lagarrigue, P. et al. Well-defined polyester-grafted silica nanoparticles for biomedical applications:
Synthesis and quantitative characterization. Polymer 211, 123048 (2020).

Pandele, A. M., Andronescu, C., Ghebaur, A, Garea, S. A. & lovu, H. New Biocompatible Mesoporous
Silica/Polysaccharide Hybrid Materials as Possible Drug Delivery Systems. Materials 12, 15 (2019).
Yang, Y.-]. et al. Mesoporous silica nanotubes coated with multilayered polyelectrolytes for pH-
controlled drug release. Acta Biomater. 6, 3092-3100 (2010).

Feng, W. et al. Effect of pH-Responsive Alginate/Chitosan Multilayers Coating on Delivery Efficiency,
Cellular Uptake and Biodistribution of Mesoporous Silica Nanoparticles Based Nanocarriers. ACS Appl
Mater. Interfaces 6, 8447-8460 (2014).

Du, P., Zhao, X,, Zeng, |, Guo, J. & Liu, P. Layer-by-layer engineering fluorescent polyelectrolyte coated
mesoporous silica nanoparticles as pH-sensitive nanocarriers for controlled release. Appl. Surf. Sci.
345,90-98 (2015).

Li, D, Xu, L., Wang, ]. & Gautrot, J. E. Responsive Polymer Brush Design and Emerging Applications for
Nanotheranostics. Adv. Healthc. Mater. 10, 2000953 (2021).

Maki, Y., Mori, H. & Endo, T. Controlled RAFT Polymerization of N-Vinylphthalimide and its
Hydrazinolysis to Poly(vinyl amine). Macromol. Chem. Phys. 208, 2589-2599 (2007).

Maki, Y., Mori, H. & Endo, T. Synthesis of Amphiphilic and Double-Hydrophilic Block Copolymers
Containing Poly(vinyl amine) Segments by RAFT Polymerization of N-Vinylphthalimide. Macromol.
Chem. Phys. 211, 45-56 (2010).

19



CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

20



PARTIE 1

Partie 1

Synthese et caractérisation physico-chimique

d’'un copolymere a blocs pH- et thermosensible

P1 - Chapitre 1 : Etat de I'art sur la synthese et les propriétés d’auto-
assemblage de copolymeres a blocs double-hydrophiles pH- et thermosensibles

La PRDR au service de I'ingénierie macromoléculaire

Synthése de copolymeéres a blocs par RAFT

1
2
3. Physico-chimie des copolymeres a blocs double-hydrophiles en milieu aqueux ...........
4

Stratégie de la Partie 1 ...

P1 - Chapitre 2 : Synthese des copolymeres a blocs PVAmu-b-PNIPAM,.....covvee

Stratégie de synthese......nereerrnn.

Syntheése du macro-agent de transfert PVPI,-X

Synthése par polymérisation RAFT/MADIX des diblocs PVPI-b-PNIPAMy-X..oneersnnns

Synthése des diblocs PVAmp,-b-P(NIPAM-stat-NVC),-X

Purification des diblocs......covveunee.

o 1k W

CONCIUSION et sssssens

P1 - Chapitre 3 : Propriétés d’auto-assemblage des copolymeres PVAmm-b-

PNIPAM, en milieu aqueuX.......eeen.

1. ODbjectifs .sersmsesssssssssssssssssaeens

Propriétés physico-chimiques des homopolymeres

Propriétés physico-chimiques des copolymeres

2
3
4. Propriétés d’auto-assemblage des copolymeres
5

Conclusion de I'étude physico-chimique des diblocs PVAmy,-PNIPAM,

P1 - Chapitre 4 : Matériel et méthodes

1.  Réactifs et MAtriel ..nserrenessesessesessessesssesns

2. Syntheése des copolyméres PVAmm-b-PNIPAM,

3. Etude physico-chimique des copolymeres PVAmmu-b-PNIPAM,

Annexes de la Parti€ 1.

| 2T () =) A La SN

25
25
27
33
38
41
41
42
44
55
56
57

59
59
59
60
77
85
87
87
87
92

95

105

21



PARTIE 1

22



PARTIE 1

Partie 1 : Synthese et caractérisation physico-chimique d’un
copolymere a blocs pH- et thermosensible

La Partie 1 de ce manuscrit s’attache a décrire la synthése et la caractérisation physico-chimique
des copolyméres a blocs double-hydrophiles pH- et thermosensibles PVAmpy-b-PNIPAM,. Elle
s’organise en 4 chapitres. Le Chapitre 1 est un état de I'art sur la synthése et la caractérisation de
copolymeres a blocs stimuli-répondants. Le Chapitre 2 décrit la synthese des copolymeéres
PVAmmn-b-PNIPAM, tandis que le Chapitre 3 s’intéresse a leur physico-chimie en milieu aqueux.

Enfin, le Chapitre 4 contient la partie expérimentale des deux chapitres précédents.

Chapitre 2 /\/\/_X

/“X —
X NIPAM N
Macro-CTA
PVPI, X PVPI,-b-PNIPAM,-X
Chapitre 3

Auto-assemblage ?

Post-traitement

Ta

nQ
E

_______________________________________

?

v

pKa Bl -b-PNIPAM,,

Schéma 1 Résumé graphique de la Partie 1 : Chapitre 2 : Synthése des copolyméres PVAm,,-b-PNIPAM,, Chapitre
3 : étude physico-chimique des copolymeéres en solution
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PARTIE 1 - CHAPITRE 1

P1 - Chapitre 1 : Etat de I'art sur la synthese et les propriétés d’auto-assemblage
de copolymeres a blocs double-hydrophiles pH- et thermosensibles

L’émergence des techniques de polymérisation radicalaire par désactivation réversible
(PRDR) a constitué dans les années 1990 une révolution dans le domaine de l'ingénierie
macromoléculaire. Cette avancée répond au besoin de développer une technologie combinant a la
fois les avantages de la polymérisation anionique vivante, et la polymérisation radicalaire
conventionnelle. En effet, la polymérisation anionique vivante permet le controle des bouts de
chaine ainsi que l'obtention de structures bien définies ; cependant elle requiert des conditions
trés strictes (absence de substances protiques, d'impuretés ou de groupes fonctionnels). Au
contraire, la polymérisation radicalaire conventionnelle supporte la présence de certaines
impuretés, peut avoir lieu dans des solvants protiques comme I'eau et peut étre mise en ceuvre
dans différents milieux (en masse, en solution ou en milieu hétérogene). Cependant la
polymérisation radicalaire conventionnelle est sujette a des réactions de terminaison, empéchant
le controle du bout de chaine et 'obtention d’architectures complexes et contrélées. Initialement
connue sous le terme de polymérisation radicalaire controlée, la PRDR est une approche qui
permet de limiter les réactions de terminaisons irréversibles qui posent probléme en

polymérisation radicalaire conventionnelle.

Les différents types de PRDR apparus par ordre chronologique sont : la polymérisation par
transfert d’'iode (lodine Transfer Polymerization, ITP),12 la polymérisation contrélée par des
nitroxydes (Nitroxide-Mediated Polymerization, NMP),3 la polymérisation radicalaire controlée
par des composés a base de cobalt (OrganoCobalt-mediated Radical Polymerization, OCRP),* la
polymérisation radicalaire par transfert d’atome (Atom Transfer Radical Polymerization,
ATRP),56 la polymérisation par transfert de chaine par addition-fragmentation réversible
(Reversible Addition-Fragmentation chain-Transfer Polymerization, RAFT)7 dont fait partie la

technologie MADIX (MAcromolecular Design by Interchange of Xanthates).8

Le point commun a chacune des PRDR est le processus d’équilibre réversible entre une espece
dormante (qui différe selon la technologie) et une espéce active (macro-radical en croissance)

(Figure 1).

25



PARTIE 1 - CHAPITRE 1

Désactivation réversible par couplage

k
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kdesacr " L
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Pn—X + MtYVL =—— P+ XML
desact .
Mt = Cu, Ru, Ni, Fe, Mo etc... U ~X
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Désactivation réversible par transfert dégénératif
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Pn  + Pm-X Pn—X + Pm
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- Addition-Fragmentation (S(C=S)Z) w kT kJ w
“- .
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X =1, Te-R, Sb-R2, Bi-R,, S(C=S)Z

Figure 1 Mécanisme général des techniques de PRDR

L’activation-désactivation des chaines permet de contréler leur croissance a la méme vitesse, ce

qui garantit une faible dispersité et un contréle des masses molaires obtenues.

Grace a la désactivation réversible des chaines en croissance, celles-ci ne subissent pas (ou peu)
de réactions de terminaison irréversibles. En effet, une majorité des chaines sont sous forme
dormante, c'est-a-dire qu’elles sont réactivables en vue d'une potentielle extension de chaine avec
un autre monomere. Cette particularité de la PRDR en fait un outil précieux pour l'ingénierie
macromoléculaire puisqu’elle permet d’accéder a des architectures complexes, de composition et

taille controlées (Figure 2).
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Figure 2 Exemples d’architectures macromoléculaires pouvant étre obtenues par PRDR

Nous ne détaillerons dans ce manuscrit que la polymérisation RAFT qui est la technologie utilisée

dans ces travaux et qui permet notamment la synthese de copolymeéres a blocs.

2. Synthese de copolymeres a blocs par RAFT

1. Technologie RAFT

La polymérisation RAFT est une polymérisation radicalaire par désactivation réversible
par transfert dégénératif. Les premiers travaux sur la polymérisation RAFT remontent a 1998. Ce
procédé s’est depuis largement développé dans la communauté scientifique et est reconnu comme
un outil puissant et polyvalent pour la synthése de polymeéres et de matériaux fonctionnels dans
de nombreux domaines. Le procédé RAFT utilise comme agents de transfert de chaine (CTA, chain
transfer agent) des composés thiocarbonylthio (Schéma 2), qui sont choisis en fonction de la

nature chimique du monomeére que I'on souhaite polymériser.
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S
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Dithioester ~ Trithiocarbonate Xanthate ~ Dithiocarbamate

Schéma 2 Familles de CTA couramment utilisés pour la polymérisation RAFT

Le groupe Z stabilise I'état intermédiaire de la liaison S=C alors que le groupe R est un groupe
partant qui amorce la polymérisation de nouvelles chalnes. Dans le cas d’'un groupe Z = 0-alkyl, le
CTA est un xanthate et on parle de procédé MADIX (Macromolecular Design by Interchange of
Xanthates). Le mécanisme proposé de la polymérisation RAFT/MADIX est représenté en Figure 3

ci-dessous :

I Initiator ——— 2Inite

Inite + Monomer ——— > P.*

S-R S-R .
I Po® + §=C ———= P,—S-C+ —<~—= P,—S-C +Re
74 Z Z
1 2 3 4
m Re Monomer P.e
S\\ S P
- /
V. Ppvwve & C=8mPy ——— PnvS—Q o—= Ppyw8—C + Ppwe
QO : :
Monomer 3 5 6 Monomer

IV. Ie Re, P, Py, 2, 5 ——> Dead polymer

Figure 3 Mécanisme proposé de la polymérisation RAFT. Reproduit de Hill et al.’

Un amorceur de polymérisation radicalaire génere thermiquement ou photochimiquement des
radicaux (Inite). Ceux-ci vont s’additionner sur le monomere pour former des radicaux
propageants (Pn e ) ; cette étape de propagation est commune a la polymérisation radicalaire
conventionnelle. L’étape Il est un pré-équilibre qui se traduit par 'addition des radicaux Inite et
Pn e sur I'agent de transfert de chaine (CTA) pour former des radicaux intermédiaires (2), qui vont
se fragmenter pour donner une chaine dormante (3) et un radical Re (4). Ce dernier va a son tour
former des radicaux propageants Pme. Enfin, I'équilibre principal d’addition-fragmentation
(Etape V) a lieu entre les chalnes en croissance Pne et Pme qui sont, de maniere alternée, soit

dormantes car terminées par le groupe thiocarbonylthio, soit sous forme de radical propageant.
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Enfin, des réactions de terminaisons entre les radicaux (intermédiaires et propageants) peuvent
avoir lieu. Il est important de noter que la polymérisation RAFT ne forme ni ne détruit de radicaux
au cours deI'équilibre d’addition-fragmentation, c’est pourquoi l'étape d’amorgage est nécessaire.
Deux stratégies sont alors possibles : i) I'utilisation d’'un amorceur thermique qui se décompose
en radicaux sous l'effet de la température, ii) la formation de radicaux par photochimie. En effet,
de nombreux travaux de photo-RAFT décrivent le clivage photochimique (UV ou visible) de la
liaison R-S du groupe thiocarbonylthio,10-12 ce qui a pour avantage de ne pas utiliser d’amorceur

externe et généralement de diminuer la température de polymérisation.

Dans les deux cas, une fraction de chalnes mortes est bien présente en fin de polymérisation mais
reste minoritaire par rapport aux chaines dormantes. Ces derniéres peuvent, avec I'apport de
nouveaux radicaux dans le milieu, agir comme macro-CTA de la polymérisation d’'un nouveau

monomere ce qui mene a la synthese de copolymeres a blocs.

2. Copolymérisation de monomeéres N-vinyliques
Monomeres N-vinyliques par RAFT

De maniére homologue aux monomeéres styréniques, acryliques et acrylamides, la famille
des monomeéres N-vinyliques présente une grande richesse en terme de structures chimiques, ce

qui permet la synthése de polymeéres fonctionnels aux propriétés et fonctions variées (Figure 4).13

) = = =
N O N/ Ry 0O N (o] (o] N 0]
G H (2
NVC NVIn '
NVPI NVNPI
N N N N
N._O N0 N_o N_ o
o O
NVP NVCL NVF  NVA:R =H
NMVA: R = CH,
) ) N
N N Mo
3 %0ne
R
NVIm NVIm-X NVTri

Figure 4 Exemples de monomeres N-vinyliques non-conjugués utilisés en PRDR.
Reproduit de Nakabayashi et al. 13

Ces monomeéres sont facilement polymérisés par polymérisation radicalaire conventionnelle,

mais leur polymérisation contrdlée nécessite plus d’efforts. En effet, ces monomeres générent des
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radicaux tres réactifs car ils ne sont pas stabilisés par conjugaison et du fait du caractére donneur
d’électrons de leur groupe pendant. La réactivité de ces radicaux propageants favorise des
réactions de transfert et de terminaison non-désirées.14 Par exemple, le groupe de Klumperman a
identifié des réactions parasites lors de la polymérisation de la N-vinyl pyrrolidone (NVP) avec
des xanthates, notamment lorsque la réaction est menée en présence d’un xanthate porteur d’'une
fonction acide, d’eau et d'impuretés.1> Ces réactions induisent la perte du bout de chaine et donc
la perte du controle de la polymérisation; de plus, le xanthate éliminé est susceptible de réagir
avec le monomeéere pour former de nouvelles espéces de  xanthates.
Parmi les CTA présentés dans le Schéma 2, les xanthates sont les plus adaptés pour la
polymérisation des monomeéres N-vinyliques.13 Nous nous intéresserons dans ces travaux aux
polymeéres a base de N-vinyl caprolactame (NVCL), N-vinyl phtalimide (NVPI) et N-vinyl carbazole

(NVC), et plus particuliérement aux copolymeres a blocs.

Synthése de copolymeres a blocs a base de poly(vinyl amine)

Les copolymeres a blocs (CB) sont une classe spécifique de copolymeéres dont les unités de
monomeres identiques sont regroupées en blocs discrets le long du polymeére. Les CB peuvent
avoir différentes architectures : linéaires, en peigne, en étoile, ou encore cycliques. Deux stratégies
existent pour la synthése de ces copolymeéres : i) 'addition séquentielle de monomeres lors d’une
polymérisation vivante ou contrdlée, 1617 ii) le couplage de segments de chaines distincts par leurs
bouts de chalnes.18
Les techniques de PRDR précédemment décrites sont trés adaptées a I'addition séquentielle et
permettent la formation de CB de masses molaires et compositions contrélées. Dans le cas de la
synthése RAFT d'un copolymere AB, il s’agit de polymériser un monomere A en présence d'un
agent de transfert de chalne X pour obtenir le macro-CTA correspondant. Aprés sa purification,
celui-ci est utilisé pour la polymérisation du deuxiéme bloclors de I'ajout du monomere B, menant
ainsi a la synthése du copolymere. L’'ordre de polymérisation des monomeéres A et B est
déterminant.1619 En effet, le radical propageant du bloc A doit étre un bon groupe partant pour le
bloc B.

Certains polymeres a blocs sont obtenus apres des réactions post-polymérisation. C’est
notamment le cas des copolymeres a blocs a base de poly(vinyl amine) (PVAm). La PVAm est un
polymeére cationique de structure trés simple (Figure 5) mais dont la synthése est relativement
complexe car la vinyl amine n’est pas stable et se tautomérise en I'imine correspondante.20 Les
polyméres commerciaux a base de PVAm sont issus de polymérisations radicalaires
conventionnelles, la plus courante étant la polymérisation du N-vinyl formamide (NVF) suivie de
I'’hydrolyse du PNVF correspondant.2! Les voies d’accés principales a la PVAm sont présentées sur

la Figure 5.
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Figure 5 Voies d’accés a la PVAm. Reproduit de Dréan et al.?

Concernant la PRDR, peu d’exemples dans la littérature illustrent la synthése de ce polymere, mis
a part les travaux de I'équipe d’A. Debuigne en Belgique et I'équipe de H. Mori au Japon.22-26
Les premiers s'intéressent a la PVAm pour son caractere cationique qui en fait un polymeére
intéressant pour des applications en thérapie génique.23 Dans leurs travaux, la PVAm et poly(N-
méthyl vinyl amine) (PMVAm) sont obtenues par polymérisation radicalaire contrélée par des
composés métalliques (OMRP) des monomeéres N-vinyl acétamide (NVA) et N-méthyl-vinyl
acétamide (NMVA), suivie de I'hydrolyse en milieu acide des polymeéres PNVA et PNMVA
correspondants. Dans le cas des PVAm, des hauts taux d’hydrolyse peuvent étre atteints dans les

conditions acides, jusqu’a 94 % d’aprés Dréan et al.2”

La seconde stratégie multi-étapes développée pour obtenir des polymeéres a base de PVAm de
masse molaire controlée et de faible dispersité a été proposée en s’appuyant sur la voie
« hydrazinolyse » présentée dans la Figure 5. En effet, Maki et al ont décrit en 2007 la
polymérisation RAFT du monomere NVPI, et I'hydrazinolyse du poly(vinyl phtalimide) (PVPI)
correspondant pour récupérer la poly(vinyl amine) déprotégée PVAm. Ces travaux ont été suivis
par un nombre restreint d’articles sur la synthese de copolymeéres alternés,?> et a blocs a base de
PVAm.262829 Les exemples de copolymeres a blocs synthétisés par RAFT sont présentés dans le

Tableau 1 ci-dessous :
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Tableau 1 Exemples de diblocs obtenus a partir de macro-CTA PVPI-xanthate et PVPI-dithiocarbamate

Dibloc final Macro-CTA M (conv%) Mn Composition D Ref
PVAm-PS PVPI-xanthate St (40%) 10700 - 1.53
NIPAM
PVAm-PNIPAM PVPI-xanthate 16400 - 1.62  Makiet
(97%)
al26
PVPI-dithiocarbamate NIPAM
PVAm-PNIPAM 14800 18 /82 1.38
(Z=pyrrole) (>99%)
Acryloyl L-
PVPI-dithiocarbamate Kanto et
PVAm-PALysOH Lysine 13700 30/70 1.45
(Z=pyrrole) al?®
(>85%)

ATl'exception du dibloc PVAm-PS, les polymérisations des monomeres NIPAM et Acryloyl L-Lysine
avec les macro-CTA PVPI-xanthate et PVPI-dithiocarbamate ont permis d’atteindre des bonnes

conversions.

Il est intéressant de noter que les diblocs PVAm-PNIPAM sont également thermorépondants du
fait des propriétés LCST du bloc PNIPAM. Les copolymeres a blocs thermorépondants feront

'objet de la partie suivante.

3. Synthese de copolyméres a blocs thermorépondants

Parmi les polyméres a base monomeres N-vinyliques, la poly(vinyl caprolactame) (PVCL)
est connue pour ses propriétés de LCST, celles-ci seront expliquées par la suite. De nombreuses
études ont décrit la synthese RAFT de copolymeres a blocs a base de PVCL. Liu et al ont
notamment utilisé un PEG terminé par un xanthate pour polymériser la NVCL et obtenir une
famille de diblocs PEG-PVCL de masses molaires comprises entre 10 000 et 15 000 g/mol et de
dispersités inférieures a 1,06.30 Toujours a partir d'un PEG-xanthate, Etchenausia et al. ont
synthétisé le dibloc PEG-b-P(VAc-co-VCL) en copolymérisant la NVCL avec l'acétate de vinyle
(VAc) en milieu dispersé.3! Han et al. ont étudié l'ordre de polymérisation séquentielle des
monomeres VAc et NVCL et ont montré que la synthése du dibloc PVAc-PVCL a partir d'un macro-
CTA PVAc-xanthate était plus controlée (D < 1.4) que la polymérisation inverse du monomere VAc
a partir d'un PVCL-xanthate (D >1.4).32 Des macro-CTA PVCL-xanthate ont également été utilisés
pour les syntheses des diblocs PVCL-PVP,33 ou encore le dibloc PVCL-PNIPAM.34

Le PNIPAM est également un polymere a LCST obtenu par la polymérisation du monomere N-
isopropylacrylamide. Bien qu’il ne soit pas inclus dans la famille des monoméres N-vinyliques, il
est essentiel dans cette étude de citer des exemples de diblocs thermorépondants a base de
PNIPAM et d’autres polymeres N-vinyliques, comme le dibloc PVPI-PNIPAM précédemment
décrit.26 Des diblocs PNIPAM-PNVim ont notamment été synthétisés par RAFT en présence d'un
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xanthate.35 Suachao-in et al. ont introduit statistiquement des unités NVC au sein d’un bloc
PNIPAM lors d'une copolymérisation avec un trithiocarbonate comme CTA.36 Plus récemment, des
travaux au sein de I'équipe P3R du laboratoire des IMRCP ont permis d’obtenir le dibloc PNIPAM-
PNMVA (A. Dupré-Demorsy, thése de doctorat, travaux non-publiés). Il a été démontré dans cette
étude que ce dibloc, double-hydrophile a température ambiante et amphiphile au-dela d’une
présente des propriétés intéressantes d’auto-assemblage

température  critique,

thermorépondant.

3. Physico-chimie des copolymeres a blocs double-hydrophiles (DHBC) en
milieu aqueux

1. Auto-assemblage des copolyméres amphiphiles
L’introduction d'un copolymére amphiphile dans un solvant entraine nécessairement son
agrégation du fait de la non-solubilité de 'un des deux blocs. Ce procédé d’assemblage induit la
formation d’objets de morphologies variées allant d’agrégats a des structures complexes comme

des spheres, des vésicules, etc (Figure 6).37.38

Hydrophobsic block ~WAA/\/™\ Hydrophilic block

-
B g "
p<1/3 113<p<1/2 12<p<1 p=1 p>1
= ";::,;x\‘ ‘(*;: :j‘:s' : . '_ -
BL BL B~
Spherical micelle|Cylindrical micelle| Vesicle Planar bilayer | G surface E Inverse Hex ! Inverse fcc
fcc Hex Modulated lamellae Lamellae D surface i é Inverse bcc
bee P surface | ;

Figure 6 Représentation schématique de 'auto-assemblage des copolyméres amphiphiles en fonction du
parameétre d’empilement p. Reproduit de Li et al.>

La morphologie peut étre prédite a partir du calcul du parametre d’empilement, défini tel que :
p=v.ao.l. ou v représente le volume des chaines hydrophobes, aoest I'aire de la téte hydrophile et
Ic1a longueur de la queue hydrophobe. Il a été démontré que la formation de micelles sphériques
est favorisée lorsque p < 1/3, celle de micelles cylindriques lorsque 1/3 < p < 1/2 et de vésicules

quand 1/2<p<1.
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L’auto-assemblage des copolyméres ayant fait l'objet de trés nombreuses revues
bibliographiques, nous nous intéresserons ici plus particulierement a I'auto-assemblage des

copolymeres a blocs double-hydrophiles stimuli-répondants.

2. Auto-assemblage des DHBC stimuli-sensibles

Certains copolymeres s’auto-assemblent sous I'effet d’'un ou plusieurs stimuli, on parle
alors de polymeére stimuli-répondants ou “intelligents”.*>-** Les copolymeéres a blocs stimuli-
répondants sont a I'état d’'uniméres en solution, et en réponse a un stimulus, deviennent
amphiphiles et s’auto-assemblent pour former des objets de tailles et morphologies variées. Cet
auto-assemblage stimuli-induit a seulement lieu lorsque la concentration du polymeére en solution
est supérieure a sa concentration micellaire critique (cmc), sans quoi il n’est pas possible. Les

stimuli sont souvent catégorisés selon s’ils sont chimiques (pH, force ionique, ajout d’un réactif)

ou physiques (température, champ électrique ou magnétique, contrainte mécanique, etc). **

Dans le cadre de ces travaux, 'accent sera porté sur les parameétres de température et de pH. Les
polyméres thermorépondants sont particulierement étudiés, notamment dans le domaine des
biomatériaux car ils présentent un grand potentiel d’applications en ingénierie tissulaire et en

libération d’actifs. ¥

Polymeres thermosensibles

Les polyméres DHBC thermorépondants sont composés d’au moins un bloc lui-méme
thermorépondant. Les polymeéres thermorépondants en solution présentent généralement des
propriétés de Lower ou Upper Critical Solution Température (LCST ou UCST), en francais on parle

de température de solution critique inférieure ou supérieure.

—>
>

Temperature

-~
Ly

. 4

0 1
Weight Fraction Weight Fraction

Figure 7 Transition de phase associée a un comportement de LCST (température de solution critique inférieure)
ou de UCST (température de solution critique supérieure). Reproduit de Gibson et al.*®
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Ces polymeres ont la caractéristique de subir une transition de phase lorsque la température est
élevée ou abaissée. Les polymeres a LCST sont solubles dans un solvant a basse température et
deviennent insolubles lorsque la température dépasse un seuil critique. Au contraire, les
polyméres a UCST ont le comportement opposé, ils sont insolubles a basse température et se
solubilisent lorsque la température augmente. Nous nous intéressons ici uniquement aux

polyméres LCST.

Par définition, la LCST correspond a l'extremum du diagramme de phase, c’est-a-dire la
température a laquelle la transition de phase a lieu sur toute la gamme de concentration. Pour une
concentration donnée, c’est-a-dire en tout autre point du diagramme de phase, la température
critique est appelée température de point de trouble (T, cloud point temperature). La LCST
correspond ainsi a la valeur minimale de T..

La transition de phase d’'un systeme monophasé ou le polymere est soluble dans son solvant
(typiquement l'eau), vers un systéme biphasé ou il devient insoluble, a une origine
thermodynamique. En effet, cette transition d’'un comportement hydrophile a basse température
a un comportement hydrophobe a plus haute température, s’explique par la rupture des liaisons
hydrogéne entre I'eau et le polymére. Le polymére est partiellement déshydraté et se replie sur
lui-méme, exposant ses entités hydrophiles a l'interface polymeére/eau, et regroupant ses entités
hydrophobes au cceur des agrégats.

A basse température, pour que le polymére soit soluble, I'énergie libre AG = AH - TAS est négative,
avec AH<0 du fait des liaisons hydrogéne entre 'eau et le polymere, et AS<0 car I'eau forme un
réseau structuré avec le polymere. Lorsque la température augmente, AG > 0: le terme TAS
devient prédominant devant la composante enthalpique car le polymere se déshydrate : le

polymeére est insoluble.4?

Les polymeres LCST les plus connus et décrits dans la littérature sont la PVCL*, les copolyméres
a base de poly(éthyléne glycol) et les copolyméres a base de (méth)acrylates.”**® Parmi les
acrylates sont souvent cités les polymeres suivants : le 2-(diméthylamino)éthyl méthacrylate
(DMAEMA),*® methoxyethyleneglycolacrylate (EGA),>* methoxy di(ethylene glycol) acrylate
(DEGA),>> methoxy di(ethylene glycol) methacrylate (DEGMA).>®* Enfin, la famille des
(méth)acrylamides est également représentée avec le plus connu des polymeéres LCST qui est le

PNIPAM.54

Nous nous intéresserons dans cette étude uniquement a la PVCL et au PNIPAM. Ces deux
polymeéres thermorépondants ne présentent pas le méme type de LCST. En effet, la PVCL a une
LCST de type I, c’est-a-dire un comportement classique dit de Flory-Huggins, qui est impacté par
sa masse molaire, contrairement aux LCST de type Il comme le PNIPAM dont la masse molaire

n’influe pas sur la température critique. Ce parameétre est important lorsqu’il s’agit d’ajuster la
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LCST du polymere pour une application spécifique. Pour la PVCL, il suffit de viser des masses plus
grandes pour abaisser la LCST et inversement.5> Dans le cas du PNIPAM, il convient de
copolymériser le NIPAM avec des monomeéres hydrophiles (hydrophobes) pour augmenter
(abaisser) la LCST. Les polymeéres de faibles masses molaires (< 50 kg/mol) peuvent également
voir leur LCST modifiée par le caractére hydrophile ou hydrophobe de leur bout de chaine, d’ou

I'importance du choix du CTA lors de la polymérisation RAFT notamment.56

Polymeres pH-sensibles

L’introduction d’un bloc cationique ou anionique dans un copolymeére neutre permet de
lui apporter des propriétés pH-sensibles.***’” Les polyméres pH-sensibles transitent d'un état
neutre a un état chargé, positif ou négatif, lors d’'une variation de pH, ce qui modifie leur caractére
hydrophile en solution aqueuse, le bloc chargé étant logiquement plus hydrophile.58 Les
monomeres pH-sensibles les plus couramment utilisés sont 'acide acrylique (AA) et I'acide
méthacrylique (MAA) qui permettent de synthétiser des polycarboxylates utilisés pour la
délivrance d’actifs sous forme de vésicules, micelles et nanosphéres.>® Des polyacides contenant
des fonctions acides sulfoniques,® phosphoniques,$! et boroniquesé? sont également cités dans la

littérature.

Pour la synthése de blocs cationiques, il s’agit de polymériser des monomeres a caractere basique,
qui portent généralement des fonctions amines. Parmi les acrylates, l'acrylate de
diméthylaminoéthyle (DMAEA) est copolymérisé par RAFT avec de I'acrylate de méthyle (MA)
pour former des polyacrylates cationiques, du fait des amines tertiaires, avec un pKa d’environ
7.63 La poly(vinyl amine) est un autre exemple de polymeére cationique qui a fait'objet d'une revue

par Pelton et al. **

La PVAm présente une bonne solubilité dans I'eau sur une large gamme de pH,
et un comportement de polyélectrolyte, avec un pKa d’environ 9. Bien que I'on caractérise les
polyélectrolytes par un pKa, Pelton attire I'attention sur le fait que leur comportement reste trés
différent des monoacides ou monobases correspondants. Les groupes ionisés induisent des effets

électrostatiques pouvant empécher l'ionisation des groupes adjacents.64

Les polyméres pH-sensibles sont souvent associés a des polymeéres thermorépondants afin
d’obtenir des systémes multi-répondants, qui sont particulierement utilisés dans le domaine

biomédical.65.66

Auto-assemblage des DHBC multi-répondants : pH- et thermosensibles

Etchenausia et al. ont synthétisé par RAFT des microgels de PVCL en présence du macro-
CTA cationique poly (chlorure de [2-(acryloyloxy)éthyl]triméthylammonium) (PAETAC) terminé
par un xanthate.6” La structure coeur-couronne, avec la PVCL au cceur et les brosses cationiques

de PAETAC en surface, a été confirmée par des mesures de relaxométrie T2 et de diffusion de
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neutrons. Le caractére thermosensible de ces objets a été évalué par la mesure des diametres
hydrodynamiques (Du) des particules a différentes températures. Des particules de 700 nm de
diameétre hydrodynamique a 10 °C ont notamment subi une transition volumique lors de la

déshydratation du coeur de PVCL qui s’est traduit par un diametre a 50 °C de 200 nm.

Giaouzi et al. ont décrit la synthese par RAFT de copolymeres a blocs PNIPAM-PDMAEA de
compositions variées et ont étudié leur comportement en solution a différents pH.68 Leur étude
physico-chimique, qui inclut de la diffusion de la lumiére (DLS/SLS) et de la spectrofluorimétrie,
a montré qu’a pH 3, lorsque le bloc pH-sensible est cationique, les agrégats formés au-dela de la
LCST du PNIPAM sont de type vésiculaires, alors qu'a pH 7 et 10 les agrégats ont une structure
cceur-couronne micellaire. En effet, la répulsion électrostatique des blocs PDMAEA chargés
entraine la formation de nano-objets plus grands avec un rayon hydrodynamique d’environ 120

nm a 50 °C a pH 3, contre 24 nm et 45 nm a pH 7 et 10 respectivement.

Des diblocs poly(chlorure de 3-acrylamidopropyltrimethylammonium)-poly(N-
isopropylacrylamide) (PAPTAC-PNIPAM) ont été obtenus par polymérisation MADIX et
caractérisés par Read et al.¢? Une température de point de trouble de 33 °C a été déterminée par
DSC. A 25 °C, le copolymere cationique est présent a I’état unimoléculaire, le diameétre
hydrodynamique mesuré par DLS de 5 nm étant en accord avec le rayon de giration de 5 nm
déterminé par SAXS. Au-dela de la T, les objets formés ont un diametre entre 80 et 120 nm (en
fonction de la masse molaire du dibloc) et des mesures de potentiels-{ ont permis d’identifier une

structure coeur-couronne avec le PAPTAC positivement chargé a I'extérieur des objets.

Enfin, et pour faire le lien entre tous les exemples de polyméres pH- et thermosensibles
précédemment décrits, I'équipe de Mori a synthétisé pour la premiere fois le dibloc PVAm-
PNIPAM en 2010.26 Une breve caractérisation des propriétés physico-chimiques a été réalisée puis
de nouveaux travaux ont illustré des applications de ce nouveau dibloc, notamment la formulation
de nanoparticules réticulées pour l'optoélectronique en 2015.70 Ce n’est qu’'en 2021 qu'une
caractérisation plus poussée a été réalisée dans leurs travaux sur la mise en forme de micelles
polyplexes (complexe polymére/ADN).29 Ils ont décrit 'assemblage spontané du copolymére
double-hydrophile cationique a température ambiante sous la forme d’agrégats d’environ 80 nm
de diametre hydrodynamique, avec une fraction résiduelle d'unimeéres. Cette agrégation est
expliquée par des liaisons hydrogéne intermoléculaires entre la PVAm et le PNIPAM. Au-dela de
la LCST, une unique population d’agrégats de Dy, 120 nm est observée par DLS a pH 7, 'hypothése
de micelles sphériques composées d'un cceur de PNIPAM déshydraté et d’'une couronne

cationique de PVAm est faite en se basant sur les potentiels- positifs.
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Cette étude ne s’intéresse qu’a deux pH (7 et 11) avec un pKa supposé identique a celui de la PVAm
(8.49) et la détermination de la température de point de trouble n’est pas explicitement décrite.
De méme, les hypotheses faites sur la morphologie des agrégats ne sont pas appuyées par des
résultats expérimentaux de microscopie ou de diffusion de rayons X, par exemple. Ainsi, comme
celale sera expliqué en détails dans la partie suivante, nous proposons dans ces travaux une étude
physico-chimique approfondie du comportement pH- et thermosensible du copolymere PVAm-

PNIPAM.

Dans le cadre de ces travaux de these, le polymeére ciblé a pour vocation d’étre utilisé pour

modifier la surface de nanoparticules a base d’hydrogel. Il doit répondre a deux critéres :

- Porter des fonctions chimiques permettant de le greffer a la surface des particules
- Etre thermorépondant afin d’apporter aux particules des propriétés thermosensibles
Afin de répondre a ce double objectif, nous proposons la synthése d'un copolymére a blocs, dont

chacun des blocs répond a un des criteres.

Les nanoparticules étant recouvertes d'un assemblage de chitosane et d’alginate, elles présentent
en surface des fonctions amines primaires et acides carboxyliques. Il serait donc intéressant de
synthétiser un bloc polyaminé car en présence d’agents de couplage, les amines peuvent aussi

bien réagir avec les acides qu’étre réticulées entre elles.

Concernant le bloc thermorépondant, il s’agit de polymériser un monomere LCST dont les
propriétés ont été expliquées précédemment. La cible de cette étude est donc un copolymére

poly(aminé)-b-poly(thermosensible).

Une autre stratégie aurait été de synthétiser un homopolymere thermorépondant en utilisant un
agent RAFT porteur d’'une fonction amine, de maniére a ce que les chaines soient fonctionnalisées
par un bout de chaine aminé. Cependant, la stratégie du bloc polyaminé permettra d’augmenter
I'efficacité du greffage du fait de sa plus grande fonctionnalité par rapport a un unique bout de

chaine.

Pour répondre au cahier des charges, nous proposons la synthese par RAFT/MADIX d’'un
copolymere dibloc composé d’un premier bloc polyaminé a base de PVAm, et d’'un second bloc
thermosensible a base de PNIPAM. La voie d’accés proposée pour ce copolymeére repose sur la
polymérisation séquentielle RAFT du monomere N-vinylique NVPI puis du NIPAM pour obtenir le
dibloc poly(vinyl phtalimide)-b-poly(N-isopropylacrylamide) (PVPI-b-PNIPAM), suivie de
I'hydrazinolyse du bloc PVPI pour obtenir la PVAm.2426
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Le copolymére PVAm-b-PNIPAM est double-hydrophile a température ambiante, et devient
amphiphile au-dela de sa température de point de trouble. De plus, il est pH-sensible de par son
bloc polyaminé. Comme cela I'a été décrit dans I'étude bibliographique, les copolyméres double-
hydrophiles multi-répondants subissent des transitions de phase et des réarrangements de leur
morphologie en réponse a des stimuli. Dans un premier temps, les caractéristiques physico-
chimiques de ce copolymere, c’est-a-dire son pKa et sa température de point de trouble T, seront
déterminées. Ensuite, et dans le but de mettre au point des conditions de greffage optimales, une
étude de la physico-chimie du copolymere en solution sera réalisée par différentes techniques.
L’un des objectifs de cette étude est de mettre en évidence I'influence du caractere pH-sensible du
copolymere sur sa thermosensibilité et les conséquences sur 'auto-assemblage thermo-induit du

copolymere en solution.
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P1 - Chapitre 2 : Synthese des copolymeres a blocs PVAmn-b-PNIPAM,

1. Choix de l'agent de transfert de chaine

Le choix de I'agent de transfert de chalne est essentiel en polymérisation RAFT comme
cela I’a été décrit dans la revue de littérature. Dans I'optique de pouvoir transposer dans le futur
la synthése du dibloc poly(vinyl amine)-b-poly(thermosensible) a d’autres monomeéres
thermosensibles tels que la N-vinyl caprolactame (NVCL), nous avons choisi d’utiliser un agent de
transfert de type xanthate car ceux-ci permettent a la fois un bon contréle du NIPAM et de la
NVCL.”* Les xanthates ont 'avantage d’avoir une réactivité intermédiaire, ce qui permet de
controler une large gamme de monomeres pour la copolymérisation a blocs. En s’appuyant sur
des résultats antérieurs obtenus dans I'équipe P3R du laboratoire des IMRCP, I'agent de transfert
de chaine RAFT/MADIX O-éthyl-S-(1-méthoxycarbonyl) éthyldithiocarbonate (Xanthate XA1) a
été sélectionné pour la synthése des diblocs PVAm-PNIPAM.>>%%7273 Sg structure est présentée
dans la Figure 8 ci-dessous. L'étude préliminaire de la copolymérisation de la NVCL étant un

objectif secondaire de ces travaux, elle ne sera pas explicitée dans ce manuscrit.

2. Schéma de la synthése

L’objectif de cette partie est la synthese de copolymeéres a blocs PVAmu-b-PNIPAM,, de
masses molaires controlées avec m et n les degrés de polymérisations moyens en nombre
respectifs des deux blocs. Dans un premier temps, le premier bloc PVPI,-X est obtenu par
polymérisation RAFT/MADIX du monomere NVPI en solution dans le DMF en présence de
Xanthate XA1. Le copolymere PVPI,-b-PNIPAM,-X est obtenu par polymérisation du NIPAM dans
le DMF a partir du macro-agent de transfert PVPI,-X. Deux étapes de modification chimique post-
polymérisation sont enfin réalisées. Tout d’abord, le bout de chaine xanthaté est éliminé par un
traitement radicalaire. Enfin, le premier bloc PVPI est déprotégé en présence d’hydrazine pour
obtenir la poly(vinyl amine) et donc le copolymére PVAmy-b-PNIPAM,. La séquence de synthése

est résumée sur la Figure 8 ci-dessous :
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Figure 8 Séquence de synthese des copolymeres PVAmm-b-PNIPAM,

2. Synthese du macro-agent de transfert PVPI,-X

Les premiers blocs PVPI;o-X et PVPI3-X ont été synthétisés selon le protocole de Mori et al.*

Les quantités de CTA (Xanthate XA1) ont été modifiées pour que le degré de polymérisation visé

[M]o
[CTA]o

soit 10 ou 20 selon la relation suivante : DP,, ;56 = ou [M]o représente la concentration

initiale en monomere, en 'occurrence NVPI en solution dans le DMF, et [CTA], la concentration
initiale en XA1. La quantité d’amorceur introduite est gardée constante par rapport au monomeére
dans les proportions déterminées aprés optimisation. Typiquement, pour les DP, visés de 10 et

20, les proportions utilisées sont les suivantes :

Tableau 2 Proportions Monomere/CTA/Amorceur pour la synthése des macro-CTA PVPIl,-X

Eq. mol Eq. mol Eq. mol
DP, visé
NVPI XA1 Amorceur
PVPI;0-X 10 1,000 0,100 0,015
PVPI;o-X 20 1,000 0,050 0,015

Les polymérisations de NVPI sont réalisées a 60 °C pendant 24 h dans le DMF. Un échantillon du
brut réactionnel est prélevé afin d’en déterminer par résonance magnétique nucléaire (RMN) la
conversion en monomere. Le polymeére est précipité dans I'éther diéthylique puis filtré et séché
sous vide. Le polymeére précipité est alors caractérisé par RMN 1H dans le DMSO-d6 tel qu'illustré

dans la Figure 9 ci-dessous :
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Figure 9 Spectres RMN *H ¢ 300 MHz dans le DMSO-d6 des macro-CTA PVPI1p-X en haut et PVPIo-X en bas

Ces spectres présentent de larges signaux caractéristiques des polymeres, I'attribution des
différents protons permettra le calcul du degré de polymérisation DP,run et de la masse molaire
moyenne en nombre M, rynvdans le Tableau 4. Le groupe de protons a a 4.5 ppm est attribué par
comparaison au spectre RMN 'H du xanthate XA1 (Annexel). Entre 8 et 6.5 ppm se trouvent les

protons aromatiques des unités phtalimide notés b. Chaque chaine étant porteuse d’un xanthate,

b/,
a/y)

au nombre d’unités phtalimide par unité de xanthate et donc au degré de polymérisation. A 5,8-

le ratio des intégrales pondérées par le nombre de protons qu’elles intégrent, soit correspond

6,0 ppm se trouve le signal du proton c (méthine) sur 'unité monomere terminale liée au xanthate.
Si chaque chaine est porteuse d’une fonction xanthate, on devrait retrouver autant de protons c
que de xanthate (a/2), c’est-a-dire un ratio c/a = %. Dans notre cas, c/a vaut 0,6 pour les deux

spectres, ce qui est proche du ratio théorique attendu.

Les premiers blocs PVPI1o-X et PVPI-X sont également caractérisés par SEC dans le DMF
contenant 10 mM de LiBr. Le role du sel dans le solvant d’élution est d’écranter les chaines de
polymeéres les unes des autres et donc de permettre une meilleure séparation lors de I'élution. La
triple détection incluant la diffusion de la lumiére (multi-angle light scattering, MALS) donne accés

aux masses molaires absolues, calculées a partir des valeurs d’incrément d’indice de réfraction
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dn/dc du couple monomere/solvant. Les synthéses réalisées sont résumées dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 1 Détails des syntheéses par polymérisation RAFT/MADIX des macro-agents de transfert PVPI1o-X et

PVPIo-X
\ DPn Mn,visé Conversion Iwn,thb DPn Mn,RMN d Mn,MALSe
Polymere iy
visé (g/mol) NVPI1(%) (g/mol) run¢  (g/mol) (g/mol)
PVPI;o-X 10 2000 80 1700 11 2110 2750 1,11
PVPL0-X 20 3700 87 3300 17 3148 3900 1,14

Dans ce tableau, les valeurs suivantes sont déterminées tel que décrit ci-dessous:
a) La conversion en NVPI est déterminée par RMN 1H du brut réactionnel tel que détaillé dans le
Chapitre 4, page 89;

b)M, théorique calculé tel que My = [M]o/[CTA]o*conv*Muy+Mcra ;

c) DPyrun est déterminé par RMN 'H (Figure 9) du polymere précipité tel que DPppyy = Z%;
d) My, run est déterminé tel que My ryn=DPprun*Myvpr + Mxaz ;

e) Mnumais est déterminé par SEC-RI-MALS avec dn/dcpyp = 0.153 mL/g ;

Les conversions en NVPI a lissue des deux polymérisations (PVPI10-X and PVPI;o-X) sont
supérieures a 80%. Les valeurs de Mprun (2110 g/mol pour PVPIyo-X et 3148 g/mol pour PVPI-
X respectivement sont en accord avec la théorie (1700 g/mol et 330 g/mol respectivement). Les
Les valeurs de My uars de 2750 g/mol et 3900 g/mol pour PVPI1o-X et PVPI2-X respectivement
sont légérement supérieures aux valeurs attendues, ce que I'on peut probablement expliquer par
la faible intensité diffusée dans la région des plus faibles masses, ce qui a tendance a surestimer
M,. Les dispersités sont, quant a elles, inférieures a 1,14 pour les deux polymérisations ce qui
atteste d’'un bon contréle du premier bloc par le CTA XA1l. Le chromatogramme SEC-RI du

polymeére PVPI,-X en Annexe 2 présente toutefois une dissymétrie qui semble indiquer une sous-

population, mais celle-ci n’affecte pas significativement la dispersité.

3. Synthese par polymérisation RAFT/MADIX des diblocs PVPI-b-PNIPAM,-X

1. Essais préliminaires d’extension de chaine

L’efficacité du premier bloc PVPI,-X en tant que macro-CTA a été vérifiée par une
extension de chaine avec le monomere NVPI en présence du macro-CTA PVPI;o-X avec un ratio
initial [M]o/[CTA]o = 30. La polymérisation a été menée a 60 °C pendant 24 h. La conversion en
monomere a été estimée par RMN a 83 %, la valeur de DP, runest estimée a 33, soit M, zunv= 5900
g/mol (M,,s=5400 g/mol). La SEC a permis de confirmer I'extension de chaine telle que le montre

la Figure 10 ci-dessous:
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Figure 10 : Chromatogrammes SEC-RI du macro-amorceur PVPI1o-X (trait pointillés) et de 'hnomopolymére
PVPIso-X apres extension de chaine (trait plein)

Le décalage du signal RI vers les faibles temps d’élution, c’est-a-dire vers les grandes masses
molaires, confirme en effet ’extension de chaine du macro-CTA PVPI1o-X. M, marsest estimé a 8900
g/mol, avec une dispersité D = 1,25. Cette extension de chalne réussie nous confirme ainsi le

caractére contrélé de la polymérisation en présence du xanthate XA1.

3. Copolymérisation du dibloc PVPI19-b-PNIPAM;5¢-X

Suite aux résultats préliminaires d’extension de chaine, le premier bloc PVPI1-X a été
utilisé comme macro-CTA lors de la polymérisation du NIPAM. A I'issue de cette copolymérisation
de 16 h a 65 °C dans le DMF, le brut réactionnel a été analysé par RMN 1H pour la détermination

de la conversion du NIPAM. Enfin, le copolymeére a été précipité, filtré et séché avant d’étre a
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nouveau caractérisé par RMN 1H et SEC. Le spectre RMN 1H du copolymeére PVPI1-b-PNIPAMs0-X
est le suivant :

PVPI,,-b-PNIPAM,,-X

/@) d e S
R 10

ya ARl

JL abde
IR ) S .
c+f

—_— — I B
1.69 1.00 1.071.785.69

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
(ppm)

Figure 11 Spectre RMN *H ¢ 300 MHz du copolymeére PVPI1o-b-PNIPAMso-X

Les protons du PNIPAM sont identifiables par comparaison avec la RMN 'H du NIPAM en Annexe
3. Les protons aromatiques ¢ du bloc PVPI sont confondus dans le massif entre 6,6 et 7,8 ppm avec
le proton amide du PNIPAM f. Pour obtenir la composition du dibloc, la contribution du proton f
doit étre soustraite a I'intégrale du massif. Les protons g et f integrent chacun pour 1 donc la
contribution du bloc PVPI, qui compte DPy,runpyvriiox * 4 protons, dans le massif est (c+f-g). Le
degré de polymérisation du bloc PNIPAM est alors obtenu par le rapport ( DPyrmnpveiiox * 4) / €
comme précisé dans le Tableau 3. L’extension de chaine a été confirmée par SEC comme le montre

la Figure 12 ci-dessous:

10 15
Temps d'élution (min)

Figure 12 Chromatogrammes SEC-RI du macro-CTA PVPI1p-X (rouge) et du copolymeére PVPI;o-b-PNIPAM so-X
(bleu)
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Le signal RI du macro-CTA en rouge aux temps d’élution élevés laisse place au signal RI du dibloc
en bleu vers un temps d’élution inférieur, confirmant I'extension de chaine. Les caractéristiques

du dibloc obtenu sont données dans le Tableau 3 ci-dessous :

Tableau 3: Détails de la synthese du dibloc a partir du macro-CTA PVPI1o-X

Conversion
\ DP, n, Mn,visé Sroa Iwn,thb Mn,RMN Mn,MALSd
Polymére ;c6  (g/mo) Oy (g/mol) DPunv 5 /mol) ~ (g/mol)
PVPI0-X 10 2000 80 1700 11 2110 2750 1,11
PVPI1o'b' c d
PNIPAMs,X 50 7600 > 99 7600 64 9342 6900 1,72

Dans ce tableau, les valeurs suivantes sont déterminées tel que décrit ci-dessous:
a) La conversion est déterminée par RMN 1H du brut réactionnel tel que détaillé dans le Chapitre 4,
page 89;

b) M, théorique est calculé tel que Mny, = [M]o/[CTA]o*conv*Mu+Mcra ;

c¢) DPnrun est déterminé par RMN 1H (Figure 11) du polymére précipité tel que
DPyrun= (DPyrunpveiiox *4) / (c+f-g));

d) My run est déterminé tel que Mn grun=DP run*Mnipam + Mpypiio-x ;

e) My uaLs est déterminé par SEC-RI-MALS avec dn/dcpypr = 0.153 mL/g, dn/dcpyprb-pnipam = 0.103
mL/g ;

La conversion du NIPAM est supérieure a 99% ce qui est conforme avec une polymérisation du
NIPAM contrélée par un xanthate dans ces conditions opératoires.”* M, maLs st en accord avec la
valeur théorique. La dispersité du dibloc est bien supérieure a celle du premier bloc. Les
chromatogrammes SEC-RI confirment cette dispersité puisqu'un épaulement est clairement

distinguable sur la Figure 12. Cet épaulement feral'objet d’'une étude dans la suite de cette partie.

Etude cinétique de la polymérisation

Une étude cinétique de la synthese du dibloc PVPI1o-b-PNIPAM50-X a été menée pendant
10 h a 65 °C. Les valeurs de M, et les dispersités ont été mesurées par SEC et la conversion du
NIPAM suivie par RMN sur des échantillons de bruts réactionnels prélevés au cours de la
polymérisation. Les résultats de cette étude cinétique sont représentés dans la Figure 13. La
Figure 13a qui représente la conversion du NIPAM dans le temps, indique que la polymérisation
est rapide et permet d’atteindre une conversion supérieure a 90 % en moins de 4 h a 65 °C. Les
M, des copolyméres obtenus augmentent linéairement avec la conversion comme le montre la
Figure 13b. Les dispersités associées restent inférieures a 1,4 au cours de la réaction ce qui

suggere que le macro-CTA PVPI1o-X apporte un bon contréle de la polymérisation du NIPAM dans
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ces conditions. On remarque que la dispersité at =10 h de la cinétique est inférieure a celle du lot

synthétisé précédemment (Tableau 3, D= 1,72).
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Figure 13 Evolution de (a) la conversion du NIPAM en fonction du temps, (b) La masse molaire moyenne en
nombre et la dispersité en fonction de la conversion du NIPAM, Conditions de réaction: [NIPAM]o/[PVPI1o-

XJo/[AIBN]o = 1/0.02/0.004

L’extension de chaine au cours de la polymérisation a été suivie grace a la détection SEC-UV a 254

nm (Figure 14). En effet, le bloc PVPI absorbant a cette longueur d’onde, il est possible de suivre

la consommation du macro-CTA et de visualiser la formation du dibloc.

10 12

14
Temps d'élution (min)

Figure 14 Chromatogrammes SEC-UV a 254 nm du suivi cinétique de la copolymérisation, du macro-CTA PVPI ;-
X (rouge) jusqu’au copolymeére final (bleu) aprés 10 h de réaction et 98 % de conversion

La polymérisation du NIPAM en présence du macro-CTA PVPIo-X a été suivie par analyse SEC-UV

a 254 nm pour observer sélectivement I'évolution du bloc PVPI qui absorbe a cette longueur

d’'onde, du fait du cycle aromatique présent sur chaque unité monomere. Aprés 10 h de

polymérisation et une conversion du NIPAM de 98 %, le signal de SEC-UV montre clairement une

double distribution. Celle-ci traduit la présence d’une quantité significative de premier bloc

PVPIo-X n’ayant pas réamorcé la polymérisation. L’évolution des signaux SEC-UV dans le temps
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indique une faible réactivité du premier bloc qui disparait progressivement pour laisser place au
copolymere correspondant qui se forme jusqu’a la conversion totale du NIPAM. La double
distribution observée a 10 h malgré la conversion totale du monomere est en accord avec la

synthese précédente du dibloc qui présentait ce méme épaulement sur la trace SEC-UV.

Estimation de la quantité de premier bloc résiduel

L’étude cinétique ayant permis de mettre en évidence cette fraction de premier bloc non
réagi, il est apparu nécessaire de quantifier ce ratio homopolymere/copolymere. Dans un premier
temps, une premiere estimation a été réalisée et la droite d’étalonnage de 'homopolymere PVPI;o-
X a différentes concentrations en fonction du maximum d’intensité du signal RI a été tracée. En
effet, I'intensité du signal RI est proportionnelle a la concentration massique du polymere en

solution. Ici, la gamme d’étalonnage s’étend de 0 a 2,4 mg/mL (Figure 15a).

0,10

a) ? = 0,099 B b) |--- PVPIPNIPAM X  PVPI-X
0.084 y=0,037x+0,002 002 J b —— 0,4 mg/mL
, " > ’ [ — (0,8 mg/mL
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Figure 15 a) Droite d’étalonnage de l'intensité Rl en fonction de la concentration en PVPI1o-X ; b) Estimation de la
concentration en PVPI10-X dans le mélange PVPl1o-X / PVPIl19-b-PNIPAMSso-X par rapport a la gamme d’étalonnage

Ensuite, le signal RI du copolymeére PVPIio-b-PNIPAMso-X est superposé aux signaux RI de
I'étalonnage et confirme que le signal d’intérét est dans la gamme de linéarité de I'étalonnage
(Figure 15b). L’épaulement du signal dii au premier bloc non-réagi se superpose avec la courbe
de PVPI10-X a 0,8 mg/mL. Cela correspond a un ratio massique de 16%m de PVPI;o-X dans le

mélange homopolymeére/copolymeére.

Une conversion en moles est possible puisque la fraction de PVPI o-X initialement introduite dans
le réacteur est connue et qu'il n'y a pas de perte de masse en polymérisation radicalaire. La
fraction massique initiale PVPI;0-Xo est de 25%m. Dans la fraction injectée en SEC (50 pL a 5
mg/mL soit 250 pg de mélange), la quantité PVPI;o-Xo représente 64 pg de macro-CTA. Dans
I'échantillon d’intérét, il en reste 40 pg en fin de polymérisation. La proportion d’homopolymeére
résiduel est alors estimée a 60%mo), soit 60% des chalnes de macro-CTA initialement introduites

qui n’ont pas réamorcé de polymérisation.
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Ce résultat souléve la question de la proportion des chaines de macro-CTA PVPI-X qui sont
effectivement porteuses d’'un bout de chalne xanthaté. La présence du xanthate est généralement
vérifiée par SEC-UV alalongueur d’onde caractéristique de 290 nm, mais le poly(vinyl phtalimide)
absorbe le rayonnement UV de 250 nm a 315 nm ce qui masque la contribution du xanthate. Il est
cependant peu probable que les 56%mq de chaines non réamorcées soient dépourvues du bout de
chalne au vu des conditions expérimentales. Ce résultat confirme donc les travaux de Mori qui
décrivent une faible constante de transfert C;- du macro-CTA PVPI 0-X pour la polymérisation du
NIPAM.%®

Optimisation de la polymérisation en réacteur semi-fermé

L’étude cinétique de la polymérisation du NIPAM en présence de PVPIjo X a permis de
mettre en évidence un réamorcage difficile de la polymérisation par le macro-CTA PVPIio-X dans
des conditions de réacteur fermé. La polymérisation en réacteur semi-fermé, ou semi-batch, est
un procédé fréquemment utilisé pour s’affranchir des problématiques liées a des réamorgages
lents.875 Cela consiste a introduire 'un des réactifs tout au long de la réaction, typiquement le
monomere dans le cas de la polymérisation. La concentration en monomeére dans le réacteur est

donc faible a tout moment de la polymérisation, on parle de conditions « affamées » en monomere.

La synthése en réacteur semi-fermé du dibloc PVPI1o-b-PNIPAMso-X a été réalisée via I'ajout du
NIPAM en solution dans le DMF al'aide d'une seringue a débit controlé, dans le réacteur contenant
le macro-CTA PVPI1o-X et 'AIBN solubilisés dans le DMF a 65 °C. Le NIPAM a été ajouté a un débit
de 0.5 g/h sur une période de 8 h, la réaction a été maintenue 30 min a 65 °C apres la fin de I'ajout
du monomere. Des prélevements du brut réactionnel ont été réalisés a 2h30, 5h30 et 8h30 afin de
déterminer la conversion du NIPAM par RMN (Figure 16). Apreés 8 h de réaction, la conversion

atteint 90 % ce qui est satisfaisant bien qu’elle a atteint 99 % au méme temps en réacteur fermé.
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Figure 16 Conversion du NIPAM en fonction du temps lors de la synthése du dibloc PVPI10-b-PNIPAMso-X en
réacteur semi-fermé

La SEC du dibloc précipité (Figure 17) nous indique cependant la présence du méme épaulement
que lors de la synthése en réacteur fermé. Les conditions semi-fermées n’ont dont pas eu les effets

d’optimisation attendu sur le réamorcage de la polymérisation par le macro-CTA.

= SEC-RI
. === SEC-UV
254 nm

20 25
Temps d'élution (min)

Figure 17 Chromatogrammes SEC-RI (trait plein) et SEC-UV 254 nm (trait pointillé) du copolymére PVPI;o-b-
PNIPAMSso-X aprés 8 h 30 de polymérisation en réacteur semi-fermé

L’optimisation des conditions de synthése en réacteur semi-fermé n’étant pas un objectif principal

de ces travaux, cette étude n’a pas été approfondie. La polymérisation semi-batch reste néanmoins

une perspective d’optimisation pour la synthése du copolymere a blocs PVPI1o-b-PNIPAMs0-X.

Elimination du bout de chaine xanthaté

A l'issue de la synthése du dibloc PVPI1o-b-PNIPAMso-X, le bout de chaine xanthaté est
éliminé par une réaction radicalaire en présence de péroxyde de lauroyle (LPO) et d’isopropanol,
cette méthode est décrite dans la littérature.’® Cette étape est essentielle pour éviter la formation
de thiols en bout de chaine pendant I'’hydrazinolyse qui pourraient mener a la formation de

copolymeres triblocs par 'oxydation des thiols en ponts disulfures (Figure 18)

\_\,S-H Oxydation des thiols

H.sf\,\\Jg' SN~

Figure 18 Représentation schématique de l'oxydation parasite des thiols en ponts disulfures pouvant mener a la
formation de copolymeéres triblocs
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Hydrazinolyse du bloc PVPI

Finalement, pour mener a bien I'hydrazinolyse du bloc PVP], de I'hydrazine a été introduite en
exces par rapport aux unités molaires de phtalimide (20eq :1eq). Aprés 6 h de reflux a 80-85 °C
dans un mélange de méthanol/dioxane en proportions volumiques 2/1 ; une analyse RMN 1H a

permis de montrer la disparition des protons aromatiques du phtalimide. (Figure 19). **
PVPI,,-b-PNIPAM,,-H
e) _H
f 50 /—
0=-N-_0 HN"0
g )5 a,b,d,e
C /
° Zi f K
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Figure 19 Spectres RMN H & 300 MHz du copolymére PVPI1o-PNIPAMso-H dans le DMSO-d6 (en haut), et du
copolymére PVAmio-b-PNIPAMsy dans le D,0 (en bas)

Ceux-ci résonnent dans le massif a 7,5 ppm sur le spectre du dibloc PVPI1o-b-PNIPAMs5 et sont
absents sur le spectre du dibloc déprotégé, ce qui confirme une hydrazinolyse efficace et donc

I'obtention du copolymére PVAm1o-b-PNIPAMs,.

La valeur de M, du copolymere PVAmio-b-PNIPAMsg a été calculée a partir du DP, mesuré du bloc
PVPI (Tableau 3) et de la masse molaire de 'unité répétitive vinyl amine (43 g/mol) et vaut 7700

g/mol.

4. Synthése du dibloc PVPIzp-b-PNIPAM100-X
Pour étudier l'influence de la masse molaire sur les propriétés d’auto-assemblage du
copolymere PVAmmp-b-PNIPAM,, un copolymere homothétique a été synthétisé, c’est-a-dire qu’il a

les mémes composition et structure mais sa longueur de chaine est doublée. Le copolymere dibloc
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PVAm;zo-b-PNIPAM ¢ a été obtenu par copolymeérisation du NIPAM a partir du macro-CTA PVPI-
X en ajustant le ratio macro-CTA/NIPAM tel que le DP, visé soit de 100. La conversion du
monomere a été déterminée par RMN (Annexe 4), la masse molaire et la dispersité par SEC (Figure

20).

10 15
Temps d'élution (min)

Figure 20 Chromatogrammes Rl du macro-CTA PVPI-X (rouge) et du copolymeére PVPI,o-b-PNIPAM100-X obtenu
apres l'extension de chaine

Le chromatogramme RI confirme ainsi I'extension de chaine de la copolymérisation. Les détails

de la copolymérisation sont explicités dans le Tableau 4 ci-dessous :

Tableau 4 Détails de la polymérisation du dibloc PVPI,o-b-PNIPAM100-X G partir du macro-CTA PVPIyo-X

i d
Polymere P Mavisé 1(1:1(:;:1‘:)(:15‘(:1?:* b Dlzjvfm ;VI ;frllwgl) Mn was®
y visé (g/mol) (%) (g/mol) *™ U (g/mol)
0
PVPLo-X 20 3700 87 3300 17 3148 3900 1,14
PVPl2o-b-
PNIPAM.cx 101 14700 97 14400 110 15578 15400 1,25

Dans ce tableau, les valeurs suivantes sont déterminées tel que décrit ci-dessous :

a) La conversion est déterminée par RMN 1H du brut réactionnel tel que détaillé dans le Chapitre 4,
page 89 ;

b) M, théorique est calculé tel que Mnw = [M]o/[CTA]o*conv*Mu+Mcra ;

¢) DP,,run est déterminé par RMN 1H (Annexe 4) du polymeére précipité tel que

DPyrun= (c+f-g) / (DPnrunpvriiox*4) );

d) M, runest déterminé tel que Mnrun=D P run*Mnipam + Mpvpiro-x ;

e) Mpmais est déterminé par SEC-MALS-RI avec dn/dcpyp = 0.153 mL/g, dn/dcpypi-p-pnieam = 0.103
mL/g
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Il est intéressant de noter 'absence d’épaulement sur le signal RI du copolymeére, ce qui suggére
un meilleur réamorcage de la polymérisation avec le macro-CTA de DP, 20. Aucune hypothese ne
permet d’expliquer cette différence de réactivité entre les deux macro-CTA a ce jour.
L’élimination du xanthate terminal et I'hydrazinolyse ont été réalisés selon les mémes procédures
que pour le dibloc PVAm1o-b-PNIPAMs,; le spectre RMN 'H en Annexe 4 confirme la disparition
des protons aromatiques du bloc PVPI.

La masse molaire du copolymere PVAmyo-b-PNIPAM 1o a été calculée a partir du DP, mesuré du
bloc PVPI (Tableau 4) et de la masse molaire de I'unité répétitive vinyl amine (43 g/mol) et vaut

13200 g/mol.

5. Reproduction et changement d’échelle

Chacune des syntheses précédemment décrites a été reproduite et mise en ceuvre sur des
lots de différentes quantités. Concernant les polymérisations, des premiers lots inférieursa 1 g
ont été synthétisés puis les proportions ont été augmentées jusqu’a des lots de plusieurs grammes,
jusqu’a 30 g pour le dibloc PVPIio-b-PNIPAMso-X. Pour chacune de ces polymérisations, la
conversion du monomere, NVPI pour les premiers blocs et NIPAM pour les diblocs, a été
répertoriée dans le Tableau 5 ci-dessous. Celui-ci n’est pas exhaustif et ne présente qu’'une fraction
des synthéses réalisées, cependant la reproductibilité est trés bonne a cette échelle de production

et donc tous les lots ont été satisfaisants.

Tableau 5 Reproduction et changement d'échelle des polymérisations

Masse de polymere conversion M (%)

obtenue
TE PVPLo-X 519(21“;% 2421
E PVPIo-X 21,01? 33
n_'f ‘ PVPI1o-b-PNIPAMso-X 43320;? 32
Z | PVPLy-b-PNIPAM 100X 32?5rgg 99

Les conversions des blocs PVPI de DP, 10 et 20 sont de 'ordre de 90 % sur tous les lots donc
I'augmentation des quantités n’a pas impacté l'efficacité de la polymérisation. De méme pour les
diblocs, la conversion du NIPAM est excellente (supérieure a 98 %) dans toutes les
polymérisations effectuées.

Concernant les diblocs polyaminés obtenus apres les traitements post-polymérisations, plusieurs
lots ont été obtenus pour les diblocs PVAmio-b-PNIPAMso et PVAmgyo-b-PNIPAMigo
(respectivement 5 et 2 lots). Ces lots ont été caractérisés par RMN 1H et ne présentent pas de

différences.
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La reproduction de ces synthéses nous confirme donc que celles-ci sont bien maitrisées et

répétables.

4. Synthese des diblocs PVAmun-b-P(NIPAM-stat-NVC)a-X

Les diblocs PVAmp-b-PNIPAM, ont pour vocation d’étre utilisés pour fonctionnaliser la
surface de nanoparticules de polysaccharides. Afin de mettre en évidence la présence du
copolymere a la surface des nanoparticules, un copolymeére similaire mais fluorescent a été
synthétisé pour l'utiliser a I'image d’'un marqueur fluorescent. Un copolymeére a bloc a base de N-
vinyl carbazole (NVC) et de NIPAM a été décrit dans la littérature par I'équipe de S. Perrier.*® Leurs
travaux démontrent que 4% de NVC copolymérisés statistiquement au sein du bloc PNIPAM
permettent d’obtenir des propriétés de fluorescence de leurs micelles thermosensibles.
Ainsi, les copolymeres PVAmio-b-P(NIPAM-stat-NVC)so et PVAmyo-b-P(NIPAM-stat-NVC)100 ont
été synthétisés par copolymérisation statistique d’'un mélange de NIPAM et de NVC (dont 8%mo
de NVC) a partir des macro-CTA PVPIio-X et PVPI;-X respectivement. La conversion en
monomeres est quasi-totale (>97%) aprés 16 h dans les deux copolymérisations, la RMN (Figure
21) a également permis d’estimer une composition des deux blocs de 18 :82 pour PVPIio-b-
P(NIPAMy.02-stat-NVCo.08)s0 et 24 :76 pour PVPIzo-b-P(NIPAMgq2-stat-NVCoos)100 (Annexe 5), ce

qui est proche de la composition théorique (17 :83).

PVPI,,-b-P(NIPAM-stat-NV/C)s,-X

a - |-d 3 s. O
Sy A
h —
C
o b, pqd X
a,b,d,e,
c+f+
_.J“//;/L o o
1.92 1.00 1.291.585.31

0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
(ppm)
Figure 21 Spectre RMN 'H du copolymére PVPI1p-b-P(NIPAM-stat-NVC)so-X dans le DMSO-d6

Les deux copolymeéres ont été caractérisés par SEC et ont une valeur de M, uarsde 10000 g/mol (b
= 1,4) et 17500 g/mol (B = 1,28) pour PVPI1o-b-P(NIPAMo_gz-Stat-NVCO_og)50 et PVPIy-b-
P(NIPAM.02-stat-NVCo.08) 100 respectivement.
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Les étapes d’élimination du bout de chalne et d’hydrazinolyse ont été réalisées dans les mémes
conditions que les homologues non fluorescents. Finalement, les copolyméres PVAmjio-b-
P(NIPAMg.92-stat-NVCo.08)s0 et PVAm1o-b-P(NIPAMgg2-stat-NVCoos)s0 ont été obtenus. Un spectre
de spectrofluorimétrie du copolymere PVAmio-b-P(NIPAM-stat-NVC)so en solution dans l'eau,
enregistré en excitant a 325 nm sur une gamme d’émission de 335 nm a 450 nm, a rapidement

permis de confirmer la bonne insertion des unités NVC dans le copolymere (Figure 22).
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Figure 22 Spectre d'émission du copolymére PVAmM1o-b-P(NIPAM-stat-NVC)so a 0.5 mg/mL dans I'eau, longueur
d’onde d’excitation : 325 nm

Le spectre obtenu est identique a celui rapporté dans la littérature, il présente deux pics
caractéristiques d’émission a 346 et 366 nm.36 Les diblocs fluorescents ne feront pas I'objet de

I'étude physico-chimique (Partie 1 Chapitre 3) et seront utilisés dans la Partie 2.

5. Purification des diblocs

Le mélange PVPI10-X/PVPl1o-b-PNIPAMso-X mis en évidence au moment de la
copolymérisation devient un mélange PVAm1o/PVAmj1o-b-PNIPAMs a l'issue des deux traitements
post-polymérisation. Une purification est alors nécessaire pour éliminer I'’homopolymere. Une
dialyse est réalisée a 'aide d'une membrane dont le seuil de séparation est de 1000 g/mol. En effet
les homopolymeéres PVAm1o et PVAm;o ont des M, calculés de 430 et 860 g/mol respectivement.
Le seuil de séparation est proche de 'homopolymere PVAmy et il aurait été plus judicieux
d’utiliser une membrane avec un seuil supérieur, cependant les chromatogrammes SEC (Figure
20) n’ont pas révélé la présence d’homopolymere résiduel donc les conséquences d’une dialyse

moins efficace seront moindres. Tous les copolymeéres, fluorescents et non fluorescents, ont été
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dialysés dans les mémes conditions. Malgré une étude en RMN DOSY sur le copolymére PVAm;o-

b-PNIPAM:s, il n’a pas encore été possible de démontrer I'efficacité de la purification.

Cependant, s’il restait de I'homopolymeére dans le copolymére PVAmio-b-PNIPAMs, cela ne
devrait pas avoir d’influence critique sur la fonctionnalisation des nanoparticules de
biopolymeéres. L’étude physico-chimique devra en revanche étre nuancée car 'homopolymere

peut avoir une influence sur les propriétés de pH- et thermosensibilité du copolymeére.

Ce chapitre a eu pour objectif de décrire la synthése d'un copolymére a blocs double
hydrophile. Nous avons ainsi synthétisé les copolyméres PVAmu-b-PNIPAM, par polymérisation
RAFT/MADIX d'un dibloc poly(vinyl phtalimide)m-b-poly(N-isopropylacrylamide), (PVPIy-b-
PNIPAM,), suivie de I'hydrazinolyse du bloc PVPI pour obtenir la PVAm en s’appuyant sur un
protocole existant dans la littérature.26 Les polyméres synthétisés, de compositions théoriques
PVAmio-b-PNIPAMso et PVAmyo-b-PNIPAM1go, ont été caractérisés par SEC et RMN et ont les
compositions expérimentales suivantes : PVAmi1-b-PNIPAMss (M, = 6900 g/mol) et PVAmi7-b-
PNIPAM110 (Mn= 15400 g/mol).

La polymérisation du dibloc PVPI1o-b-PNIPAMso a particulierement été étudiée, Un suivi cinétique
de la polymérisation du NIPAM a partir du macro-CTA PVPI-X a montré un réamorcage lent de la
polymérisation, ainsi que |'existence d’'une importante population résiduelle de macro-CTA en fin
de polymérisation. Une quantification de cette fraction résiduelle d’homopolymere a été réalisée
par un dosage indirect en chromatographie d’exclusion stérique.

Des copolyméres homologues fluorescents ont également été synthétisés en incorporant
statistiquement au sein du bloc PNIPAM des unités de NVC afin d’obtenir les diblocs PVAmmn-b-
P(NIPAM-stat-NVC)n. Ces copolymeéres n’ont jamais été décrits dans la littérature et ont été
particulierement importants pour I'étude du greffage des diblocs sur les particules a base de

polysaccharides.

Les diblocs PVAm-PNIPAM feront I'objet d’'une étude de leurs propriétés physico-chimiques en

milieu aqueux dans le chapitre suivant.
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P1 - Chapitre 3 : Propriétés d’auto-assemblage des copolymeres PVAmu-b-
PNIPAM, en milieu aqueux

Dans le chapitre précédent, la synthése des copolymeéres PVAmmn-b-PNIPAM, a été mise au
point et leur caractérisation a confirmé l'obtention des polymeéres ciblés. Les diblocs
thermorépondants ont été synthétisés pour modifier la surface des nanoparticules coeur-
couronne a base d’hydrogel. Ce sont cependant des copolymeres a blocs double-hydrophiles et
qui présentent a la fois une sensibilité au pH et a la température, ce qui leur confére tres
certainement des propriétés d’auto-assemblage en solution. Afin de mettre au point le protocole
de greffage du dibloc sur les particules, il parait donc essentiel de connaitre leur comportement
dans l'eau. Indépendamment, cette étude physico-chimique approfondie des diblocs PVAmy-
PNIPAM, apporte de nouveaux éléments de compréhension de cette famille de diblocs, qui n’ont
été caractérisés par Mori et al. que sur leur agrégation.’®?® Cette étude est composée de trois
parties, la premiére décrivant les propriétés physico-chimiques des homopolyméres PVAm et
PNIPAM. Ensuite sera étudiée la transition en température des copolymeéres PVAmm-b-PNIPAM,
en fonction du pH et de leur masse molaire. Enfin, le caractere thermoassociatif des copolymeres
sera caractérisé dans le but de dresser un diagramme de phase des morphologies des agrégats en

fonction du pH et de la température.

Avant de s’intéresser aux copolymeéres a blocs PVAmn-b-PNIPAM,, il est nécessaire de

décrire les propriétés physico-chimiques des homopolymeres qui le composent.

1. PVAm

La poly(vinyl amine) est particulierement utilisée pour la modification de surface du fait
de son importante fraction en fonction amines qui lui permettent de s’adsorber sur une large
gamme de surfaces en milieu aqueux. De nombreux polymeéres dérivés de la PVAm ont été
synthétisés pour de telles applications, on peut notamment citer l'utilisation historique de la
PVAm comme revétement de la cellulose dans l'industrie du papier. Son potentiel pour la
modification de surface vient directement de ses propriétés physico-chimiques. Le pKa de la
PVAm a été estimé a 8,49. 772 A un pH inférieur au pKa, les fonctions amines sont protonées alors
qu’au-dela, la PVAm est sous forme neutre. Différentes équipes se sont intéressées aux propriétés
d’auto-assemblage en solution de la PVAm. Kirwan et al. a notamment imagé en AFM la transition
de chalnes de PVAm sous forme de pelote a pH 3, en conformation « collier de perles » a pH 4 et
sous forme de globules a pH 10.7® Une autre étude en DLS a démontré que la PVAm a pH > 9 tend

a s’associer,’”® probablement par des interactions hydrogénes inter- et intramoléculaires.
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2. PNIPAM

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est I'un des polymeres thermorépondants les
plus décrits dans la littérature. I1 présente une transition de phase de type LCST, c’est-a-dire qu’a
sa température critique autour de 32 °C, 8 ses chaines vont se déshydrater, induisant une
transition pelote-globule. La synthese du PNIPAM étant trés accessible, cette propriété de LCST a
été trés exploitée pour diverses applications comme la libération d’actifs ou encore le design de
thermogels®'. En effet, un des atouts majeurs du PNIPAM est que sa LCST est proche de la
température du corps humain, ce qui en fait un candidat idéal pour des biomatériaux

thermorépondants a visée biomédicale.

La température de point de trouble d’'un polymeére peut étre modulée par l'incorporation de
comonomeres hydrophiles ou hydrophobes. Par exemple, un copolymeére statistique de NIPAM et
de monomere hydrophile comme l'acrylamide verra sa T. augmenter a 45 °C alors qu’'un
copolymere statistique de NIPAM et d’acroléine (monomeére hydrophobe) aura une T. diminuée a
26 °C pour des ratios en comonomeéres similaires autour de 20%mo.”* Cet effet a également été
observé sur des copolymeéres a blocs contenant un bloc LCST et un second bloc hydrophile ou

hydrophobe, bien qu’il soit moins marqué que sur les analogues statistiques.®

Sachant cette propriété de modulation de la LCST, il parait intéressant de comprendre comment,
dans le dibloc PVAmm-b-PNIPAM,, le bloc hydrophile PVAm influe sur les propriétés de LCST du
PNIPAM.

1. Stratégie de caractérisation

Les copolymeéres a blocs composés d'un bloc cationique PVAm et d’un bloc thermorépondant
PNIPAM ont un comportement en solution qui va dépendre de deux parametres : le pKa du dibloc
et sa température de point de trouble T.. La stratégie de cette étude physico-chimique repose
donc, dans un premier temps, sur la détermination de ces deux valeurs qui sont essentielles a la
compréhension globale du systeme. La détermination du pKa par titrage potentiométrique sera
briéevement explicitée, puis I'étude approfondie sur la détermination de T. par différentes
méthodes de caractérisation sera décrite. La démarche de cette étude repose sur une analyse
multi-échelle de la transition en température du copolymeére, en commengant par une approche
macroscopique avec la turbidimétrie, la diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light
Scattering, DLS), et 'analyse enthalpique différentielle (Differential scanning calorimetry, DSC) ;
enfin la RMN apportera des informations a I'échelle moléculaire. Les températures de point de
trouble seront déterminées par chacune de ces techniques en s’attachant aux deux états de
protonation du bloc PVAm (totalement protoné a ~ 1 ou totalement déprotoné o ~ 0), et

comparées.
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Une fois la transition caractérisée, le comportement associatif du copolymeére sera étudié, toujours
en prenant en considération les différents domaines déterminés par les parameétres pKa et T.. La
Figure 23 ci-dessous propose une représentation schématique des quatre domaines d’intérét en

fonction de T. et pKa :

e pH<pKa T<T.
e pH<pKa T>T.
e pH>pKa T<T.
e pH>pKa T>T.

Température (°C)

HN O
A
T 4 Auto-assemblage
¢ S (pH, TS
Aadaiadd AMANW
HN o HN o

Figure 23 Représentation schématique du copolymere PVAm;o-b-PNIPAM s, en fonction du pKa et de la T,

Ce schéma a pour but de visualiser sous quelle forme sont les copolymeres en terme de
protonation pour le bloc PVAm et en terme d’hydratation pour le bloc PNIPAM (chaine allongée
ou recroquevillée). Il est important de noter qu'il s’agit d’une représentation ou I'on ne considere
que des unimeres et qui n’est pas réaliste. La vocation de cette figure est uniquement de faciliter
la compréhension du systéme. L’objectif final de cette étude est d’établir un diagramme de phase

des morphologies des agrégats présents dans chacun de ces domaines.

3. pKa et degré de protonation
La premiere étape dans la caractérisation des diblocs PVAmuy-b-PNIPAM, est la détermination de

leur pKa. La composition des deux diblocs étant identique, leur pKa est supposé identique. Le pKa
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du copolymere PVAm1o-b-PNIPAM;5 en solution, mis en présence d’un exces d’HCI pour protoner
I'ensemble des fonctions amines, a été déterminé par titrage potentiométrique par une solution
titrante de KOH. Le degré de protonation a également été déterminé a partir de I'équation de

Henderson-Hasselbalch’s pour les bases faibles.®

La Figure 24a ci-dessous représente I'évolution du pH en fonction de la concentration de base au
long du dosage tandis que la figure 1b illustre la variation du degré de protonation en fonction du

pH

a) 10 b)1 0
, _-IIIIIIIII..-.. pH ~ pKa
0,84 ..
8 n-I' pH < pKa pH g pKa
T I.-. oo .
o " ] )
67 II... rj > .
-..- 0,2_ -.
4" -
. : : : 00— ! ' E
0 1 2 4 5 6 7 8 ° 1
[OHT (mmoliL) PH

Figure 24 a) pH en fonction de la concentration en base au long du dosage : la fleche représente le point
d’inflexion de la courbe dpH/d[OH]=f([OH]) qui correspond au pKa, b) degré de protonation o en fonction du
pH.

La valeur de pKa de 7.54 est déterminée telle que I'extremum de la courbe dpH/d[OH]=f([OH]).
Au vu du pKa et de la courbe du degré de protonation en fonction du pH, 3 pHs d’intéréts ont été

retenus pour notre étude (Figure 24b) :

e pH <pKa: nous avons choisi pH 5 tel que a ~ 1, le bloc PVAm est totalement protoné
e pH~pKa:pH7-80u0.2<a<0.8, le bloc PVAm est partiellement protoné,

e pH >pKa: nous avons choisi pH 11 tel que a ~ 0, le PVAm est totalement déprotoné

Des solutions de copolyméres a chacun de ces pH ont été préparées et étudiées sur une gamme

de température entre 25 °C et 55 °C.

La nomenclature utilisée pour cette étude est la suivante : PVAmpu-b-PNIPAM,@pHx avec m et n

les degrés de polymérisations visés des blocs respectifs, et xle pH de la solution. Dans ce chapitre,
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les valeurs visées de pH (5-8-11) seront utilisées pour plus de clarté, les pHs réels mesurés sont

donnés dans le Tableau 13 du Chapitre 4.

4. Détermination de la température de point de trouble a pH > pKa

Dans un premier temps, une étude approfondie des propriétés de thermosensibilité du
copolymere PVAmio-b-PNIPAMso au-dela de pKa a été réalisée. Cette premiere partie servira de
description de la méthode de caractérisation appliquée pour chacun des autres échantillons. Les
résultats de spectroscopie UV-visibles seront présentés indépendamment, suivis de la DLS et de
la DSC avant de comparer ces différentes méthodes, enfin la RMN en température sera apportée

pour compléter I'étude de la transition en température du dibloc.

Spectroscopie UV-vis

L’'une des propriétés caractéristiques des polymeéres thermorépondants en solution est
leur point de trouble qui traduit le passage d'un état solvaté a une insolubilité lorsque la
température dépasse la température critique T. Ce point de trouble s’observe
macroscopiquement lorsqu’une solution parfaitement limpide devient opaque au-dela de la T,

comme on peut le voir sur la Figure 25.

PVAm, ;-b-PNIPAM,,@pH11

0,1 %wt -

TA

Figure 25 Photographies de la solution a 0,1%, de copolymére PVAmo-b-PNIPAMso a pH 11
avant et aprés chauffage a T > T.

Des mesures de turbidimétrie ont été réalisées par spectroscopie UV-vis pour déterminer cette
température de point de trouble. Pour cela, la transmittance a été mesurée a 500 nm pendant des
rampes de chauffage et de refroidissement a différentes vitesses (0.5-1-2-5 °C/min) sur une
solution de copolymére PVAmio-b-PNIPAMso@pH11 a 0,1%m (Figure 26a). La T a été déterminée

sur chacune de ces courbes au point d’inflexion (Figure 26b).
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Figure 26 Spectroscopie UV-vis de I’échantillon PVAm1o-PNIPAMso@pH11 avec a) Courbes de transmittance a
500 nm lors des rampes de chauffage et refroidissement a différentes vitesses (0.5-1-2 -5 °C/min) et b)
Extrapolation a vitesse nulle des température de point de trouble en chauffage et refroidissement par une

régression linéaire

Les profils de transmittance en fonction de la température aux différentes vitesses lors des phases
de chauffage (Figure 264, traits pleins) sont abrupts et superposés, ce sont des profils typiques de
ce que l'on peut attendre pour un dibloc 4 base de PNIPAm.®* En revanche, les profils de
refroidissement (traits pointillés) sont plus surprenants. A vitesse tres lente, la transmittance
augmente quasi-linéairement avec la baisse de température, ce qui suggere une réhydratation
difficile du copolymeére. A 5 °C/min, la resolubilisation du copolymere parait plus rapide lors de la
phase de refroidissement. Une hypothése pour expliquer cette observation est qu'a 5 °C /min,
I’échantillon passe seulement 3 min au-dela de 40 °C contrairement aux rampes plus lentes ou
I'élévation de température de 40 °C a 55 °C peut prendre entre 6 et 30 min. Ainsi, lorsque le
refroidissement est amorcé, le copolymere en solution a 5 °C/min n’a probablement pas eu le
temps d’atteindre son équilibre et donc se réhydrate plus facilement que les échantillons ayant
passé plus de temps a T>T. et ou les assemblages formés ont eu le temps de se réorganiser plus
significativement. Les mesures aux différentes vitesses ont permis d’extrapoler T a vitesse nulle
al'aide d'une régression linéaire (Figure 26b), de maniere a s’affranchir de ce parametre. Du fait
des profils de refroidissement quasi-linéaires a 0,5 et 1 °C/min, les T a ces vitesses n’ont pas pu
étre déterminées au point d’inflexion, ce qui explique I'extrapolation basée sur deux mesures
uniquement. A vitesse nulle, la Tc lors du chauffage est estimée a 39.8 °C. Cette valeur est
supérieure a la Tc d'un homopolymere de PNIPAM (i.e. 32 °C) comme attendu, puisqu’il est
couramment décrit dans la littérature que la LCST d’un dibloc contenant un bloc thermosensible

est plus élevée en présence d’'un second bloc hydrophile.??
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Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

Les techniques de diffusion sont tres fréquemment utilisées pour la caractérisation des
polymeéres en solution, notamment les polymeres thermorépondants. Les analyses de DLS ont été
menées pour déterminer, dans un premier temps, les points de trouble des différentes solutions,
ainsi que leurs propriétés d’auto-assemblage. Les résultats concernant la taille des objets formés
au cours de la transition en température seront explicités dans la partie 4 de ce chapitre.

Des rampes de chauffage et de refroidissement ont été réalisées pendant I’acquisition des mesures
de DLS sur une solution de copolymére PVAmio-b-PNIPAMso@pH11 a une concentration massique
de 1%. L’allure des fonctions de corrélation obtenues permettent de valider la qualité de la mesure
et donnent de premieres informations sur la transition en température, la dispersité des objets,
leur agrégation et stabilité. La température de point de trouble peut ensuite étre déterminée plus
précisément en tragant I'évolution de deux grandeurs mesurées au cours des expériences de
diffusion en fonction de la température : celle de I'intensité moyenne diffusée (Derived Count
Rate : DCR), et celle du diameétre hydrodynamique (noté Z-av) des objets qui est calculé via la loi

d’Einstein-Stokes en supposant une population monomodale.

Les fonctions d’autocorrélation du copolymére PVAmio-b-PNIPAMsc@pH11 sont représentées sur

la Figure 27 a différentes températures entre 25 °C et 55 °C.
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—30°C
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Figure 27 Fonctions d’autocorrélation a différentes températures entre 25 °C et 55 °C de I'analyse DLS au cours
d'une rampe de chauffage de I'échantillon PVAm 10-b-PNIPAMso G pH 11 a 1%

La fonction d’autocorrélation traduit I'évolution d’un systeme par rapport a un temps initial ; elle
ne peut donc que décroitre car un systéme ne peut retourner a son état initial. Les fonctions
présentées dans la Figure 27 permettent les interprétations suivantes : la diffusion de la lumiere

dynamique repose sur 'hypothese d'un mouvement Brownien des particules en suspension ; plus
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leur taille est importante, plus leur mouvement est lent et donc plus la courbe de corrélation
décroit tardivement. Ainsi, au-dela de 35 °C, les courbes sont décalées vers les longs temps de
corrélation, ce qui traduit I'apparition de grands objets ou agrégats. Au contraire, de petits objets
ont un mouvement Brownien trés rapide et leur fonction de corrélation décroit tres rapidement,
ce qui est le cas des fonctions entre 25 et 35 °C. La pente de la fonction de corrélation apporte une
information sur la dispersité des objets. Plus celle-ci est raide, plus la distribution est
monodisperse. On remarque sur la Figure 27 que la dispersité du systéme diminue au début de la
rampe de chauffage avant T,, avant la formation des gros agrégats. Cela suggére une cinétique
d’assemblage d’objets organisés d’abord a I'état individuel puis leur agrégation a partir de 35 °C.
Enfin, la valeur initiale en ordonnée (intercept) renseigne sur la stabilité de I'échantillon, une perte
d’intensité telle qu'observée entre les températures de 40°C et 45 °C, associée a un aspect des
courbes présentant des «vagues», peut traduire une sédimentation. Les fonctions
d’autocorrélations indiquent donc que la transition a lieu entre 35 °C et 40 °C ; la représentation
du DCR et du Z-av en fonction de la température (Figure 28) permet une détermination plus

précise de la valeur de T..
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Figure 28 Evolution du Z-av (®) et du DCR () entre 25 °C et 55 °C de I'analyse DLS au cours d'une rampe de

chauffage de I'échantillon PVAm;o-b-PNIPAMSso a pH 11 0 1%,

La T¢ est déterminée au niveau de la rupture de pente du DCR et du Z-av en fonction de la
température et vaut 36,0 °C et 37,5 °C respectivement. Les T des rampes de refroidissement ont

été déterminées également et sont résumées dans le Tableau 6.

Analyse enthalpique différentielle (DSC : differential scanning calorimetry)

Les températures de point de trouble mesurées par turbidimétrie et diffusion de la

lumiére s’appuient sur les conséquences macroscopiques de la LCST du copolymeére en solution,
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C’est-a-dire la perte de solubilité qui induit une précipitation d’objets qui absorbent ou diffusent
la lumiere. Cette transition se traduit également par la rupture de liaisons hydrogéne entre le
PNIPAM et l'eau, et la création concomitante de liaisons hydrogenes inter- et intra-PNIPAM. Ces
modifications de liaison se traduisent par des échanges d’énergie qui peuvent étre caractérisées
par DSC. Des mesures ont donc été réalisées pour déterminer la T. a différentes vitesses de
chauffage et refroidissement, valeurs qui ont permis une extrapolation de la valeur de T.a vitesse
nulle. Un exemple de thermogramme a 2°C/min est présenté (Figure 29a) ainsi que la régression

permettant I'extrapolation des T. de chauffage et refroidissement a vitesse nulle (Figure 29b) :

a) Refroidissement b)40 =
Tc=327°C ]
m T
C) ~ 38- . = TN
) G 38 .
5 Py
% 5 36+
S o
o O
o
3 \—’——\,/ € 34-
x e
E Chauffage X . &
Tc=38,1°C 32
X
25 3I0 3I5 4I0 4I5 50 0 1 2 3 4 5
Température (°C) Vitesse de chauffage/refroidissement (°C/min)

Figure 29 DSC de I’échantillon PVAM10-PNIPAMso@pH11 a 5 %, avec a) Thermogramme des rampes de
chauffage et refroidissement a 2 °C/min et b) Extrapolation a vitesse nulle des température de point de trouble
en chauffage et refroidissement par une régression linéaire

Le thermogramme (Figure 29a) permet d’observer le large pic endothermique associé a la LCST
du PNIPAM lors du chauffage, et le pic exothermique lors du refroidissement. La T a chaque
vitesse a été déterminée au niveau de I'extremum du pic. A 0 °C/min, le copolymere PVAmio-b-
PNIPAM;so@pH11 a une T. de 36,4 °C lors du chauffage, ce qui est a nouveau supérieur a

I’'homopolymére de PNIPAM comme attendu.

Comparaison des différentes techniques utilisées pour la détermination de T¢

Les températures de point de trouble du copolymére PVAmio-b-PNIPAMso@pH11

déterminées par les trois techniques précédemment explicitées sont résumées dans le Tableau 6.

Tableau 6 Températures de point de trouble a pH 11 déterminées par spectroscopie UV-visible a 0.1%,, et 500
nm, DLS & 1%, et DSC G 5 %m,y

UV (0.1%) DLS (1%) DSC (5%)

Tca 0 °C/min (°C) T, DCR (°C) Te, Zav (°C) Tca 0 °C/min (°C)
heating | cooling | heating | cooling | heating | cooling | heating | cooling
39,8 37,0 36,0 36,5 37,5 35,0 36,4 31,6
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Il est important de préciser que les mesures des différentes techniques ont été réalisées a des
concentrations différentes du fait des particularités qui sont propres a ces techniques : en
spectroscopie UV-vis, I'absorbance mesurée doit rester en deca d’un certain seuil ce qui implique
de diluer, alors qu’en DLS la solution doit étre suffisamment concentrée pour qu’elle diffuse. En
DSC, la fraction massique en PNIPAM doit étre suffisamment importante pour que des variations
d’enthalpies puissent étre mesurées, d'ou la concentration de 5%m,. Cependant, ces
concentrations restent faibles et dans le régime dilué, ce qui nous conforte dans I'idée qu’elles

n’ont que peu d’'influence sur les températures critiques obtenues.

Le Tableau 6 permet de confirmer que les points de trouble au refroidissement sont atteints a des
températures inférieures a ceux observés lors du chauffage.”® Il est en effet plus difficile, d'un point
de vue cinétique, de réhydrater le polymere agrégé que de casser les liaisons hydrogénes entre le
polymére et le solvant lors de la déshydratation du PNIPAM. Bien qu’elles n’aient pas été
répliquées, les valeurs déterminées en turbidimétrie, DLS et DSC sont trés proches. De maniére
générale, les T. mesurées en DLS sont légérement inférieures a celles de DSC et UV-vis, puisque
ces derniéres sont des valeurs de T.au pic alors que les T. de DLS sont mesurées a la base du pic.
Enfin, il est important de noter que les T. de turbidimétrie et DSC ont été extrapolées a vitesse
nulle afin de s’affranchir du paramétre qu’est la rampe de chauffage ou de refroidissement. Cela
n'a pas été le cas en DLS ou la rampe n’est pas un parameétre connu ; cependant les temps
d’acquisitions longs pour ces mesures (environ 15 h) confirment que les rampes ont été
relativement lentes et probablement dans le méme ordre de grandeur qu'en DSC et en

turbidimétrie.

De maniére générale, les T. du copolymeére déterminées expérimentalement sont supérieures a
celle de 'homopolymere PNIPAM comme attendu. Le bloc PVAm a pH 11 est neutre mais reste
malgré tout hydrophile. Il sera intéressant de se placer a différents pH pour évaluer I'influence de
la protonation du bloc polyaminé sur la température de point de trouble du copolymeére.
Avant cela, I'étude du copolymeére a pH 11 a été complétée par des mesures de RMN en
température entre 20 °C et 55 °C. La RMN ne permet pas la détermination de T. a proprement dite

mais elle permet cependant d’observer I'influence de la transition a I'échelle moléculaire.

Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Des mesures de RMN en température ont finalement été menées entre 20 °C et 55 °C a2 400
MHz. Lorsque la température se rapproche de la température critique de transition, la mobilité
des chalnes de polymere et 'environnement électronique des atomes les composant est modifiée.
Ces modifications se traduisent sur les spectres RMN des diblocs LCST par une diminution de

I'intensité des signaux et un décalage des signaux vers les grands déplacements chimiques.®>®’
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Figure 30 figure principale : Spectres de RMN 'H en température acquis & 400 MHz entre 20 °C et 55 °C du
copolymére PVAmo-PNIPAMso a pH 11 dans le D,0O; haut a droite :évolution des ratios d’intégration en fonction
de la température avec : A ratio a/b, e ratio ¢/b, m ratio ¢/a

La Figure 30 illustre un décalage d’environ 0.5 ppm de tous les signaux, sauf le solvant, vers les
grands déplacements chimiques quand la température augmente. L'intensité chute avec la
température, bien que tous les signaux restent visibles sur la gamme de 20 °C a 55 °C. Les
différents signaux caractéristiques sont attribués sur la Figure 30 et les ratios entre ces signaux
sont représentés. On observe tout d’abord que le ratio c/a reste constant ce qui est logique puis
les protons -CH.3 de l'isopropyle et le proton -CHc de l'isopropyle subissent la transition de
maniere similaire. Les ratios c¢/b et a/b ont la méme tendance ce qui est logique également étant
donné que les intégrations a et ¢ de l'isopropyle diminuent lorsque le PNIPAM devient

progressivement insoluble. Dans ces deux cas, les protons du squelettes b sont peu affectés par
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I'élévation de température.
Ces spectres a pH> pKa seront comparés avec ceux a pH < pKa al'issue de I'étude de I'influence du

pH sur la transition en température.

5. Influence de la protonation du dibloc sur la T,

Le but de cette partie est d’étudier quel role joue le pH dans ce systeme pH-sensible et
thermorépondant, et notamment de déterminer comment le pH affecte la température de point
de trouble. Pour cela, les différentes caractérisations réalisées a pH 11 ont été répliquées sur des

solutions de copolymére PVAm1o-b-PNIPAMso a pH < pKa et pH ~ pKa.

Influence sur la Tc mesurée par spectroscopie UV-vis

Les courbes de transmittance a 0.5 °C/min lors des rampes de chauffage et

refroidissement sont présentées ci-dessous (Figure 31)
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Figure 31 Transmittance en fonction de la température mesurée a 500 nm et 0,5 °C/min pendant le chauffage
(trait plein) et le refroidissement (trait pointillé) pour les échantillons de copolymére PVAm10-b-PNIPAMS50 o pH
5 (bleu), 8 (rose) et 11 (vert)

On observe tout d’abord que le copolymére PVAmio-PNIPAM;s,@pH5 n’atteint pas une opacité de
100 % lors de la rampe a 0.5 °C/min. Cela suggére la formation de petits objets stables tels que
des micelles ou agrégats de micelles qui ne diffusent pas suffisamment pour rendre la solution
opaque. Le copolymere PVAmio-PNIPAMso@pHI1 a un comportement différent, avec une
transition nette de 100 % de transmittance a 25 °C jusqu'a 0% a 50 °C lors du chauffage, mais un
profil de refroidissement quasi-linéaire comme discuté précédemment. Au pH intermédiaire, le
dibloc PVAm1o-PNIPAMs0@pHS8 présente des profils de chauffage et refroidissement bien définis.
Le comportement du copolymere a ce pH est différent des deux autres, il ne montre ni une
(re)solubilisation difficile comme a pH de 11, ni des objets de petites tailles comme pour pH=5.

Les valeurs de T.extrapolées a vitesse nulle sont résumées dans Tableau 7 ci-dessous :
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Tableau 7 Températures de point de trouble déterminées par spectroscopie UV-visible a 0.1%m,, pour le
copolymére PVAmM1o-b-PNIPAM o aux pHs 5-8-11

UV (0.1%)
pH T. a 0 °C/min (°C)
heating cooling
5 42,2 39,6
8 38,0 46,7
11 39,8 37,0

La Tcest diminuée de 42,2 °C a pH 5 a 39,8 °C a pH 11. Ceci est cohérent avec le caractere plus
hydrophile de la PVAm sous forme ammonium que sous la forme amine et donc qui éleve encore
plus la Tc du dibloc. La T¢ a pH 8 est inférieure aux deux autres pHs (38,0) ce qui témoigne d'un
comportement plus complexe lorsque la PVAm est partiellement protonée et ou des interactions

électrostatiques coexistent avec les liaisons hydrogene inter et intramoléculaires.

Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
Tout comme la turbidimétrie, la diffusion de la lumiere met en évidence des différences
significatives selon 1'état de protonation du dibloc. La Figure 32 présente les fonctions

d’autocorrélation a 25 °C et 45 °C des solutions a pHs 5,8 et 11.
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Figure 32 Fonctions d’autocorrélation a 25 °C (bleu) et 45 °C (rose) des PVAmM1o-PNIPAMso@pHS5 (trait plein),
PVAmM0-PNIPAMso@pHS (trait tirets) and PVAM1o-PNIPAMso@pH11 (trait pointillés);

Les échantillons PVAm1o-b-PNIPAMso@pH8 et PVAm1o-b-PNIPAMso@pH11 montrent la formation
de gros agrégats entre 35 °C et 40 °C ce qui est en accord avec les mesures de transmittance.
L’échantillon PVAm1o-PNIPAMso@pHb5 a la particularité de voir sa dispersité s’affiner entre 25 °C
et 45 °C. Les objets en solution passent donc d’un état assemblé mais désorganisé a 25 °C, a un

systéme organisé d’objets a 45 °C. Une premiére estimation de la taille de ces assemblages autour
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de 150 nm (Dy en Z-av), qu’ils soient organisés ou désorganisés, est obtenue. Ces mesures
nécessitent cependant d’étre précisées (voir section 4 de ce chapitre) a I'aide de techniques plus
précises au regard de la dispersité des systemes étudiés. Cette derniére induit une surestimation
des tailles mesurées du fait de la présence d’objets de taille importante, biaisant le résultat de
'analyse réalisé. L’auto-assemblage spontané a température ambiante a été expliqué par Mori et
ses collaborateurs par la forte capacité de la PVAm a former des liaisons hydrogene, sur elle-
méme, sur le PNIPAM et avec le solvant.?® Les valeurs de T. sont compilées dans le Tableau 8 ci-
dessous :
Tableau 8 Températures de point de trouble déterminées par DLS a 1%ms pour le copolymere PVAmM;o-b-

PNIPAMsoaux pHs 5-8-11, les colonnes DCR et Z-av correspondent aux T. déterminées respectivement en onset
des mesures de Derived Count Rate et de Z-av en fonction de la température.

DLS (1%)
pH T, DCR (°C) T, Z-av (°C)
heating cooling heating cooling
5 37,5 36,8 37,0 37,0
8 33,8 33,8 35,0 30,0
11 36,0 36,5 37,5 35,0

L’influence du pH sur les valeurs de T.n’est pas évidente, aucune tendance linéaire n’est observée.
Tout comme la turbidimétrie, les mesures de DLS tendent a montrer des T, inférieures au pH
intermédiaire ou le taux de protonation est d’environ de 0.4. Une T. basse suggére une
déshydratation plus facile du bloc PNIPAM qui serait attribuée a la protonation partielle de la
PVAm : le PNIPAM n’étant pas affecté par le pH, il forme ses liaisons hydrogéne avec le solvant et
avec lui-méme indépendamment du pH. La PVAm, en revanche, influence le comportement du
dibloc. Tout comme les amines primaires, la PVAm peut étre a la fois un donneur de liaisons
hydrogene lorsqu’elle est sous forme ammonium, et un récepteur de liaisons hydrogene

lorsqu’elle est déprotonée.

Analyse enthalpique différentielle (DSC)

La DSC aux différents pHs ne montre pas de différences importantes de T. (Tableau 9) lors

du chauffage.
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Tableau 9 Températures de point de trouble déterminées par DSC & 5%m,, pour le copolymeére PVAmM 10-b-
PNIPAMsp aux pHs 5-8-11

DSC (5%)
Tca 0°C/min dHm (J/g) par unité de
(°C) NIPAM 2 0 °C min
pH heating cooling | heating cooling
5 37,7 36,5 -8,14 8,07
8 38,3 34,1 -10,37 2,22
11 36,4 31,6 -2,98 0,13

Les enthalpies extrapolées a 0 °C/min mesurées par DSC révelent des valeurs proches apH 5 et 8
avec des valeurs de -8.14 | /g et -10.37 ] /g respectivement. A pH 11, I'enthalpie est seulement de -
2.98 J/g. Cette faible valeur suggere une moindre modification du niveau d’hydratation du
PNIPAM a pH 11, probablement en lien avec des interactions existantes déja forte entre la PVAm
et le PNIPAM pour T < T, interactions d’autant plus fortes que le PVAm est sous forme non

protonée. Par comparaison, le PNIPAM a une enthalpie de 25 J/g d’aprés la littérature.

Résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les RMN 1H en température aux 3 pHs d’intérét sont présentées dans la Figure 33 a 25 °C

et 45 °C.
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Figure 33 Spectres de RMN 'H acquis & 400 MHz des échantillons PVAmM 1o-PNIPAMso@pH5 (bleu) PVAM 10-
PNIPAMso@pH8 (rouge) and PVAmM1o-PNIPAMso@pH11 (vert) dans le D0 (pic du solvant résiduel a 4.79 ppm) a
25 °Cet 45 °C.

Quelques différences sont observées dont une intensité plus élevée du proton amide du PNIPAM
a8 ppm apH 11 et pour les deux températures. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu'un proton
a pH 5 dans ce systéme est en jeu dans un échange dynamique et qu'il est plus libre que ce méme

proton amide en milieu basique.
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Zétamétrie
Les valeurs de potentiel-C reportées dans le Tableau 10 apportent des informations

complémentaires aux caractérisations précédemment décrites.

Tableau 10 Potentiels-{ déterminés a1%m,, pour le copolymeére PVAmio-b-PNIPAMso aux pHs 5-8-11
a25°Cet45 °C

pH Zeta potentiel (1%) (mV)
25°C 45 °C
5 89+0,6 27,4+1,5
8 -0,97 + 0,08 4,6 £0,5
11 -7,4+0,8 -11,9 £1,8

En dessous de pKa, le potentiel-{ augmente de maniére significative entre 25 °C et 45 °C. Au cours
delatransition, le PNIPAM se déshydrate et se recroqueville sur lui-méme, exposant ainsila PVAm
cationique a sa surface extérieure. A pH 11, la transition du PNIPAM reste inchangée, mais dans
ce cas les amines sont déprotonées et aucune variation de potentiel- significative n’est mesurée.
Au pH intermédiaire proche de pKa, le potentiel-{ ne subit pas non plus de variation importante

entre 25 °C et 45 °C.

Conclusion sur l'influence de I'état de protonation du copolymeére sur la T

La température de point de trouble du copolymere a été étudiée en fonction de I'état de
protonation du bloc PVAm, qu'’il soit totalement protoné (pH 5), partiellement protoné (pH 8) ou
totalement déprotoné (pH 11). Un tableau comportant I'’ensemble des valeurs de T. déterminées
pour chacune des techniques aux 3 pHs est présenté en Annexe 6. Les T. de ces échantillons ont
été impactées par le pH comme attendu. De maniere générale, les T. a pH 5 sont toujours
supérieures a celle a pH 11, ce qui était prévisible puisque les ammoniums ont une plus grande
hydrophilicité que les amines primaires. Le comportement du pH intermédiaire est plus
surprenant et difficile a interpréter puisqu’il présente une T, souvent inférieure a celles des pH 5

et 11. Cela suggére un caractere moins hydrophile lorsque le bloc n’est pas totalement protoné.

6. Influence de la masse molaire sur T

Pour évaluer l'influence de la masse molaire sur le comportement physico-chimique en
milieu aqueux des copolymeres PVAm-b-PNIPAM, le copolymére PVAmyo-b-PNIPAM1go a été
étudié selon la méme méthode que son homologue de faible masse, avec I'accent porté sur le pH
>pKa. Il estimportant de rappeler que les deux copolymeres sont de méme composition, avec une
balance hydrophile/hydrophobe qui est donc conservée, permettant ainsi une comparaison basée

sur la seule différence de la masse molaire.
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La spectroscopie UV-vis et la diffusion de la lumiére apportent une premiére observation
intéressante sur la transition en température du copolymére PVAmio-b-PNIPAMso@pH11 (Figure

34).

a) 1,04 b) 1,0
e _ —_TA —25°C
pH=11 e TN S 30 °C
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Figure 34 Caractérisation de I’échantillon PVAM 30-b-PNIPAM100@pH11 avec a) les courbes de transmittance a
500 nm lors des rampes de chauffage et refroidissement a différentes vitesses (0.5 - 1 - 2 - 5 °C/min) et b) les
fonctions d’autocorrélation de DLS lors de la rampe de chauffage de 25 °C a 55 °C

Alors que le copolymeére PVAm1o-b-PNIPAMso@pH11 présentait une lente resolubilisation, ce n’est
pas le cas du copolymere PVAm;o-b-PNIPAM100@pH11 dont le profil de refroidissement est net.
Ce résultat est contre-intuitif puisqu’on aurait pu imaginer une solubilisation plus difficile du plus
long bloc PNIPAM. La diffusion de la lumiére ne met pas en évidence de comportements différents
entre les deux analogues ; le copolymere PVAmyo-PNIPAM10o@pH11 sédimente au-dela de 35 °C
avec la formation de gros agrégats. Les valeurs de T. des différentes techniques des copolymeéres
PVAmio-b-PNIPAMso@pH11 et PVAmyo-b-PNIPAM100@pH11 sont explicitées dans le Tableau 11
pour évaluer l'influence de la masse molaire sur la T.. Comme on peut le voir, toutes les valeurs de
T. et de potentiel-T (-4.1 et -7.4 mV pour PVAm3o-PNIPAM100@pH11 et PVAm1o-PNIPAMso@pH11
respectivement) sont proches pour les deux copolymeéres, suggérant une faible influence de la
masse molaire sur ces deux parameétres.

Tableau 11 Comparaison des T. déterminées par UV, DLS, DSC et des potentiels-{ déterminés a pH 11 pour les
copolyméres PVAmM;o-PNIPAM sy et PVAM 20-PNIPAM 100

UV (0,1%) DLS (1%) DSC (5%) Zétamétrie
Tc a0 °C/min T.,, DCR T, Zav T.a0 Potentiel-¢
(Y] (Y] (&Y °C/min (°C) (mV)
heating heating heating heating 25°C 45 °C
PVAm10-b-
PNIPAMs, 39,8 36,0 37,5 36,4 -74+08 -119 +1,8
PVAMmzo-b-
PNIPAM.0, 40,1 37,3 35,0 35,4 -41+04  -21+04
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La RMN en température ne présente pas non plus de différence majeure, ce qui était attendu du
fait des compositions identiques de deux copolymeres. Les spectres et I'évolution des ratios

d’intégration sont trés similaires comme illustré en Annexe 7.

Conclusion sur l'influence de la masse molaire

La comparaison a pH 11 des deux copolyméres PVAmio-b-PNIPAMso et PVAMmyo-b-
PNIPAM1go n’a pas révélé de différences significatives, que ce soit sur les valeurs de T.
déterminées, les mesures de potentiels- ou encore I'allure et I'évolution des spectres RMN. La
composition identique entre les deux blocs, et le fait que le PNIPAM est un polymere LCST de type
Il dont les propriétés sont indépendantes de la masse molaire, permettent d’expliquer ces

résultats tres similaires.

7. Conclusion sur l'étude des Tt

Cette premiere partie de I'étude s’est attachée a décrire la transition en température des
copolymeres PVAmu-b-PNIPAM, en fonction de I'état de protonation du bloc PVAm, par le biais
de la caractérisation du copolymeére en solution a différents pHs : pH 5 pour une protonation
totale, pH 8 pour une protonation partielle (pKa ~ 7,5) et pH 11 pour une déprotonation totale.
La caractérisation s’est appuyée sur une approche multi-échelle, en commencant par la
détermination des T. a partir de caractérisations macroscopiques (DLS, turbidimétrie, DSC) mais
également moléculaires (RMN).
Cette étude étant treés dense, un tableau simplifié des T. est présenté ci-dessous (Tableau 12). La
T. donnée pour chaque pH est une valeur moyenne des T.déterminées par spectroscopie UV-vis,
DLS et DSC lors des phases de chauffage.

Tableau 12 Tableau récapitulatif des T. moyennes des copolyméres PVAmM1o-b-PNIPAM s, et PVAMmM 30-b-
PNIPAM 00 aux 3 pHs d’intérét

T. (°C)
pH 5 8 11
PVAmi0-b-PNIPAMs, 386 362 374
PVAMm;o-b-PNIPAM o 373 | 368 @ 369

Il est important de retenir, a l'issue de cette étude, les points suivants :

- Les copolymeres PVAmio-b-PNIPAMsy et PVAMyo-b-PNIPAM1oy présentent un
comportement tres similaire en ce qui concerne leur transition, ce qui n’est pas surprenant
du fait des compositions identiques,

- Les valeurs de T. sont plus grandes a pH 5 qu'a pH 11 puisque le copolymere est plus

hydrophile du fait de la protonation du bloc PVAm,
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- Le comportement a pH 8 est intermédiaire aux deux extrémes, avec une T. inférieure aux

deux autres.

Ces valeurs seront celles mentionnées dans la suite de ces travaux, et notamment de I'étude des

propriétés d’auto-assemblage des copolymeéres a blocs en fonction du pH et de la température.

La derniére partie de I'étude du comportement physico-chimique des copolyméres PVAmmn-b-
PNIPAM, porte sur leurs propriétés d’auto-assemblage induit par le pH et la température. Il s’agit
donc de caractériser, non pas la transition en température, mais ses conséquences en termes de
formation d’objets colloidaux ainsi que I'influence du pH sur leur formation. L’approche pour la
caractérisation est la suivante. Dans un premier temps, la diffusion dynamique de la lumiére a été
réalisée afin d’estimer les tailles d’objets en solution. En paralléle, 'étude de la morphologie de
ces objets par MET et SAXS a été menée dans le but d’établir un diagramme de phase simplifié du

systeme pH et thermorépondant, en fonction des paramétres clés pKa et T..

1. Etude du copolymére PVAmqp-b-PNIPAMsy a pH 11

Dans un premier temps, des mesures de diffusion de la lumiere sont réalisées sur le
copolymere PVAmio-b-PNIPAMsy a pH 11 et une concentration de 1%m,. Les diamétres
hydrodynamiques (Z-av) sont tout d’abord mesurés au cours d’'une rampe de chauffage de 25 °C
a 55 °C, afin d’évaluer I'évolution en taille des agrégats apres la T. (Figure 27). La qualité des
mesures de Z-av est pauvre puisque des agrégats de taille micronique (jusqu'a 20 um) sont
formés, ce qui dépasse la gamme d’analyse en DLS, d’autant plus qu’a cette concentration la
diffusion est trop importante du fait de 'opacité de la suspension. Les mesures au-dela de T.ne
sont donc pas pertinentes ; en revanche a T <T,, il est intéressant de remarquer la présence
d’agrégats dont le Z-av varie de 190 nm a 25 °C a 75 nm 36 °C. Cela suggére donc une agrégation
spontanée du dibloc double-hydrophile qui est neutre a ce pH et ou la PVAm se lie facilement par
le biais de liaisons hydrogene inter et intramoléculaires. Pour améliorer et affiner la mesure des
diametres hydrodynamiques, un échantillon de PVAm1o-b-PNIPAMsc@pH11 a été analysé en DLS
multi-angle. Les mesures étant en cours, ces résultats ne seront pas présentés ici.
L’étude de la morphologie des agrégats est complétée par de la microscopie électronique a
transmission. La préparation des échantillons est complexe ; il s’agit de comparer I'échantillon a
25 °C et a 45 °C. Pour cela, tout le matériel (grilles, pinces, solutions, etc) a été conditionné a
température dans une enceinte contrélée, puis le dépo6t de la solution sur la grille a été réalisé et
laissé a sécher dans I'enceinte. Un dépot de solution de contrastant (acétate d’'uranyle) a été fait
dans les mémes conditions. Le dépdt a 25 °C n’a pas permis l'obtention de clichés intéressants

contrairement a I'échantillon déposé a 45 °C dont I'image est présentée en Figure 35.
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Figure 35 Images MET du copolymére PVAmMio-b-PNIPAMso@pH11 déposé sur une grille cuivre-carbone a partir
d’une solution @ 0,1%ms, 0 45 °C (contrastant : acétate d’uranyle)

Des objets sphériques et bien définis sont observés, leurs diamétres ont été mesurés avec le
logiciel Image] et moyennés sur une population d'une quarantaine d’objets. Le diamétre apparent
moyen est de 58 + 10 nm, la distribution est représentée en Annexe 8 et montre une population

plutot polydisperse.

La discussion sur la taille des agrégats est difficile car sur des objets polydisperses comme ceux-
ci, le Z-av n’est pas une mesure précise du diametre hydrodynamique. Les mesures de DLS multi-
angle seront les plus pertinentes. Le diamétre apparent mesuré en MET est quant a lui bien
inférieur aux Z-av car il s’agit d’objets déshydratés donc les diameétres sont logiquement plus
petits.

Enfin, pour aller plus loin dans la compréhension du systeme, des analyses de diffusion de rayons
X aux petits angles sont réalisées sur le copolymeére, a une concentration de 1%m; et sur une
gamme de température de 20 a 50 °C. Les profils de diffusion obtenus en fonction de la
température (Figure 36) montrent une augmentation de I'intensité I(q) entre 20 et 35 °C puis une

diminution apreés la T..
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Figure 36 Mesures SAXS, avec I(g) en fonction de q avec q = 4risin9/A, de 20 °C et 50 °C sur I’échantillon PVAmM;,-
b-PNIPAMso a pH 5 a 1%m. La zone encadrée correspond a I'intervalle de q sur lequel la pente o de la loi de
puissance I(q) ~ q®a été déterminée.

Dans la région des moyens q, I(q) suit une loi de puissance I(q) ~ g« avec a qui est déterminé tel
que la pente de l'intervalle encadré (Figure 36). L’évolution de a de 2.13 a 25 °C et 3.03 a 45 °C
suggere une densification des agrégats au cours de la rampe en température. Cette observation
est en accord avec les résultats de DLS qui ont montré 'agrégation au-dela de T. d’agrégats déja
préexistants a T <T.. De plus, le SAXS confirme le caractére incontro6lé de cette agrégation puisque

les morphologies ne sont pas bien définies.

2. Etude du copolymere PVAmio-b-PNIPAMs a pH 5

La caractérisation du dibloc a pH 5, c’est-a-dire dans sa forme totalement protonée, a été
réalisée selon la méme méthode. Dans un premier temps, l'évolution des diameétres
hydrodynamiques (Z-av) est étudiée en DLS a 1%m,v (Figure 37). La cinétique d’agrégation a été
étudiée en comparant les diameétres issus de rampe en température et ceux des mesures discrétes
entre 25 °C et 55 °C. Les mesures discrétes correspondent aux mesures acquises apres un retour
a la température ambiante entre chaque température, contrairement a la rampe de température

durant laquelle la température croit de facon continue.
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Figure 37 Mesures de diametres hydrodynamiques (Z-av) par DLS de I’échantillon PVAmio-b-PNIPAMso@pH5 a
1%m lors d’une rampe (®) en température de 25 °C a 50 °C ou au cours de mesures discretes (m) sur cette méme
gamme avec un retour a température ambiante entre chaque mesure

L’auto-assemblage du copolymere a pH 5 n’est pas sensiblement impacté par le type de chauffage.
Dans les deux cas, une diminution de Z-av est observée d’environ 180 nm a 25 °C a 80 nm a 36 °C,

apres quoi les objets recouvrent le Z-av initial a 40 °C.

Les mesures plus précises de DLS multi-angle ont été réalisées (Figure 38). L'intérét de la DLS
multi-angle est de s’affranchir de la dépendance de la mesure « mono-angle » a I'angle a laquelle
elle est réalisée. Si une mesure de diffusion a un seul angle est fiable pour une distribution
monomodale, dans le cas d’une distribution plus complexe cette mesure peut induire de grandes
imprécisions sur la détermination des diameétres hydrodynamiques. Des mesures a différentes
températures ont été réalisées entre 25 et 55 °C de maniére discréte uniquement, c’est a dire avec
un retour a la température ambiante entre chaque température et non pas par une rampe de
température durant laquelle la température croit de facon continu. Ce choix s’explique par le fait
qu'aT > T, un phénomeéne de diffusion multiple est observé et fausse la mesure. Pour s’affranchir
de la diffusion multiple, un paramétrage spécifique est nécessaire avant chaque acquisition et ne

peut donc pas étre ajusté lors d’'une rampe.
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Figure 38 Mesures de diamétres hydrodynamiques (Dp) par DLS multi-angle de I’échantillon PVAM;io-b-
PNIPAMso@pH5 & 1%ms de 25 °C a 55 °C (mesures discreétes)

Quel que soit le type de mesures (monoangle : Figure 37 ou multiangle : Figure 38), le copolymere
PVAm1o-PNIPAMsc@pH5 s’auto-assemble spontanément a 25 °C pour former des agrégats
polydisperses avec un diamétre moyen de 150 nm. Au-dela de T, une diminution significative du
Dn mesurée peut étre observée : ainsi si des diameétres hydrodynamiques de 190 nm sont évalués
a 38 °C, ceux-ci chutent autour de 60 nm au-dela de 50°C. Dans le méme temps, une forte
diminution de la dispersité est mesurée, le PDI passantde 0.7 a 25 °Ca 0.06 a 45 °C. Ces dispersités
observées sur la Figure 38 sont en accord avec les fonctions de corrélation présentées en Figure
32 montrant que la dispersité diminue lorsque la température augmente. Cela suggére un état

des agrégats plus organisé au-dela de T. et au contraire, désordonné et aléatoire en dessous de T..

En microscopie, des particules sphériques avec un diametre apparent moyen de 19 + 2 nm sont
observées a 25 °C (Figure 39a). A 45 °C, les objets sont principalement sphériques avec un
diametre de 24 + 3 nm (Figure 39b). Les distributions sont présentées en Annexe 8 et montrent

des populations monodisperses aux deux températures.

81



PARTIE 1 - CHAPITRE 3

Figure 39 Images MET du copolymeére PVAmMio-b-PNIPAMso@pH5 déposé sur une grille cuivre-carbone a partir
d’une solution a 0,1%m,, a 25 °C (gauche) et a 45 °C (droite). (Contrastant : acétate d’uranyle)

La diminution de la dispersité des agrégats lors du chauffage n’a pas été constatée en MET, ce que
I'on peut probablement attribuer au fait que les agrégats en solution n’ont pas le méme
comportement que ceux qui sont secs. De méme, les Drgm sont bien inférieurs aux D, mesurés en
DLS. Pour éviter ces différences et observer les particules figées en suspension, une campagne de
Cryo-MET a été menée mais n’a pas permis d’obtenir de clichés satisfaisants. Des mesures de SAXS
ont enfin été réalisées afin de compléter ces résultats : les profils SAXS montrent d’'importantes

différences entre T < T et T > T. (Figure 40)
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Figure 40 Mesures SAXS, avec I(q) en fonction de g avec q = 4rtsinS/A, de 20 °C et 50 °C sur I’échantillon PVAM 10-
b-PNIPAMso a pH 5 0 1%m

En effet,a T < T, les agrégats sont de types fractales, c’est-a-dire non-organisés, alors qu'a T > T,

le profil de diffusion suggere plutét des nano-objets structurés. Cependant, 'absence de
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stabilisation de I(q) dans la région des petits q indique la présence d’agrégats résiduels. Aux
moyens q, [(q) suit la loi de puissance I(q) ~ q«,avec o estimé a 2,4 a 25 °C et 1,72 a 45 °C. Les
profils de diffusion a pH 5 et 11, a 25 et 45 °c sont comparés dans la Figure 41 afin d’évaluer

I'influence de I’état de protonation du bloc PVAm sur 'agrégation des objets en solution.
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Figure 41 Mesures SAXS, avec I(q) en fonction de q avec q = 4rsinG/A, sur les échantillons PVAM 10-b-PNIPAM s
1%mapH5 (A)etapH 11 (e)a 25 °C (bleu) et 45 °C (rose)

On constate une claire différence entre le profil a pH 5 45 °C et les autres, ce qui est en accord avec
I'ensemble des caractérisations préalablement réalisées. A pH 5, quand T > T, sont formés des
nano-objets structurés. A 45 °C, en considérant un modele de nano-objets cceur dense/couronne
hydratée, et en faisant donc I’hypothese que seul le PNIPAM contribue significativement au signal
SAXS, un diameétre moyen de 30 nm est estimé pour le coeur déshydraté de PNIPAM (sur la base
de la position des minimums observés sur ces courbes). En faisant I'hypothése d'une densité de
pnieam = 1,1 g/cm3 pour le cceur de PNIPAM déshydraté, le nombre d’agrégation N,g peut étre
estimé dans ce cas, connaissant la dimension du coeur (Rpnipam=15 nm), la masse molaire de celui-
ci (Mpniram) et avec Nu : nombre d’Avogadro, en utilisant 'équation suivante :74

3
N = 41. ppnipam- Renipam- Na
agg —

3IWPNIPAM

Un nombre d’agrégation de 1600 macromolécules par objet est ainsi estimé.

L’étude SAXS a également été réalisée sur les solutions de copolymere PVAmyo-b-PNIPAM1q et a
montré un comportement trés similaire avec des agrégats a 25 °C et 45 °C a pH 11, et une
transition d’agrégats vers des nano-objets a pH 5 lorsque T > T.. Les courbes de SAXS sont

présentées en Annexe 9.
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3. Diagramme de phase de 'auto-assemblage du copolymére PVAm10-b-PNIPAM50 en

fonction du pH et de la température
ATissue de cette étude sur I'auto-assemblage du copolymere PVAm1o-b-PNIPAMso, nous

avons établi un diagramme de phase en fonction de parameétres pKa et T, (Figure 42) :

Température (°C)

Nano-objets Agrégats densifiés
Dy, =75nm Dh =?
{=27,4mV =-11,9 mV
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D, = 150 nm D, = 190 nm
{=8,9mV {=-7,4mV
/ﬁ C@. @ ”
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Figure 42 Représentation schématique du copolymere PVAm;o-b-PNIPAMSs, en fonction du pKa et de la T,

AT <T, les objets se présentent sous la forme d’agrégats de diametre hydrodynamique > 150 nm.
A pH < pKa, ceux-ci ont une charge de surface positive car le bloc PVAm est totalement protoné.
Au-dela de T, sous l'effet de la déshydratation partielle du PNIPAM, les objets subissent une
transition de morphologie qui dépend du pH.
,I'étude SAXS indique que les agrégats se densifient et forment des agrégats d’agrégats.
Des mesures de DLS multi-angle sont en cours pour la détermination du diamétre
hydrodynamique.
, le SAXS et la DLS tendent a montrer que des nano-objets structurés se forment.
L’hypothése faite est qu'il s’agit d’objets de type coeur dense/couronne hydratée, avec le PNIPAM
au cceur et la PVAm en couronne. Ces objets sont stabilisés par répulsion électrostatique

interparticulaire du fait de la charge positive de surface (27,4 mV) apportée par la PVAm.
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L’objectif de ce chapitre a été d’étudier le caractere thermoassociatif des copolymeres
PVAmn,-b-PNIPAM, synthétisés dans le Chapitre 2. Ces copolymeres double-hydrophiles
présentent a la fois une sensibilité au pH et a la température, ce qui leur confere des propriétés
intéressantes d’auto-assemblage en solution qui n’avaient pas été étudiés en détail jusqu’ici dans

la littérature.

Dans un premier temps, le pKa du dibloc a été estimé puis sa température de point de trouble a
été déterminée a différents états de protonation du bloc polyaminé : pH 5 pour une protonation
totale, pH 8 pour une protonation partielle (pKa ~ 7,5) et pH 11 pour une déprotonation totale.
De maniére générale, les valeurs de T. déterminées par turbidimétrie, DLS et DSC sont plus
grandes a pH 5 qu’a pH 11 puisque le copolymere est plus hydrophile du fait de la protonation du
bloc PVAm.

Les copolymeres PVAmio-b-PNIPAMso et PVAM2o-b-PNIPAM19 présentent un comportement trés
similaire en ce qui concerne leur transition, ce qui était attendu car le PNIPAM présente un LCST

de type Il qui n’est donc pas affecté par la masse molaire.

Dans la deuxiéme partie de I'étude, les tailles et morphologies des agrégats formés par le
copolymere a T < Tc et T > T ont été caractérisées par DLS, DLS multi-angle, SAXS et MET. Cette
étude arévélé que le copolymere s’auto-assemble de maniere spontanée a température ambiante,
a pH < pKa et pH > pKa. Les agrégats formés ont un diamétre de I'ordre de 150-200 nm et sont
polydisperses. Au-dela de la T, le comportement du dibloc differe en fonction de I'état de
protonation. En effet, 3 pH < pKa, lorsque le dibloc est neutre, une densification des agrégats
préexistants a 25 °C a été observée a 45 °C en DLS et en SAXS. Au contraire, a pH 5, lorsque la
PVAm est chargée, une transition de morphologie d’agrégats vers des nano-objets a été
caractérisée par DLS et SAXS. Une diminution de la polydispersité a confirmé ce résultat. Une
premiére interprétation des profils de diffusion des rayons X a permis de faire 'hypothése que ces
nano-objets se présentent sous la forme de particules coeur-couronne, avec un cceur dense de

PNIPAM d’environ 30 nm et une couronne hydratée de PVAm.

En conclusion, cette étude a bien permis de mettre en avant la complexité du comportement des
diblocs PVAmio-b-PNIPAMso et PVAM3o-b-PNIPAM 109 en solution aqueuse. Dans le cadre de ce
projet, ces résultats nous indiquent que le copolymeére sera toujours sous la forme d’agrégats ou
de nano-objets en solution et qu'il est important de prendre cette agrégation en compte pour la

modification de surface des particules a base de polysaccharide avec ce polymere.
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De maniere plus globale, cette étude physico-chimique permet de renforcer 'intérét pour ce
copolymere cationique thermorépondant qui a un grand potentiel pour des applications

biomédicales.18
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P1 - Chapitre 4 : Matériel et méthodes

Dans ce chapitre seront présentés les protocoles mis au point et utilisés dans I'ensemble
de la Partie 1. Dans un premier temps, les réactifs seront listés, puis la partie expérimentale liée
a la synthése des copolymeéres a blocs PVAmy,-b-PNIPAM,, sera décrite. Enfin, les techniques
analytiques utilisées lors de I'étude des propriétés physico-chimiques des copolymeéres seront

briévement explicitées.

Les réactifs N-Vinylphtalimide (NVPI, 99%, Acros Organics), N-Isopropylacrylamide
(NIPAM, 97%, Aldrich), hydrazine monohydrate (98%, Sigma Aldrich), peroxyde de dilauroyle
(LPO, 99%, Acros Organics) ainsi que les solvants méthanol (99.9%, Sigma-Aldrich), N-N-
diméthylformamide (DMF, 99.9%, Sigma-Aldrich), éther diéthylique (99.9% Sigma-Aldrich), 1,4-
dioxane (VWR) ont été utilisés sans purification préalable.

L’amorceur thermique de polymérisation radicalaire, 2,2-Azobisisobutyronitrile (AIBN, 98%,
Acros Organics) a été purifié par recristallisation dans le méthanol. L’agent de transfert de
polymérisation MADIX O-ethyl-S-(1-methoxycarbonyl) ethyldithiocarbonate (xanthate XA1), a
été synthétisé au sein de I'équipe P3R du laboratoire des IMRCP par un protocole préalablement
mis au point et décrit dans la littérature.®®

L’eau ultra-pure (Elga Purelab Flex) utilisée pour la solubilisation des copolymeéres lors de I'étude

physico-chimique a une résistivité inférieure a 18 MQ/cm.

1. Polymérisation RAFT/MADIX du macro-CTA PVPI,-X

La synthese des macro-CTA PVPIio-X et PVPIz-X a été adaptée de Mori et al 2 Le ratio
[M]o/[CTA]o a été adapté de maniere a obtenir le degré de polymérisation moyen en nombre (DP»)
souhaité. Le protocole usuel de la synthése des macro-CTA PVPI,-X est le suivant : dans un tube
de Schlenk sont introduits le monomeére N-vinyl phtalimide, le xanthate XA1, 'amorceur AIBN et
le DMF. La solution est dégazée par 4 cycles de congélation-évacuation sous vide. Le réacteur est
alors mis sous argon, avant d’étre introduit dans un bain d’huile a 60 °C pour 24 h sous agitation.
La polymérisation est stoppée par refroidissement brutal dans l'azote liquide. Le mélange
réactionnel obtenu est visqueux, de couleur jaune pale; un échantillon est prélevé pour une
analyse RMN 1H dans le DMS0-d6, afin de déterminer la conversion du monomere. Finalement, le
polymeére est obtenu par précipitation dans I'éther diéthylique sous vive agitation, puis filtré et
séché sous vide. Des analyses SEC et RMN 1H sont réalisées pour déterminer respectivement les

valeurs de M, yars et My run.
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2. Copolymérisation RAFT/MADIX des copolyméres a blocs PVPI,-b-PNIPAM-X
En réacteur fermé

La procédure typique de copolymérisation a blocs des copolymeres PVPI,-b-PNIPAM,-X
est la suivante : dans un tube de Schlenk sont introduits le macro-CTA PVPI,-X précédemment
synthétisé, le monomere NIPAM, I'AIBN et le DMF (4 mL). Les réactifs sont solubilisés puis la
solution est dégazée par 4 cycles de congélation-évacuation sous vide. Le réacteur est alors mis
sous argon avant d’étre introduit dans un bain d’huile a 65 °C pendant 17 h sous agitation. La
polymérisation est stoppée par refroidissement brutal dans 1'azote liquide. Un échantillon est
prélevé pour une analyse RMN dans le DMSO-d6 afin de déterminer la conversion du monomere.
Finalement, le polymeére est obtenu par précipitation dans I'éther diéthylique sous vive agitation,
puis filtré et séché sous vide. Des analyses SEC et RMN !H sont réalisées pour déterminer

respectivement les valeurs de My, mars et My, run.

En réacteur semi-fermé

La polymérisation en réacteur semi-fermé ou semi-batch consiste a apporter un réactif
tout au long de la polymérisation. En pratique, ce procédé se réalise grace a un montage de pousse
seringue qui permet de contrdler la vitesse d’ajout de la solution via un septum dans le réacteur.
Les conditions expérimentales sont adaptées pour étre les plus similaires possibles aux conditions
de la polymérisation de PVPI1o-b-PNIPAMso-X en batch. Dans un tube de Schlenk sont introduits
I’AIBN, le macro-CTA PVPIyo-X et le DMF tel que la fraction massique de macro-CTA dans le
mélange représente 30%m. Une solution de 5 mL de NIPAM a 30%m dans le DMF est introduite
dans la seringue. Les deux solutions sont dégazées par 4 cycles de congélation-évacuation sous
vide. Le réacteur est introduit dans un bain d’huile a 65 °C, 4 mL de la solution de monomere sont
ajoutés avec un débit de 0.5 g/h, ce qui représente une durée d’'introduction de 8 h. La réaction
est maintenue 30 min a 65 °C apres la fin de I'ajout de monomere. Des prélevements dans le milieu
réactionnel sont réalisés a intervalles de temps réguliers et sont analysés en RMN 1H et en SEC.
Finalement, le polymeére est obtenu par précipitation du brut réactionnel dans I'éther diéthylique
sous vive agitation, puis filtré et séché sous vide. Des analyses SEC et RMN 1H sont réalisées pour

déterminer respectivement les valeurs de My yars et My, run.

3. Désactivation du xanthate en bout de chaine
L’étape d’élimination du bout de chaine xanthaté est réalisée selon un protocole de
réduction radicalaire décrit dans la littérature. ° Le copolymére PVPI,-b-PNIPAM,-X est introduit
dans un tube de Schlenk en présence de LPO dans une solution de propane-2-ol. La solution est
dégazée par 4 cycles de congélation-évacuation sous vide, puis le réacteur est mis sous argon
avant d’étre placé dans un bain d’huile a 80 °C. Le mélange réactionnel est maintenu a 80 °C

pendant 10 h ; un volume prédéfini de solution de LPO dans le propane-2-ol préalablement dégazé
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a été ajouté toutes les 2 h. Le solvant a ensuite été évaporé sous vide et le copolymere résiduel
solubilisé dans le DMF avant d’étre précipité dans I'éther diéthylique. Finalement le copolymere

est précipité, filtré et séché sous vide.

4. Hydrazinolyse des copolyméres PVPIn-b-PNIPAMy-H
La déprotection du bloc PVPI est réalisée par hydrazinolyse selon le protocole de Mori et
al3 L’hydrazine étant un composé CMR extrémement toxique, des précautions supplémentaires

ont été prises dans la manipulation de ce produit ainsi que des déchets générés par cette étape.

Le copolymere PVPI,-b-PNIPAM,-H est solubilisé dans un ballon dans un mélange de
méthanol/dioxane en proportions volumiques 2/1. L’hydrazine est introduite a la seringue dans
la solution. Le mélange est dégazé par bullage sous Ar pendant 1 h. Le ballon est ensuite équipé
d'un condenseur et connecté a la rampe d’Ar. Le mélange est porté a reflux (85 °C) sous un flux
constant d’Ar pendant 6 h. Les solvants sont alors évaporés sous vide, le polymére restant est
solubilisé dans un mélange MeOH/HCl,q(0.5M) en proportions volumiques 2/1. Le copolymere
PVAmmn-b-PNIPAM, est alors précipité dans I'éther diéthylique, filtré et séché sous vide. Enfin, une
dialyse du copolymere en solution a pH > 9 est réalisée dans une membrane de dialyse de seuil de
coupure de 1 kDa (GE Healthcare Bio-Sciences Corp) contre un grand volume d’eau ultrapure
renouvelé 3 fois par jour pendant 4 jours. Le copolymere est finalement isolé par lyophilisation

(Christ Alpha 2-4 LSC basic) et utilisé tel quel pour I'étude physico-chimique.

5. Caractérisations de la partie synthése
Détermination de la conversion du monomere par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Les spectres de RMN 1H ont été acquis sur un spectrometre Bruker Advance 300 MHz.
La conversion du NVPI lors de la polymérisation du premier bloc est déterminée grace au
prélévement du brut réactionnel dilué dans du DMSO-d6. L’attribution et I'intégration des signaux

sont représentés dans la Figure 43 ci-dessous et donne lieu a la formule :

% conversion NVPI = 100* [ 1- 5*Hnvpy, 5.1 ppm / ( - /3)1]
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Figure 43 Détermination de la conversion du NVPI, spectre RMIN 1H acquis a 300 MHz du brut réactionnel a
t=24h

La conversion du NIPAM lors de la copolymérisation du dibloc est déterminée a partir du brut
réactionnel telle que :

%conv NIPAM = 100* [1'(Hvinylique, 5.5 ppm/ Hlsopl'mpyl -CH, 3.8 ppm)

/
|

o=N_o HN"S0o
)A\ Hvinylique, 5.5 ppm |
E E l’/\fo |

Hisopropvl -CH, HN
3.8 ppm "\r

I'Ivin\fliquei. 5.5 ppm

_ i

1.00 107.88

85 80 7.5 70 65 60 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0
(ppm)

Figure 44 Détermination de la conversion du NIPAM, spectre RMIN1H acquis a 300 MHz du brut réactionnel a

t=17h
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Détermination de I'incrément d’indice de réfraction dn/dc

La valeur de dn/dc du polymére PVPI,-X dans le DMF-LiBr (10 mM) a été mesurée grace
aun détecteur d’indice de réfraction (DnDc 2012 PSS ) thermostaté a 35 °C, a une longueur d’onde
de 620 nm. La valeur dn/dcve, pmrLiBriommy est 0.153 mL/g.

Le dn/dc du copolymere PVPI,-b-PNIPAM,, a été calculé via la relation linéaire suivante :
dn/dc (a-bioc-) = Fa*dn/dca + Fg*dn/dcp avec F, et Fg les fractions massiques des blocs A et B
respectivement. Selon des travaux antérieurs® décrivant que dn/dc (enipam, pmF Lisr 10 mm) = 0.087

mL/g, nous estimons que dn/dc pvei-s-pnipamy = 0.103 mL/g.

Détermination des M, et dispersités par chromatographie d’exclusion stérique (Size Exclusion
Chromatography, SEC)

Les échantillons de polymeres sont préparés dans du DMF contenant 10 mM de LiBr a une
concentration de 5 mg/mL, puis filtrés sur filtre PTFE 045  pm.
Les solutions sont injectées a un débit de 1 mL/min par une pompe Dionex UltiMate 3000 UHPLC
de Thermo Scientific et éluées a travers deux colonnes Tosoh (a-2500, 8.0 x 300 mm and «-3000,
8.0 x 300 mm). Les colonnes sont thermostatées a 55 °C. Une multi-détection est permise grace a
un détecteur d’indice de réfraction (RI) Wyatt Optilab rEX, un détecteur UV Varian ProStar 325
UV et un détecteur de diffusion multiple de la lumiére (Multiangle Light Scattering, MALS) Wyatt
MiniDawn TREOS. Le détecteur MALS permet d’accéder a des valeurs absolues de M, grace aux
valeurs de dn/dc. Le traitement des données SEC a été réalisé sur le logiciel Astra7 de Wyatt

Technology.
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3. Etude physico-chimique des copolymeres PVAmy-b-PNIPAM,

1. Préparation des solutions
Les solutions de copolymeéres sont préparées dans I'eau ultrapure, les pH sont ajustés par
des ajouts de NaOH 1M et HC1 1M. Les concentrations et pH étudiés avec chaque technique sont

résumés dans le Tableau 1 ci-dessous :

Tableau 13 Concentrations des échantillons selon les techniques et pH étudiés

Caractérisation | Concentration | Copo. pH Copo. pH
Spectroscopie 5.7 4.6
UV-vis, Cryo- 0.1 %mv 7.7 7.5

MET 11.0 9.3
. 5.6 s 3.7
DLS, Zétamétrie 1 Yompy s 8.1 < 7.4
= [ 121 = | 110
Z [63 | Z [ a9
RMN 1H 1%y D20 < [ 81 | & [ 75
g | 121 | & [ 12
N 14 < 1.2

DSC 5%m/v = 8,0 & -
10,8 12,5
SAXS 10%mv 63 03
9,5 9,3

2. Diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering, DLS)

Les mesures de DLS sont réalisées sur un appareil Malvern ZetaSizer Nano ZS doté d'un
laser He-Ne émettant a 633 nm. Pour chaque analyse, un temps de stabilisation de 120 est
appliqué. 5 mesures de 10 réplicas de 10 secondes chacun sont enregistrées tous les 0.5 °C sur
une gamme de température allant de 25 °C a 55 °C pendant les phases de chauffage, et de 55 °C a

25 °C pendant les phases de refroidissement.
Le principe des mesures de diffusion de la lumiére est présenté en Annexe 10.

3. Spectroscopie UV-visible
Les mesures de turbidité en fonction de la température ont été réalisées sur un
spectrophotometre UV-vis (VARIAN CARY 100 BIO) al'aide du mode Thermal du logiciel Cary Win
Uv.
L’échantillon de référence est de I'eau ultrapure. La température est contrélée par une sonde dans
un second échantillon de référence contenant de l'eau ultrapure. Pour la détermination des

températures de point de trouble, des rampes de chauffage et refroidissement successives a
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différentes vitesses (0.5, 1, 2, 5 °C/min) ont été appliquées. L’absorbance a été mesurée a 500 nm
avec un pas de 1 °C entre 25 °C et 55 °C. Le point de trouble a été défini pour chaque rampe tel que
le point d’inflexion des courbes de transmittance en fonction de la température, puis extrapolé a
0 °C/min par une régression linéaire. La réversibilité de la transition LCST a été vérifiée par 6

cycles de chauffage et refroidissement successifs a 1 °C/min entre 25 °C et 45 °C.

4. Analyse enthalpique différentielle (Differential Scanning Calorimetry, DSC)

Les analyses calorimétriques ont été réalisées par un appareil de DSC (FRS, Mettler
Toledo) dans des creusets moyenne pression contenant 100 pL de solution de polymere. La
séquence d’analyse est composée d'un premier cycle de chauffage/refroidissement a 10 °C/min,
puis de 4 cycles successifs a 10-5-2-1 °C/min entre 20 °C et 55 °C. Un isotherme de 3 minutes est
maintenu entre chaque rampe. Les températures de point de trouble pour chaque rampe sont
déterminées a I'aide du logiciel Star-e par intégration des pics exothermiques liés a la LCST du

PNIPAM. Finalement, les T. sont extrapolées a 0 °C/min.

5. Zétamétrie
Les mesures de potentiels-{ sont réalisées sur un appareil Malvern ZetaSizer Nano ZS doté
d’un laser He-Ne émettant a 633 nm. Pour chaque analyse, un temps de stabilisation de 120 est
appliqué. 3 mesures d'un minimum de 15 réplicas chacune sont enregistrées a 25 °C et 45 °C. La

valeur moyenne de ces 3 mesures est associée a son écart-type.

6. RMN en température
Les spectres de RMN!H ont été acquis sur un spectrometre Bruker Advance 400 MHz a
différentes températures allant de 20 ° a 55 °C. Les échantillons sont préparés dans le D;0 a

environ 30 mg/mL. Le traitement des données est effectué grace au logiciel MestReNova.

7. SAXS
Les analyses de diffusion de rayonnement X aux petits angles (SAXS) ont été réalisées sur
un banc XEUSS 2.0 équipé d’une source interne au cuivre qui permet de produire un faisceau de
rayons X d’énergie de 8 keV. Les échantillons ont été préparés a une concentration de 10 %mv a

pHs 5 et 11. Les mesures ont été acquises au cours d’'une rampe en température entre 20 et 50 °C.

Le principe des mesures de diffusion des rayons X aux petits angles est présenté en Annexe 10.
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Annexes de la Partie 1

Annexe 1 : RMN 1H du xanthate XA1 et attribution des protons

Xanthate [ ,’

d

XA1 f
a \OJ()-Q?(S \fs /_ R - J
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e

e A J

e _ =t
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Annexe 2 : Chromatogramme SEC-RI du macro-CTA PVPI2o-X
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Annexe 3 : Spectre RMN 'H a 300 MHz dans le DMSO-d6 des monomeres NIPAM,
NVPI, NVC et attribution des signaux
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Annexe 4 : Spectre RMN 'H a 300 MHz du copolymere PVPI2o-b-PNIPAM100-X
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Annexe 5 : Spectres RMN 'H a 300 MHz dans le DMS0-d6 du copolymere PVPI3o-
b-P(NIPAM-stat-NVC)100-X

PVPI,o-b-P(NIPAM-stat-NVC),0-X
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Annexe 6 : Valeurs des Tc déterminées par UV-vis, DLS, DSC et mesures des potentiels-( aux 3 pHs d’intérét pour les copolymeres

PVAmm-b-PNIPAM,

UV (0.1%) DLS (1%) DSC (5%) Zétamétrie (1%)
H Tca 0 °C/min H Tc, DCR Te, Zav H Tca 0 °C/min dHm (J/g) par unité H Potentiels-
p (°C) p (°C) (°C) p (°C) NIPAM a 0 °C/min p (mV)
heating | cooling heating | cooling | heating | cooling heating cooling heating cooling 25°C 45°C
57 | 422 39,6 | 5.6 | 37,5 36,8 37,0 37,0 1,4 37,7 36,5 -8,14 8,07 5.6 8906 27,4+1,5
PVAmio-
7.7 | 38,0 46,7 | 81 | 338 33,8 35,0 30,0 8,0 38,3 34,1 -10,37 2,22 8.1 -0,97 £ 0,08 4,6 0,5
PNIPAMso
11.0| 39,8 37,0 |121| 36,0 36,5 37,5 35,0 10,8 36,4 31,6 -2,98 0,13 12.1 -7,4+0,8 -11,9 +1,8
46 | 391 40,7 | 3.7 | 42,0 32,0 34,7 31,3 1,2 33,6 38,7 -8,24 3,98 3.7 184+1,1 346+2,1
PVAm2o-
PNIPAM 100 75| 399 409 | 74 | 36,0 34,9 34,9 30,3 - - - - - 7.4 4,2+0,5 20,2+2,0
9.3 | 40,1 339 |11.0| 373 41,9 35,0 37,2 12,5 35,4 42,1 2,71 2,76 11.0 -4,1+0,4 -2,1+04

99




ANNEXES DE LA PARTIE 1

Annexe 7 : Evolution des ratios d’intégration des spectres de RMN 1H en
température acquis a 400 MHz entre 20 °C et 55 °C du copolymere PVAm o-
PNIPAM100 a pH 11 dans le D20 en fonction de la température avec : A ratio a/b, ®

ratio c/b, m ratio c/a
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Annexe 8 : Distribution des diameétres mesurés a partir des images MET du

copolymere PVAm1o-b-PNIPAMso@pH5 et @pH11 a 25 °C et 45 °C
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Annexe 9 : Profils SAXS avec I(q) en fonction de q avec q = 4msin8/A, sur les
échantillons PVAmzo-b-PNIPAM1go a2 1%mapH 5 (A) etapH 11 (@) a 25 °C (bleu) et
45 °C (rose)

. = pHE25°C
- s pH B 45:C
s e = pH 11325 °C
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Principe des mesures de diffusion des rayonnements pour la

caractérisation de polymeres

Les techniques de diffusion les plus utilisées pour la caractérisation de polymeéres en
solution sont la diffusion statique et dynamique de la lumiere (static/dynamic light scattering,
SLS/DLS) et la diffusion aux petits angles de neutrons et de rayons X (Small angle neutron/X-ray
scattering, SANS/SAXS). Le principe général de la diffusion de rayonnements est d’irradier un
échantillon de polymere en solution a une longueur d’onde connue et de collecter sur un détecteur
I'intensité diffusée par les objets en solution. Les techniques de DLS et SAXS qui ont été utilisées

dans ces travaux seront présentées de maniére plus détaillée ici.
Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La mesure de DLS est basée sur I'évaluation du mouvement Brownien des particules en
solution. Le mouvement Brownien est défini comme le mouvement des particules qui est dii a
I'agitation thermique et les collisions aléatoires qui en découlent entre les particules et les
molécules du liquide dans lesquelles elles sont dispersées. En fonction de leur taille, les particules
ne sont pas soumises au méme mouvement (Figure 1a), ainsi l'intensité de la lumiére diffusée ne
fluctue pas de la méme maniére. Plus les particules sont grosses, plus leur mouvement Brownien
est lent et plus les fluctuations d’intensités sont faibles, et inversement pour les petites particules.

Ces variations d’intensités sont corrélées a un temps caractéristique de relaxation, inversement
proportionnel au coefficient de diffusion des particules: o= 2Dg? avec T le temps de relaxation (s

1), q le vecteur d’onde (m-1) et D le coefficient de diffusion (m2/s). Par la relation de Stokes-

Einstein, et en faisant I'hypothése de particules sphériques rigides, on obtient le diametre

hydrodynamique: Dy =% avec Dy le diametre hydrodynamique (m), K la constante de

Boltzmann (J/K), T la température (K), et  la viscosité du solvant (kg/m.s)

102



ANNEXES DE LA PARTIE 1

(@) 4
°s0
@ large particles
= ® ©
\
£ ‘\/ /\ ‘ d small particles
~ \\/
time -
(b)

correlation intervall T ACF — diffusion constant

intensity

\ : 0.000001 0.0001 0.01
time tls]

Figure 1 a) Fluctuation de I'intensité diffusée en fonction de la taille des particules, b) transformation des signaux
d’intensité par autocorrélation afin d’obtenir la fonction d’autocorrélation

La dimension temporelle est importante en DLS puisque les particules sont en mouvement
constant. La fluctuation d’intensité diffusée est analysée par un traitement mathématique appelé
autocorrélation et qui donne une fonction d’autocorrélation (Auto-Correlation Function, ACF)
(Figure 1b). La fonction d’autocorrélation est une comparaison dans le temps du signal détecté
par rapport a lui-méme. A un temps initial to, les particules ont une position donnée, mais leur
mouvement permanent fait que leur diffusion est a chaque instant plus différente de I'instant
initial. Cela se traduit par une fonction de corrélation qui est toujours décroissante. Plus cette
décroissance est rapide dans le temps, plus les particules sont petites (car elles se sont tres vite
déplacées). Au contraire, si la décroissance arrive apres un certain temps de latence, cela traduit
de plus gros objets dont le mouvement Brownien est plus lent. Dans le cas d'un échantillon
monodisperse, la fonction d’autocorrélation est une fonction exponentielle caractérisée par son
unique temps de relaxation. Une analyse cumulative permet alors d’obtenir des informations sur
la distribution de taille : le diamétre hydrodynamique moyen (Z-average) et la polydispersité de

la distribution (PDI).

A noter qu’en DLS conventionnelle, le signal détecté correspond a l'intensité rétrodiffusée (173 )
et un seul angle est analysé : les mesures sont donc dépendantes de ce parametre qui a une
influence sur la taille des objets mesurés. Pour s’affranchir de ce parametre, la DLS multi-angle

consiste a réaliser des mesures de diffusion a différents angles.
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Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

Le SAXS consiste a irradier I'échantillon en solution par un faisceau de rayons X de longueur
d’onde A et a collecter le rayonnement diffusé sur une gamme de petits angles. La gamme de taille
des objets pouvant étre observés s’étend de 1 a 100 nm. En dessous du nanometre, la WAXS (Wide-
angle X-ray Scattering) est la technique de choix.

Du fait de la diffusion par les objets en solution, les rayons X sont détectés avec un décalage de
phase qui se traduit par des interférences constructives et destructives. Ces interférences
permettent d’obtenir un figure de diffusion représentée telle que 1(q) = f(q) avec q = 4m sin 6/A le
vecteur d’onde de diffusion. I(q) est dans I'espace réciproque ; ainsi, aux petits q sont observées
les grandes dimensions de l'objet, et inversement aux grands q. De maniere générale, I(q) x M C
(p1-p2)2F(q) 2S(q) avec M la masse moléculaire, C la concentration, p la densité de diffusion des
particules 1 et du solvant 2, F(q) le facteur de forme, S(q) le facteur de structure. Un profil de

diffusion pour des particules sphériques est représenté en Figure 2 :

7 W0) Guinier

; Régime intermédiaire
- -1
100 5
1 Régime
0.1 3 de Porod
1 I~q"
0.01

T T T T TT
2 3 4 567

o
I

-1
Intensity [cm ]

Figure 2 : Profil de diffusion I(q) = f(q) pour des particules sphériques. Reproduit du cours sur la diffusion aux
petits angles de D. Constantin (2018) accessible en ligne.

Plusieurs régions sont particuliéerement intéressantes et donnent des informations sur le systéme.
Dans la région de Guinier, lorsque q tend vers 0, les valeurs de rayons de giration peuvent étre
déterminées.

Dans le régime intermédiaire et la région de Porod, I(q) suit une loi de puissance I(q) « g*ou «
est un parametre donnant des informations sur la morphologie des objets. En effet, pour a=2, les
macromolécules sont en conformation gaussiéne, alors que pour a >2 la conformation est plus
compacte. Pour les polymeres en confirmation globulaire (particules sphériques), a est compris
entre 3 et 4.

Dans le cas de particules sphériques, on peut estimer leur diameétre tel que : D = 21 /q.
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PARTIE 2

Partie 2 : Mise en forme et modification de surface de
nanoparticules a base d’hydrogel

La Partie 2 de ce manuscrit s’attache a décrire la mise en forme des nanoparticules
composées d'une couronne de polysaccharides ainsi que leur modification de surface avec le
copolymere thermorépondant. Elle s’organise également en 3 chapitres qui suivent une
introduction sur la mise en forme de particules coeur-couronne a base de polysaccharides. Le
Chapitre 1 porte sur la mise en forme de particules composées d'une couronne de
polysaccharides. Le Chapitre 2 décrit la modification de surface de ces particules avec le
copolymere étudié dans la Partie 1 et I'étude des propriétés thermosensibles des biomatériaux

ainsi formés. Enfin, le Chapitre 3 contient la partie expérimentale des deux chapitres précédents.

Chapitre 1

SiNP

Chapitre 2

Schéma 1 Résumé graphique de la Partie 2 : Chapitre 1 : mise en forme des nanoparticules SINP@CS/ALG,
Chapitre 2 : modification de surface et étude des propriétés thermosensibles des nanoparticules modifiées

113



PARTIE 2

114



INTRODUCTION PARTIE 2

Introduction

La mise en forme de nanoparticules (NPs) pour des applications biomédicales, doit respecter
un certain nombre de critéres comme la non-toxicité.1-3 Idéalement les NPs doivent également
étre résistantes aux dégradations chimiques ou enzymatiques non désirées. Enfin, dans le cas
d’utilisation en tant que vecteurs d’agents bioactifs, les NPs doivent permettre un temps de vie
dans la circulation sanguine important, un chargement en agents thérapeutiques et une libération
efficace sur le site ciblé. Pour répondre a ce cahier des charges, 'une des approches possibles est
la mise en forme de nanoparticules cceur-couronne. Le choix du matériau utilisé pour la couronne
est alors essentiel car celle-ci constitue l'interface avec le milieu physiologique dans lequel
évoluent les nanoparticules. Les polysaccharides (pSac) présentent de nombreux atouts pour la
fonctionnalisation de surface de NPs, notamment une grande fonctionnalité chimique et dans
certains cas des propriétés stimuli-répondantes. La mise en forme de particules uniquement
composées de pSac peut cependant étre contraignante, et pour des raisons pratiques, dans ce
projet nous nous sommes intéressés a des particules modéles, composées d'un cceur de silice et

qui seraient recouvertes de pSac.

Cette introduction bibliographique s’attachera a décrire dans un premier temps les
polysaccharides de maniere générale, puis la mise en forme de NPs cceur-couronne avec une

couronne a base de polysaccharides.

1. Généralités sur les polysaccharides

La mise en forme de biomatériaux fonctionnels est un domaine de recherche en constante
évolution. De nombreux travaux portent notamment sur les biomatériaux a base de polymeéres,
qu’ils soient naturels ou synthétiques, et sous différentes formes. Les nanoparticules de
polymeéres sont largement étudiées, elles se présentent sous la forme de micelles, de microgels, de
liposomes ou encore de dendrimeéres.4 Les polymeéres synthétiques offrent un contréle de
I'architecture macromoléculaire (structure, composition, masse molaire, etc), des propriétés
mécaniques adaptables et une bonne reproductibilité. Les polyméres naturels, dont font partie les
polysaccharides, ont quant a eux des propriétés trés intéressantes pour les applications
biomédicales (Figure 1): ils sont en effet biocompatibles et biodégradables, deux propriétés

essentielles en ingénierie tissulaire.5-7
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Easy Control and
facile synthetic

Figure 1 Représentation schématique des propriétés des polysaccharides en médecine régénérative.
Reproduit de Sood et al.”

Les polysaccharides sont constitués d'un enchainement de monosaccharides connectés par des
liaisons O-glucosidiques. De nombreux paramétres liés a leur composition, masse molaire,
structure ou encore leur origine jouent sur leurs propriétés qui sont donc tres variées. Les pSac
sont abondamment présents dans la nature, les principales ressources sont les animaux (chitine,
héparine, chondroitine, hyaluronane), les plantes (cellulose, amidon, pectine), les
microorganismes (gomme xanthane, dextrane, pullulane) ou encore les algues (alginate, agarose,
carraghénane). Une sélection de polysaccharides utilisés dans le domaine des biomatériaux ainsi
que leurs caractéristiques en termes de structure, origine, etc, sont listés dans le Tableau 1. Des
exemples de mise en forme de NPs sont associés a chaque polysaccharide afin de mettre en avant
leur grande polyvalence. Parmi les pSac les plus utilisés dans le domaine des biomatériaux, le

chitosane, I'alginate, I'acide hyaluronique et 'héparine sont particulierement intéressants.
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Tableau 1 Structure, origine, caractéristiques et exemples de mise en forme de NPs de polysaccharides

Structure/Origine

Caractéristiques

Exemples de mise en forme

de NPs et applications

Copolymere linéaire
statistique de D-glucosamine

et de N-acétyl-D-glucosamine

Cationique du fait de ses fonctions amines,
soluble uniquement dans I'eau a pH acide

Modification chimique possible par ses

e NPsde CS-tripolyphosphate
encapsulant des protéines
pour la thérapie du cancer?5

e NPsde CS avec encapsulation

Chitosane (CS) de Rampipril pour des
Issu de la déacétylation de la fonctions -NH2, -OH.10-12
applications transdermiques?6
chitine, ou extrait de certains Propriétés analgésiques, antibactériennes,
e Nanomicelles de CS-mannose-
champignonss8? antifongiques, mucoadhésives1314
acide stéarique pour
I'immunothérapiel”
Anionique car porteur de groupes
o Micelles d’'HA pour la thérapie
Copolymere linéaire alterné carboxyliques
photothermique?2
d’unités d’acide glucuronique Modification chimique possible par
e Liposomes a base d’'HA pour
Acide et de N-acétyl-D-glucosamine amidification de ses fonctions
des applications en
hyaluronique reliées par des liaisons $(1-3) carboxyliques et estérification des
oncologie?3
(HA) Composant de la matrice hydroxyles8.19

extracellulaire chez les

animaux

Capacité de gonflement/absorption d’eau,
anti-inflammatoire,

immunosuppresseur20.21

e Micelles d'HA pH-sensibles
pour la libération d’actifs

anticancéreux24
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Héparine (Hep)

Copolymere linéaire composé
majoritairement des
disaccharides acide
iduronique 2-0-sulfaté et
glucosamine 6-O-sulfaté N-
sulfaté

Produite par les cellules de
nombreuses sources

terrestres et marines

Anionique car porteur de groupements
sulfates

Modification chimique possible par
amidification de ses fonctions
carboxyliques et estérification des
hydroxyles 25-28

Forte capacité d’interaction avec les
protéines et peptides positivement
chargés, dont I'antithrombine (anti-

coagulant)29

Nanogels d’'Hep contenant de
la Doxorubicin pour le
traitement du cancer3?
Nanoéponges d’Hep pour la
libération controlée de

facteurs de croissance 31

Alginate (ALG)

Copolymere a bloc linéaire
d’acide manuronique (bloc M)
et d’acide a-L-guluronique
(bloc G)

Issu principalement d’algues
brunes ou de souches

bactériennes32

Anionique car porteur de groupes
carboxyliques

Modification chimique possible par
amidification de ses fonctions
carboxyliques et estérification des
hydroxyles33-36

Capacité de gonflement

Nanosphéres et vésicules
d’ALG pour la thérapie du
cancer37

NPs d’ALG pour la délivrance

d’actifs38
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En complément au Tableau 1, il parait important de préciser que des nanoparticules composées
de plusieurs de ces pSac ont également été formulées mais ne feront pas I'objet de cette étude.39
Les polymeéres naturels décrits dans le Tableau 1 sont tous des polyélectrolytes car porteurs de
fonctions acides carboxyliques, sulfates ou amines. En plus des propriétés intrinséques, comme le
caractére antibactérien des amines, qui sont apportées par ces groupements, ces derniers offrent
de nombreuses voies de modifications, qu’elles soient physiques ou chimiques.40 Les
polysaccharides peuvent étre modifiés chimiquement avant leur mise en forme ou étre utilisés
pour modifier la surface de structures préexistantes. Ce dernier cas de figure nous intéresse
particulierement car permet la mise en forme de structures composites, et dans le cas de

nanoparticules, de composites coceur-couronne.

2. NPs composites cceur-couronne a base de pSac

Les nanoparticules composites coeur-couronne sont, comme leur nom l'indique,
composées d’'un cceur et d’'une couronne de nature différente. Dans certaines communautés
scientifiques, une distinction est faite entre un systéme composite et un systéme hybride, 4142 ici
nous ne ferons pas cette distinction. Dans cette revue de littérature, nous nous intéresserons aux
nanoparticules au sens large, ce qui peut inclure des nanosphéres, nanotubes, etc, et dont la
couronne est composée de polysaccharides. Ces systemes seront classifiés en fonction de la
structure de la couronne polysaccharidique, mono ou multicouche, et de la nature du coeur qui
peut étre en polymere (synthétique ou naturel), en métal ou étre un matériau inorganique. Les

procédés de mise en forme ne seront volontairement pas décrits.

1. Systemes composites monocouches

Tout comme les NPs de polysaccharides, les composites cceur-couronne sont
particulierement développés dans le domaine biomédical, plus spécialement pour des
applications en nanomédecine. En effet, de nombreuses thérapies s’appuient sur les propriétés
intrinseques de nanoparticules, par exemple les NPs magnétiques pour I'hyperthermie
magnétique, ou encore les NPs métalliques utilisées pour la thérapie photothermique.4344 Une des
difficultés souvent rencontrées avec ce type de nanoparticules est leur interaction avec un
systéme biologique, qui révéle parfois une mauvaise biocompatibilité et engendrent des réactions
immunitaires et inflammatoires.4> Pour s’affranchir de ces inconvénients, une stratégie souvent
décrite dans la littérature est de modifier en surface ces coeurs fonctionnels par une couche de
polymeére.46 Les couronnes de polymeres naturels comme les polysaccharides sont
particulierement adaptées puisque ces polymeéres sont biocompatibles et ont souvent eux-mémes
des propriétés intrinseques intéressantes pour le design d’une biointerface fonctionnelle. Parmi,
les systémes cceur-couronne avec une couronne de pSac, tous les types de cceur ont été décrits

dans la littérature.
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Concernant les composites polymeéres/pSac, Liu et al, Lee et al, et Chung et al ont notamment
fonctionnalisé des NPs de PLGA par une couronne de HA, CS et d’'Hep respectivement.47-49 Les NPs
PLGA/HA mises en forme sont composées d'un cceur positivement chargé en surface a base de
PLGA et d’'un lipide cationique, autour duquel est déposée la couronne du polyanion acide
hyaluronique.4” Ces NPs d’environ 200 nm de diameétre ont permis d’encapsuler des antigenes et
il a été montré que la présence d’'HA améliore la charge d’encapsulation, ce qui fait de ces NPs un
nanovaccin prometteur. Les coeurs de PLGA recouverts d’'une couronne de CS, d’'un diametre
d’environ 200 nm également, ont été utilisés pour la délivrance transdermique d’ADN.48 Dans ce
systeme, I'intérét du CS est sa capacité d’interaction avec 'ADN contrairement au PLGA qui
manque de fonctions chimiques disponibles en surface. Un systéme pSac-pSac a également été
décrit pour la délivrance d’actifs anti-tumoraux.50 Il s’agit d'un cceur de CS contenant I'actif,
encapsulé dans une couronne d’HA dont I'une des fonctions est de prolonger la circulation

systémique des particules.

Si les cceurs a base de polymeéres sont souvent utilisés pour la mise en forme de particules cceur-
couronne, c’est également le cas de nombreux métaux et oxydes métalliques. Les plus cités sont
certainement les coeurs d’oxydes magnétiques qui sont intéressants pour la libération controlée
d’actifs par hyperthermie magnétique.5152 Les NPs d’or sont également intéressantes pour
I'imagerie ou la thérapie photothermique,53 des systémes Au-CS,5¢% Au-ALG,55 Au-HAS56 ont

notamment été rapportés.

Enfin, les coeurs inorganiques sont également des candidats de choix pour une modification de
surface avec des pSac comme le prouvent les nombreux travaux a ce sujet. Naz et al. et Hu et al.
décrivent notamment des nanoparticules de silice (SiNPs) mésoporeuses avec un revétement
d’acide hyaluronique.57,58 Les travaux des premiers consistent en 'adsorption d’HA a la surface de
SiNP-NH; mésoporeuses chargées en actifs et fonctionnalisées par un ligand capable de cibler les
mitochondries.5” Le réle double de I'HA est alors de fermer les pores de la silice (gatekeeper),
retenir les actifs au cours du transport et de cibler les cellules cancéreuses. Hu et al. utilisent des
SiNP chargées en anti-tumoraux enrobées d’acide hyaluronique pour la capacité de 'HA a cibler

les cellules cancéreuses également.58

Les polyanions héparine et ALG ont également été utilisés comme couronne d’hydrogel autour de
ceeurs de silice. Dans le cas des particules SiNP-Hep, I'héparine permet encore une fois
I'encapsulation des actifs incorporés dans la porosité des SiNPs, et apporte ses propriétés de
biocompatibilité et d’amélioration de la circulation.59 De méme, ’ALG enrobant les particules
SINP-ALG des travaux de Yuan et al. joue le role de gatekeeper, tout comme le CS dans les

particules composites SiNP-CS servant a la thérapie ciblée du cancer colorectal.6!
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D’autres exemples de coeurs inorganiques peuvent étre cités, comme les travaux de Liang et al. qui
mettent en forme des cceurs d’hydroxyapatite recouverts d’'une couronne d’ALG pour la

délivrance d’actifs encapsulés dans '’hydroxyapatite.62

De maniere générale, dans ces systémes monocouches, le pSac a soit le role de gatekeeper
lorsqu’un actif est encapsulé dans le cceur, soit un réle de biocompatibilisant ou d’adjuvant a la

circulation systémique des particules.

2. Systemes composites multicouches

La littérature décrit également un certain nombre de systémes multicouches, c’est a dire
composés d’un assemblage de plusieurs couches de pSac. Les pSac ciblés dans cette revue étant
tous des polyélectrolytes, les assemblages décrits dans cette partie sont tous formés par layer-by-
layer (LbL). L’assemblage LbL développé par Decher et al. dans les années 1990, consiste en la
formation d’'un revétement multicouche de polyélectrolytes.63 En pratique, un substrat est
introduit successivement dans des solutions de polyélectrolytes de charges opposées (polyanion
et polycation) de maniere a ce que le polymeére de charge opposée a la surface soit adsorbé. La
charge de surface s’inverse donc entre chaque étape. L’adsorption est régulée par la répulsion

électrostatique entre le polymeére nouvellement adsorbé et celui en excés dans la solution.

A

1. Polyanion

_>.
2. Wash

o
g
5
78]
0
=]
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Figure 2 Principe de I'assemblage layer-by-layer, A) représentation du procédé, les étapes 2 et 4
correspondant a des lavages pour éliminer le polymére en exces. B) représentation schématique de
I'adsorption successive d’'un polyanion et d’un polycation sur une surface cationique.
Reproduit de Decher et al.®?

Bien qu’initialement cet assemblage repose sur des interactions électrostatiques, des exemples
décrivent la formation de films LbL par des liaisons hydrogenes, 4 liaisons covalentes,é5 ou encore
des interactions hydrophobes.66 De méme, le procédé LbL a été développé sur des substrats plans

et réalisé par la suite sur des objets tridimensionnels comme des nanoparticules.67-70
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Les assemblages LbL ont montré un potentiel certain dans le domaine biomédical. Parmi les
polymeéres les plus utilisés, on retrouve les polyélectrolytes synthétiques comme les polycations
poly(chlorure de diallyldimethylammonium), poly(hydrochlorure d’allylamine), ou
polyéthyléneimine et les polyanions poly(styréne sulfonate), poly(vinyl sulfate), ou l'acide
polyacrylique.”t Concernant les polyélectrolytes naturels, sont utilisées notamment des
biomacromolécules comme des protéines,’273 des polypeptides,’4 ou encore 'ADN.75> Les pSac
comme le CS (polycation) et ’ALG (polyanion) ont également été utilisés pour recouvrir différents
ceeurs de natures chimiques variées.’6-78 Un assemblage LbL d’ALG et de CS a été réalisé autour
de nanoparticules de ferrite de manganese (MnFe;04).72 Deux bicouches successives ont été
déposées ce qui a permis d’obtenir des particules de 200 nm. L’intérét de ce systéme multicouche
est l'incorporation dans les couches de CS de curcumine, un actif ayant des interactions

spécifiques avec le CS.

De méme, un assemblage multicouche de CS et d’ALG a permis d’enrober des coeurs de PLGA
chargés en actif anti-tumoral.8° Quatre bicouches sont déposées successivement, une étude de la
libération en fonction du nombre de couches a permis de montrer que la libération brutale (burst
release) initiale d’actifs diminue avec I'épaisseur de la couronne. Ce résultat est particuliérement
intéressant pour les applications ou I'effet de burst release est problématique en terme de toxicité

et d’efficacité.

Sur ce méme principe, plusieurs travaux rapportent la modification de surface par LbL de
particules silice avec de I'’ALG et du CS. Feng et al. décrit des silices mésoporeuses chargées en
Doxorubicin et enrobées de ces polysaccharides dont le role est d’agir en tant que gatekeepers pH-
sensibles.”” Yang et al. ont réalisé ce méme assemblage CS et ALG sur des nanotubes de silice pour
des applications de libération contrélée en fonction du pH également.”6 C’est sur ces derniers
travaux que s’est appuyée la stratégie de mise en forme des nanoparticules utilisées dans cette

partie.

3. Stratégie de la Partie 2

La revue bibliographique a permis d’illustrer la mise en forme de nanoparticules cceur-
couronne a base de polysaccharides. Dans notre stratégie, la formulation de nanoparticules coeur-
couronne avec une couronne a base d’hydrogel de pSac repose sur le revétement d'un cceur
inorganique par layer-by-layer (LbL). Dans un premier temps, les cceurs de silice SiNP seront
synthétisés par polymérisation inorganique Stober et caractérisés, avant d’étre enrobés d'un
assemblage multicouche a base de deux polyélectrolytes naturels de charges opposées, le CS et
I’ALG, pour obtenir les particules SINP@CS/ALG. La construction de cet assemblage sera

caractérisé étape par étape.
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Dans un deuxiéme temps, la modification de surface des particules cceur-couronne sera étudiée :
il s’agit du greffage de brosses de copolymeres thermorépondants a la surface des particules
coeur-couronne par grafting to. Le copolymere thermorépondant PVAmio-b-PNIPAMso a été
synthétisé et caractérisé dans la premiere partie de ce manuscrit. Son bloc polyaminé sera utilisé
comme point d’ancrage a la surface des particules composites dont la surface est recouverte

d’ALG. Le bloc thermorépondant sera exposé a I'interface.

L’objectif final de cette partie est d’étudier comment les propriétés thermorépondantes du
copolymere influent sur les propriétés des particules. Est-ce que la surface des particules
deviendra hydrophobe lorsque la température sera supérieure a la température critique du
copolymere ? Est-ce que des interactions hydrophobes inter-particulaires seront observées ?

Quelles sont les conséquences de telles interactions sur le systeme, va-t-il gélifier, se déstabiliser ?

La Partie 2 s’attache donc a répondre a ces interrogations. Le Chapitre 1 décrit la mise en forme
des nanoparticules SINP@CS/ALG ainsi que leur caractérisation. Le Chapitre 2 est consacré a la
modification de surface par grafting to des particules SINP@CS/ALG pour obtenir les particules
thermosensibles (Schéma 1). L’accent est porté sur la mise en évidence du copolymere a la surface
des particules par une étude utilisant différentes techniques de caractérisation, dont '’XPS,la RMN
et la spectrofluorimétrie. Enfin, la thermosensibilité des particules modifiées sera investiguée afin
de répondre a la problématique de ce travail : Est-ce que la modification de surface de
nanoparticules a base de polysaccharides par un copolymeére thermorépondant induit chez

les particules une thermosensibilité ?
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Chapitre 1

SiNP

Chapitre 2

Schéma 2 Résumé graphique de la Partie 2 : Chapitre 1 : mise en forme des nanoparticules SINP@CS/ALG,
Chapitre 2 : modification de surface et étude des propriétés thermosensibles des nanoparticules modifiées
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P2 - Chapitre 1: Mise en forme de nanoparticules a base d’hydrogel

1. Introduction

La revue bibliographique a permis d’illustrer la mise en forme de nanoparticules constituées
d’une couronne de polysaccharides. Dans notre stratégie, la formulation de nanoparticules cceur-
couronne repose sur le revétement d'un cceur inorganique par layer-by-layer (LbL) de pSac. Dans
un premier temps, les pSac seront caractérisés, puis la mise en forme des particules cceur-

couronne sera décrite et discutée.

2. Caractérisation des polysaccharides

1. Chitosane

Le CS est un polymere naturel, issu de la déacétylation de la chitine, elle-méme extraite
des carapaces de crustacés (crevettes, crabes) ou de champignons. C’est un copolymeére linéaire
statistique composés d’unités D-glucosamine et N-acétyl-D-glucosamine liées par des liaisons

glucosidiques [3(1-4), sa structure est rappelée en Figure 3.

Acétylée Déacétylée
[ ]

OH

Figure 3 Structure chimique du CS

Selon son origine, la masse molaire du CS peut aller de 50 a 800 kDa. La composition entre les
deux unités glucosaminées joue un rdle tres important sur les propriétés du CS. Elle est
caractérisée par le degré de déacétylation (DDA) qui est défini tel que la fraction des unités
déacétylées. Par convention, on ne parle de CS que lorsque le DDA est supérieur a 50 %, en dega
on considére que le polymére est toujours de la chitine. Le DDA est un parametre de choix en
fonction de l'application souhaitée. Les chitosanes dont les DDA sont grands permettent
notamment de favoriser la prolifération et 'adhésion cellulaire.8! La cristallinité du CS joue aussi
un role sur les propriétés physico-chimiques du polymere, ce paramétre ne fera pas 'objet de ces
travaux et n’a pas été déterminé. Indépendamment de sa masse et de son DDA, le CS est
biocompatible, non toxique, et biodégradable grace a ses liaisons (1-4) qui sont hydrolysées par
les lysozymes chez les mammiféres.8283 La structure du CS comporte des fonctions amines et
hydroxyles qui permettent la formation de liaisons hydrogene intermoléculaires. Les amines
primaires du CS sont réactives et ont souvent été le support de modifications chimiques,

notamment par le biais de couplage peptidique.8485 Les amines apportent par ailleurs son
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caractére pH-sensible au CS puisqu’elles peuvent capter un proton pour former des fonctions
ammonium chargées positivement. Le CS est souvent associé au polyanion ALG pour former des
complexes polyélectrolytes (PEC).8687 Le pKa du CS est d’environ 6,5, il est intéressant de noter
qu’'a pH supérieur de pKa, c’est-a-dire que lorsqu’une majorité des amines sont déprotonées, le CS

est insoluble dans I'eau.

Dans le cadre de ces travaux, un unique lot commercial de CS a été utilisé, ce CS est dérivé de
chitine extraite de carapaces de crevettes. Les polymeéres naturels présentant d’importantes
différences inter-lots, il est nécessaire de les caractériser avant utilisation afin de connaitre leur
masse molaire et leur DDA. Une technique de choix pour la détermination de la masse molaire du
CS est la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) en milieu aqueux. Cependant, le CS est
difficile a solubiliser dans les tampons usuels de SEC, d’autant plus qu’aux concentrations usuelles
d’injection, les solutions de CS sont tres visqueuses et donc difficiles a injecter. Des
chromatogrammes ont été obtenus sur le lot de CS étudié et ont révélé la présence d’agrégats et
par conséquent la masse molaire M,, obtenue n’est pas correcte. Du fait de ces difficultés, qui sont
couramment décrites dans la littérature,8889 les polymeéres naturels sont souvent caractérisés par

leur masse molaire viscosimétrique.

Détermination de la masse molaire moyenne viscosimétrique M,

La détermination de la M, s’effectue typiquement par viscosimétrie capillaire ou par des
mesures rhéologiques, ces derniéres étant plus rapides a mettre en ceuvre. En effet, la M, d'un

polymeére est reliée a sa viscosité intrinséque par la relation de Mark-Houwink-Sakurada :

[n] = K. M,*

Les mesures rhéologiques ont donc pour but de déterminer [7], la méthodologie détaillée est
décrite dans le Chapitre 3 (page 183). Les parametres K et o ont des valeurs tabulées pour des
couples solvant/polymeére a des températures données.

Dans le cas du CS, des solutions dans un milieu aqueux a 0,1 M d’acide acétique et 0,2 M de NaCl
ont été préparées a des concentrations de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 %. A ces concentrations, le
CS, qui présente généralement un comportement rhéofluidifiant,?0 a un comportement Newtonien
ou la viscosité ne dépend pas de la vitesse de cisaillement y et ou la relation psolution=T/y s’applique,
avec Psolution 12 Viscosité de la solution et t la contrainte de cisaillement. L’étude rhéologique a été
réalisée en rotation avec des cylindres coaxiaux. Pour chacune des solutions, un balayage en taux
de cisaillement est réalisé afin de mesurer I'évolution linéaire de la contrainte et d’en déterminer

la pente psolution pour chaque concentration (Figure 4).
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Figure 4 Mesures de contrainte en écoulement (cylindres coaxiaux) a différents taux de cisaillement pour la
détermination des viscosités Lsolution des solutions de CS de 0,01% a 0,05% et psowvant de la solution aqueuse NaCl
0.2 M + 0,1 M acide acétique

De méme, la viscosité du solvant psovant €St déterminée, permettant de calculer la viscosité relative.
Les viscosités inhérentes et réduites sont calculées d’apres les relations explicitées dans le
Chapitre 3 (page 183). La viscosité intrinseque est déterminée par projection, lorsque la
concentration tend vers 0, des mesures de viscosités inhérentes et réduites en fonction de la

concentration (Figure 5).
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Figure 5 Extrapolation a concentration nulle des viscosités inhérentes ( A ) et réduites (m) en fonction de la
concentration en CS
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Une valeur moyenne de ces deux extrapolations est calculée et vaut 5.38 dL/g. Connaissant K =
1.81.10-> mL/g et o =0.93 pour un milieu aqueux a 0.1 M d’acide acétique et 0.1 M NaCl,°! la M,
calculée du lot de CS étudié est de 770 kDa.

Détermination du degré de déacétylation (DDA)

La détermination du degré de déacétylation du CS peut étre réalisée par plusieurs
méthodes dont la spectroscopie UV-visible,%2 I'IRTF9394 ou encore la RMN.%5% La RMN est
cependant considérée comme la plus fiable de ces méthodes et donc celle qui a été utilisée ici. En
I'occurrence pour la détermination du DDA, il s’agit de spectroscopie 13C en mode quantitatif CP
MAS (Figure 6). Le calcul du DDA est simplement basé sur le rapport d’intégration des carbones

de I'acétyle par rapport aux carbones du cycle, la formule est la suivante :9596

Ieus
er + 1z + ez +1ca +1cs +1c6)/6

DDA =1-—

o o arr S/
Acétylée Déacétylée s
/
CH, | | /
o:( OH '
" /&/ w c3
HO o > HO o}
OH N OH /
/
-
Vs
,'/
/ _
o B, C2+C6 s
c4
C5
CH,
C1 (acétyl)
. T T
1.0 27.9 1.2
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20
(ppm)

Figure 6 Spectre RMN 13C (CP MAS) du CS avec intégrations et attributions des différents carbones d'aprés sa
structure chimique et les travaux de Heux et al®®

Le DDA calculé est de 73 %. Bien qu'il soit nécessaire de connaitre cette caractéristique du CS
puisqu’elle peut avoir une influence sur les propriétés des assemblages LbL. faits a partir de CS,%”
I'influence du DDA n’est pas étudiée dans ce travail car un unique lot de CS a été utilisé. L’étude de

Rocha Neto et al. montre cependant que I'influence du DDA sur I'épaisseur de film multicouche
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assemblé par LbL dépend surtout du pH. A pH 7,2 le DDA impacte forcément I'épaisseur mais a

pH 4,5 celle-ci est beaucoup moins influencée par le DDA.

3. Alginate de sodium

L’ALG est un polysaccharide extrait principalement des algues et dont les caractéristiques
dépendent, comme pour le CS, de son origine. Les caractéristiques de I'’ALG sont principalement
sa masse molaire et son rapport M/G. L’ALG est en effet un copolymére linéaire d’unités
guluroniques (G) et mannuroniques (M), reliées par des liaisons (3(1-4) dont la composition et
I'enchalnement varient. L’alternance des conformations G et M peut former trois types de blocs :

G, M, et MG (Figure 7).32

l_ Bloc G _|

r

Figure 7 Structure chimique de 'ALG

La composition entre ces blocs a une influence sur les propriétés de I’ALG et sur les propriétés des
matériaux mis en forme avec cet ALG. Par exemple, pour la réticulation de I’ALG par des cations
Ca?+, il peut étre intéressant de privilégier un ALG avec une importante proportion de blocs GG car
ceux —ci forment des interactions ioniques fortes.?

Commercialement, I’ALG se trouve sous la forme d’ALG de sodium. Il est soluble dans I'’eau sous la
forme de carboxylate, le pKa de ce polyanion est entre 3,4 et 4,5 selon les caractéristiques du
polymeére.® Le pKa du lot étudié n’ayant pas été déterminé expérimentalement, une valeur
moyenne de 4 sera considérée. Comme pour le CS, les deux caractéristiques principales de I'’ALG
de sodium utilisé dans cette étude ont été déterminées: la masse molaire moyenne

viscosimétrique et le ratio M/G.

Détermination de la masse molaire moyenne viscosimétrique M,

La M, du lot d’ALG étudié, qui est issu d’algues brunes, est déterminée selon le méme
protocole que celle du CS, a la différence que les solutions sont préparées dans un milieu salin a
0,1 M de NaCl. La Figure 8a présente la contrainte mesurée en fonction du taux de cisaillement

pour chacune des solutions.
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Figure 8 a) Mesures de contrainte en écoulement (cylindres coaxiaux) a différents taux de cisaillement pour
la détermination des ViscoSités Usolution des solutions d’ALG de 0,01% a 0,05% et psowant de la solution aqueuse
NaCl 0.1 M, b) Extrapolation a concentration nulle des viscosités inhérentes (A ) et réduites (m) en fonction
de la concentration en ALG

Il s’agit a nouveau d'un comportement Newtonien qui s’explique par la faible concentration des
solutions puisque '’ALG présente habituellement un comportement rhéofluidifiant.1°0 La Figure
8b représente la projection des viscosités inhérentes et réduites a concentration nulle qui permet
la détermination d’'une viscosité intrinséque de [7]=4.48 dL/g. Avec K=6.9.10¢ mL/g et

a=1,13,101102 ]q M, est calculée selon I'équation de Mark-Houwink-Sakurada et vaut 150 kDa.

Détermination du ratio M/G

Comme explicité précédemment, le ratio M/G est une des caractéristiques de I'ALG. La
méthode de choix pour sa détermination est la RMN 1H ou I'on s’intéresse particulierement aux
protons anomériques. En effet, ces derniers vont voir leur environnement chimique étre
fortement impacté par les conformations M et G des unités voisines. L’obtention d’un spectre bien
résolu sur la zone anomérique d’'une solution aqueuse d’ALG peut étre compliquée d’un point de
vue expérimental car d’'une part, I'eau résiduelle résonne aux mémes déplacements que les
protons anomériques, et d’autres part car la viscosité des solutions d’ALG ne permet pas une
bonne résolution. L'une des stratégies mise au point par Prieto et al.193 consiste a réaliser un
spectre DOSY a haute température d’'une solution aqueuse diluée d’ALG, ce qui permet de mieux
distinguer le signal du polymere et de réduire celui de 'eau. L’élévation de la température permet
ala fois de réduire la viscosité de la solution, et de décaler le signal de I'’eau vers des déplacements
chimiques plus faibles, hors de la zone d’intérét.104105 Le spectre DOSY de I’ALG est présenté en

Figure 9 ainsi que l'attribution des différents protons selon Grasdalen et al.105
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Figure 9 Spectre RMN 1H DOSY de I'’ALG a 70 °C et attribution des différents signaux a l'aide des
représentations des conformations GM et GG selon Grasdalen et al. et Vilén et al.»%% Le signal A correspond
aux protons G-H1 ; B inclut les protons GGM-H5, MGM-H5, MG-H1, MM-H1, et le signal C correspond aux
protons GG-H5

Le ratio M/G de I'ALG est déterminé a partir de rapports entre les intégrales des signaux A, B, C

F

tel que : Ratio M/G = F—Mofl F, =4
G

Ip+ic

et F; + Fy; = 1.104 Pour le lot d’ALG étudié, une valeur de

2,9 a été déterminée. Il s’agit d’'un ALG riche en unités M puisque le ratio moyen des alginates
commerciaux a été estimé a 1,3 lors d’'une étude.107 Le ratio M/G ne devrait cependant pas avoir

d’influence sur la complexation de 'ALG avec le CS lors du procédé LbL.108

3. Mise en forme des nanoparticules cceur/couronne a base de pSac
1. Synthese du cceur de silice SINP

Les nanoparticules synthétiques de silice (SiNPs) amorphes sont des matériaux
couramment utilisés dans le domaine biomédical. Deux voies de synthéses principales sont

décrites, les silices pyrogéniques et les silices colloidales (Figure 10).109
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a Flame pyrolysis b Sol-gel synthesis
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Figure 10 Représentation des deux voies principales de mise en forme de nanoparticules de silice.
Reproduit de Croissant et al.®®

Il existe en effet les SiNPs pyrogéniques qui sont formées a haute température par pyrolyse du
précurseur SiCly et refroidies rapidement a température ambiante. Les SiNPs synthétisées par
cette technique présentent cependant des silanols de surface isolés ou géminaux (Figure 11) qui
peuvent étre cytotoxiques et qui sont susceptibles de générer des dérivés réactifs de I'oxygene
(reactive oxygen species) induisant une grande toxicité.

pK =103 pK =2.9
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W
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S
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5ilalnols

Figure 11 Représentation des différents types de silanols en surface des nanoparticules de silice et leurs pKa
respectifs. Reproduit de Croissant et al.*%

Les silices colloidales, sont obtenues par I'équilibre de réactions d’hydrolyse et de condensation,
on parle de voie sol-gel. Les SiNPs obtenues par sol-gel présentent des silanols de surface vicinaux
et sont beaucoup moins toxiques que les silices pyrogéniques. Bien qu’historiquement les
premiéres silices colloidales ont été les silices précipitées (LUDOX de DuPont) et les silices dites
Stober, depuis les années 1990 une majorité des travaux sur les silices colloidales décrivent des
silices dites mésoporeuses. Ces dernieres présentent une porosité de diameétre compris entre 2 et
50 nm selon IUPAC.110 Ces SiNPs mésoporeuses (MSiNPs) sont obtenues par l'introduction du
précurseur de silice dans un systéme auto-assemblé de tensioactif ou de copolymere a bloc
amphiphile (Structure-directing agent ). Les réactions d’hydrolyse et de condensation ont lieu
autour des mésophases formées par le tensioactif (hexagonales, cubiques, worm-like, etc). Aprés
I'élimination du tensioactif, par extraction par solvant ou traitement thermique, les MSiNPs
présentent une mésoporosité qui réplique la morphologie des tensioactifs auto-assemblés. Ce

type de NPs est particuliéerement intéressant pour le domaine biomédical ou leur grande surface
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spécifique et leur mésoporosité sont des atouts pour le design de nouveaux systémes

d’encapsulation et de libération d’actifs.111

Dans nos travaux, les particules cceur-couronne a base de silice sont avant tout des
particules modeéles, c’est pourquoi les SiNPs synthétisées sont des silices Stober condensées qui
ne présentent pas de mésoporosité. Cette différence a pour conséquence une surface spécifique
inférieure a celles des MSiNPs, mais en terme de synthése le procédé est simplifié puisqu’il ne
nécessite pas l'utilisation d'un surfactant ni son élimination.

Les SiNPs ont donc été synthétisées par voie sol-gel en milieu hydroalcoolique alcalin, selon une
adaptation du procédé Stober. La synthése a été reproduite des travaux de these de P. Lagarrigue
dans I'équipe PPB du CIRIMAT.!12 Typiquement, le précurseur tétraéthylorthosilicate (TEOS) est
introduit dans un mélange d’éthanol absolu et de solution aqueuse d’ammoniaque. L’équilibre
entre I'hydrolyse des alcoxysilanes du TEOS en silanols (1) et la condensation des silanols entre
eux (2a) ou avec un alcoxysilane (2b) commence (Figure 12). Visuellement, le passage d’une
solution limpide et transparente a une suspension laiteuse et opaque est observé au cours de cette

réaction qui est laissée sous agitation a température ambiante pendant 16 h.

RO, RO,
RO‘/Si—OR + H,0 == RO‘/Si—OH +  R-OH (1)
RO RO
RO, OR RO o OR
RO“}Si—OH + HO—Si\‘OR — Ro“‘/Si/ ‘Si\/OR + H,0 (2a)
RO OR RO OR
RO, OR RO o OR
RO~g—0R + HO-Si-OR  —~ RO“‘/Si’ \Si\”‘OR + R-OH (2b)
RO OR RO OR

Figure 12 Mécanisme de l'équilibre hydrolyse/condensation a partir d'un précurseur de type Si(OR)+ menant
a la nucléation et la croissance de nanoparticules de silice. Reproduit de Hoffman et al. 3

Deux formats de synthese ont été réalisés, le premier visant un lot de 2 g de SiNP (lot A), et le
second 10 g (lot B). Au vu des volumes de suspension dans ces deux syntheses, les nanoparticules
du lot A ont été isolées par centrifugation, trempées a I'azote puis lyophilisées. Les particules du
lot B, en suspension dans un volume total 600 mL ont été, quant a elles, filtrées sur une membrane
0.2 pm puis trempées et lyophilisées. De maniere surprenante, cette différence sur le procédé de
récupération des particules a eu une influence sur leur taille, ce parametre sera discuté dans la

section suivante.
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2. Caractérisations des SINPs

Les lots A et B de nanoparticules ont été caractérisés par MET et par DLS afin d’en
déterminer respectivement les diametres apparents Drem et diameétres hydrodynamiques Dy. Le
potentiel-¢ a également été mesuré, ainsi que la surface spécifique du lot B. Les résultats sont

comparés dans le Tableau 2.

La MET confirme, pour les deux lots A et B, que les silices colloidales sont sphériques,
monodisperses et non poreuses conformément aux attentes pour une synthese Stéber en catalyse

basique. Les diameétres apparents ont été mesurés sur un nombre de particules supérieur a 70.

Les expériences de diffusion de la lumiere ont également apporté la confirmation de la
monodispersité des lots A et B, avec une dispersité (PDI) particulierement faible pour le lot A. Les
distributions en nombres et en intensités sont superposées et ne révelent pas la présence de sous-
population dans I'échantillon. Les diametres hydrodynamiques (Z-av) mesurés sont de 490 et 359
nm pour les lots A et B respectivement. Une différence significative sur le diametre est donc
observée a l'issue de ces deux synthéses, dont le seul parametre différent est la méthode
d’isolation des particules. Une premiere hypothese concerne les volumes de solutions que
représentent les lots A et B, et donc les conditions d’agitation qui ont pu étre différentes. On
pourrait supposer que I'agitation du lot B ait été relativement plus vive, ce qui aurait abouti a
limiter la croissance des particules. La deuxiéme explication repose sur le principe méme de la
séparation par centrifugation qui est basée sur des différences de densité. Il est possible que dans
le lot A, seules les plus grosses particules aient été récupérées dans le culot et que la population
de diametre inférieur soit restée en suspension dans le surnageant. Cette explication coincide avec
les dispersités puisque la dispersité du lot A est tres faible (0.02), alors que celle du lot B, dans
lequel I'ensemble des particules (de diameétre supérieur au seuil de coupure du filtre de 0,2 um)
ont été filtrées, est de 0,4. La différence de diamétre observée sur ces deux lots est toutefois jugée
acceptable. Les potentiels-¢ sont négatifs comme attendu a un pH d’environ 7, puisque le point

isoélectrique des silices amorphes est de 3.109

Enfin, la surface spécifique des nanoparticules du lot B a été déterminée par la méthode B.E.T et
vaut 14 m2/g, ce qui est largement inférieur aux silices mésoporeuses dont les surfaces spécifiques
peuvent dépasser 1000 m2/g mais en accord avec les particules précédemment synthétisées avec

ce protocole.114
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Tableau 2 Comparaison des spécificités des lots A et B de SiNPs et leur caractérisation physico-chimique

Méthode de

récupération

des SiNPs

Masse
récupérée

TEM

DLS

Dr1em

Dn (Z-av)
0,5 mg/mL
eau

PDI

Potentiel-
0,5 mg/mL
eau
Surface
spécifique

LotA (2 g)

Centrifugation + lyophilisation

[
o
1

Distribution (%)

Nombres
—— Intensités

10 160
Diamétre (nm)

477 + 20 nm
(n=112)

490 nm

0,02

-46,1 + 0,3 mV

LotB (10 g)

Filtration sur 0,2 pm + lyophilisation

89¢g

40

Nombres
—— Intensités
304
e
5
Q
©
3 10
0 T T T T
1 10 100 1000 10000

Diametre (nm)

312 + 25 nm
(n=70)

359 nm

0,4

-38,6 mV

14,48 m2/g

Les SiNPs du lot A seront utilisées pour l'optimisation du protocole de mise en forme des

particules cceur-couronne SiNP@CS/ALG, alors que celles du lot B seront utilisées pour la

production des lots utilisés pour la modification de surface dans la suite de ce manuscrit.
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3. Mise en forme des nanoparticules cceur-couronne SiINP@CS/ALG

Les cceurs de silice colloidale sont trés souvent utilisés pour la formation de
nanoparticules coeur-couronne, leur fonctionnalité de surface avec les silanols permettant a la
fois une modification chimique covalente ou une modification physique par adsorption
électrostatique de molécules positivement chargées. La modification par LbL est donc propice a
ce matériau. Le CS, un polycation de pKa 6,5 et I'ALG, polyanion de pKa 4, sont parfaitement
adaptés pour la réalisation de multicouches puisqu’ils sont tres souvent associés pour former des
complexes polyélectrolytes (PEC). La mise en forme de nanoparticules a base d’un cceur de silice
et d’'une couronne de CS et d’ALG par LbL a déja été décrite sur différents types de particules de
silice. En effet, les travaux de Du et al. et Feng et al. décrivent le revétement de nanoparticules de
silice mésoporeuse avec un LbL de CS et d’ALG, alors que Yang et al. ont réalisé un revétement
identique mais sur des nanotubes de silice mésoporeuse.’6-78 Ces travaux décrivent la mise en
forme de leurs systémes composites et leur caractérisation par différentes techniques (IRTF, ATG,
DLS, zétamétrie, etc). Un protocole a été mis a point en s’appuyant sur ces travaux pour mettre en
forme des nanoparticules coeur-couronne composées de silice et d'une couronne de

polyélectrolytes. La mise en forme est schématisée ci-dessous (Schéma 3)

Cs1

SiNP TR
ALG2

Schéma 3 Représentation schématique de la mise en forme des nanoparticules SINP@CS/ALG (ALGZ2) par
assemblage LbL de deux bicouches de CS et d’ALG sur les SiNPs

Dans cette partie, la mise en forme des nanoparticules SINP@CS/ALG sera décrite en expliquant
tout d’abord l'optimisation du protocole, sa reproduction et la caractérisation des particules
obtenues.

Concernant la nomenclature utilisée dans cette partie, pour plus de clarté sur I'assemblage LbL,
chaque couche a été numérotée, soit CS1, ALG1, CS2, ALG2. Au cours de I'assemblage, elles seront
désignées ainsi. De maniere générale, pour désigner les particules coeur-couronne « finales », le

terme utilisé sera SINP@CS/ALG.

136



PARTIE 2 — CHAPITRE 1

Optimisation du protocole de mise en forme

Bien que décrit dans la littérature, la mise en place du protocole de LbL nécessite de
prendre en compte un certain nombre de parametres. Ceux-ci sont listés dans la Figure 13 ci-

dessous :

Température
FIXES
Nombre de couches
pH des solutions de polymére
Parametres du procédé

layer'hY'layer Ratio massique Polymeére/Particules
SINP@CS/ALG

OPTIMISES

Concentrations des solutions de
polymeére

Temps de réaction

Figure 13 Représentation schématiques des parameétres fixés et optimisés dans le procédé LbL

Les parameétres fixés seront brievement justifiés puis les résultats associés a 'optimisation des
parametres suivants seront donnés pour montrer la démarche ayant permis d’aboutir au

protocole optimisé.
Température

Auvu des protocoles existants de LbL CS/ALG sur des particules de silice, travailler a température

ambiante parait tout a fait cohérent.
Nombre de couches

En s’appuyant sur les travaux de Du et al. et Feng et al, nous avons décidé de réaliser deux
bicouches de CS et d’ALG, les articles rapportant quant a eux respectivement trois et deux
bicouches.””115 Dans les travaux de Yang et al., quatre bicouches CS/ALG sont réalisées sur des
nanotubes de silices mésoporeuses.”®¢ Un nombre trop important de couches rend cependant la
mise en forme longue et contraignante d’un point de vue expérimental, d’autant plus que I'intérét
d’un si grand nombre de couches n’est pas explicitement justifié. De plus, 'objectif dans cette
étude est la mise en forme de particules modéles qui seront par la suite remplacées par des

nanoparticules homogénes de pSac. Deux bicouches semblent donc étre un bon compromis entre
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la difficulté expérimentale et le fait d’avoir un PEC avec des interactions électrostatiques

suffisamment fortes pour qu'’il soit bien cohésif.
pH des solutions de polymeéres et choix du ratio polyméres/particules

L’optimisation de ces deux paramétres a été réalisée en paralléle sur une méme série de
revétement de la premiére couche de CS sur les SiNPs. Des solutions de CSa pH 4 et 6 a 1%m,v ont

été préparées, ainsi qu'une suspension de SiNPs a 50 mg/mL dans l'eau dispersée par

ultrasonication.

Des volumes de suspension de SiNPs ont été ajoutés dans les solutions de CS tels que les ratios
SiNP :CS soient de 1:1 et 1:10. Les suspensions sont laissées sous agitation a température
ambiante pendant une nuit, apres quoi les particules CS1 ont été isolées par centrifugation et
lavées a I'eau. La comparaison de ces différents échantillons a été réalisée par ATG (Figure 14) et

par zétamétrie (Tableau 3) :

Tableau 3: Mesures des potentiels-{ des particules et de leur fraction massique en hydrogel déterminée par

ATG
ZP (mV) %m hydrogel
SiNP -37,1+0,4 0,0
pH41/1 -39+1,0 2,9
pH41/10 248+04 4,6
pH61/1 -1,7+0,4 3,0
pH61/10 339+1,2 5,0

N
o
1

Variation de perte de masse (%)

'
[N
N

200 400 600
Température (°C)

Figure 14 Thermogrammes des particules CS1 mises en forme a pH 4 (violet) ou 6 (rose) et avec des ratios
SINP :CS de 1 :1 (trait pointillé) ou 1 :10 (trait plein)
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Concernant l'influence du pH, les valeurs de potentiels-{ a pH 4 sont toutes les deux tres proches,
tout comme les deux valeurs des échantillons a pH 6. Le pH ne semble pas avoir impacté le

revétement, contrairement au ratio SiNP :CS.

Les valeurs de potentiel-¢ des revétements au ratio SiNP :CS de 1 :10 sont toutes deux proches de
0 mV contrairement a celles des ratios 1 :1 qui sont largement positives (> 25 mV). Une premiére
tendance peut donc étre déduite de ces résultats qui montrent que le revétement 1 :10 permet un
meilleur dépot de CS sur la surface des SiNPs. Les thermogrammes présentés en Figure 14 ont
permis de confirmer cette tendance puisque les plus grandes pertes de masses sont atteintes pour
les échantillons pH 4 1:10 et pH 6 :10 ot le ratio d’hydrogel est d’environ 5 %. Les ratiospH 4 1 :1
et pH 6 1 :1 sont de 3%m d’hydrogel de CS.

Pour conclure sur I'optimisation de ces deux paramétres, les résultats montrent que le pH n’influe
pas sur l'efficacité du dépo6t de CS. Par la suite, il sera fixé a une valeur moyenne de 5. Le ratio
SiNP :CS en revanche a impacté le revétement, les particules CS1 étant significativement plus
chargées positivement en surface avec un ratio 1 :10. La charge de surface est essentielle pour la

suite du procédé LbL, ce ratio sera donc conservé.
Choix des concentrations pour les couches ALG1, CS2, ALG2

Les SINPs ont été dispersées a 50 mg/mL par ultrasonication puis imprégnées dans une solution
de CS a 1%m,v (pH 5) avec un ratio massique particules : CS de 1:10 pendant 16 h a température
ambiante sous agitation. Les particules SINP@CS1 ont alors été isolées par centrifugation puis
lavées a 'eau par deux cycles de centrifugation/redispersion. Elles ont ensuite été ajoutées dans
une solution d’ALG a 1%m/v a pH 5 dans le méme ratio massique SiNP :ALG de 1 :10. Au moment
de I'ajout, des fibres de PEC se sont instantanément formées, empéchant toute redispersion des
particules. Il s’agit probablement d’'un assemblage polymere/particule ou 'ALG a complexé les

particules recouvertes de CS.

Pour éviter ce phénomeéne, le ratio massique a été inversé pour tendre vers SiNP:ALG =10 :1, pour
cela la solution d’ALG a été diluée a 0,1%m,v (pH 5). Visuellement, ces conditions n’ont pas mené a
la formation de fibres de PEC, la caractérisation par DLS et par zétamétrie a confirmé I'état non

agrégé et la charge négative en surface des particules SINP@ALG1.

A Tlissu de la formation réussie de la premiere bicouche, la mise en forme complete des
SINP@CS/ALG avec les deux bicouches a été réalisée puis caractérisée (Annexe 1). Les potentiels-
C alternent entre des valeurs négatives (SiNP, ALG1, ALG2) et des valeurs positives (CS1, CS2) ce
qui tend a confirmer la construction de la couronne multicouche de polyélectrolytes. Les
conditions optimisées dans cette partie -c’est-a-dire une concentration de polymeéres a 0,1%m/ et

le ratio SiNP : polymere de 10 :1 pour les couches ALG1, CS2, ALG2 - sont donc adaptées et seront
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conservées par la suite. Il est important de préciser ici que le protocole de la couche CS1 n’a pas

été modifié bien que différent des couches suivantes.
Temps de réaction

Le mécanisme de LbL est connu atteindre un équilibre thermodynamique trés rapidement.116 A ce
stade de I'optimisation du protocole, les temps de réactions sont de 16 h pour la couche CS1, puis
3 h pour les couches ALG1, CS2, ALG2. La synthese d'un lot s’étale sur trois journées consécutives,
ce qui larend contraignante d'un point de vue pratique. Nous proposons donc de réduire le temps
de revétement de 3 h des couches ALG1, CS2 et ALG2 a 1 h, afin que ces trois étapes puissent étre
réalisées dans une méme journée. La durée de revétement de la couche CS1(16 h) n’est pas

modifiée.
Ce protocole réduit en temps a été caractérisé étape par étape en zétamétrie (Tableau 4)

Tableau 4 Valeurs de potentiels-{ mesurées au cours de I'assemblage LbL avec un temps d’'imprégnation de
16 h pour la couche CS1 et 1 h pour ALG1, CS2, ALG2

pH ZP (mV) STDV
SiNP 6,8 -38,6 0,6
Ccs1 6,5 433 1,5
ALG1 6,3 -21,5 0,4
CS2 6,6 21,0 0,4
ALG2 6,4 -22,6 0,2

Les valeurs mesurées de potentiels-( montrent bien une alternance des charges de surface,
positives pour les couches CS1 et CS2, négatives pour les couches ALG1 et ALG2 comme attendu,
aucune différence n’est observée par rapport au protocole avec le temps de réaction de 1 h. Le
temps de revétement des couches ALG1, CS2, ALG est donc fixé a 1 h, celui de la couche CS1 est

conservé a 16 h.

L’optimisation du protocole est alors terminée, les principaux parametres étudiés sont résumés
dans la Figure 15 ci-dessous :
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Température Température ambiante
FIXES
Nombre de couches 2 hicouches CS/ALG
pH des solutions de polymére PHS
Ratio massique Polymeére/ Ratio SiNP:CS 1:10 pour CS1
Parameétres du procédé | Particules

layer-hy-layer Ratio NPs:Polymeére 10:1

SiINP@CS/ALG pour les couches suivantes

. . . OPTIMISES
Concentrations des solutions de 1 %w/v pour CS1

polymeére

0,1 %w/v
pour les couches suivantes

16 h pour CS1

1 h pour les couches
suivantes

v
L
Temps de réaction /
N\

Figure 15 Représentation schématique récapitulative des parameétres fixés et optimisés du procédé LbL

Ce protocole a ensuite été caractérisé et reproduit.

Caractérisations des nanoparticules SINP@CS/ALG

Observation de la couronne d’hydrogel en MET

Les SINP@CS/ALG ont, dans un premier temps, été observées en MET (Figure 16).

500 nm

Figure 16 Images de MET des particules SINP@CS/ALG

La couche de polymere se distingue a la surface des SiNPs car elle est plus claire et plus irréguliére
sur les surfaces (a cette échelle) lisses des SiNPs. Comme attendu sur un échantillon sec, la couche
de polymere est trés fine et déformée puisqu’elle est déshydratée ce qui entraine I'agglomération
des particules. Les images MET ne permettent pas de déterminer une épaisseur de couche

organique mais elles confirment cependant la présence des polyélectrolytes en surface.
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Caractérisation de l'assemblage LbL par IRTF

Les spectres IRTF en transmission des nanoparticules de silice et des nanoparticules cceur-
couronne SINP@CS/ALG ont été superposés dans la Figure 17 afin de discuter I'évolution des

bandes caractéristiques en présence.

SiNP
SINP@CS/ALG

800

940

1630 1100 460

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Nombre d'onde (cm™)

Figure 17 Spectres IRTF des nanoparticules SiNP (gris) et SINP@CS/ALG (vert)

Sur chacun des deux spectres sont identifiées les bandes caractéristiques des nanoparticules de
silice:a 1630 cm-1labande correspond al’eau intermoléculaire résiduelle, a 1090 cm-! on retrouve
'élongation asymétrique des silanols, a 960 cm-1 la déformation asymétrique des silanols. Enfin,
les bandes des vibrations des liaisons Si-O-Si sont identifiées a 460 cm-! pour la déformation

asymétrique et 800 cm-1 pour I'élongation symétrique.

La comparaison avec les particules SINP@CS/ALG ne montre pas de différences majeures, en effet
les bandes caractéristiques des polysaccharides attendues ne sont pas visibles. Typiquement, des
bandes de vibrations intenses attendues étaient 1'élongation des COO-de 'ALG a 1620 cm-! ou
I'élongation d’amide primaire du CS a 1650 cm-!, comme le montrent leurs spectres respectifs en

Annexe 2.

Au vu du faible ratio polymere/particules sur des particules séches (lyophilisées), on peut
supposer que les contributions des bandes précédemment citées sont masquées par les bandes
intenses des liaisons de la silice. Les spectres IRTF présentés de Du et al. ne permettent pas
d’identifier des bandes de vibration du CS ou de '’ALG mais ils confirment, de maniére indirecte,
la présence du CS marqué par un fluorophore par I'attribution d’'une bande de ce fluorophore.115
Yang et al. identifient toutefois les bandes d’élongation symétrique des carboxylates de I'ALG a

1420 cm-1, ainsi que la déformation des amines protonées a 1524 c¢cm-17¢ Il est important de
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préciser que dans ces travaux, huit couches de polymeéres sont déposées, et bien que la fraction
massique de polymere dans le composite n’ait pas été déterminée, on peut supposer que celle-ci
est supérieure a la fraction de polymeére dans nos NPs SiNP@CS/ALG.
Pour conclure, I'IRTF n’apporte pas de confirmation de la présence de la couronne de polymere
autour des particules de silice, ce que I'on explique trés certainement par un trop faible taux dans
le systéme par rapport a la silice. Ceci ne remet pas en question la réussite du dépdt de

polyélectrolyte par LbL au vu des autres caractérisations qui le prouvent, comme la microscopie

électronique et I'ATG.
Quantification de la couronne d’hydrogel par ATG

Un suivi thermogravimétrique a été réalisé au long de la construction de la couronne multicouche
afin de caractériser les dépots successifs de polymeres (Figure 18). Une rampe de température a
été appliquée entre 25 et 700 °C; a 700 °C on s’attend a ce que l'intégralité du polymére soit
dégradé et que seule la silice soit encore présente. Les couches CS1, ALG1, CS2 et ALG2 sont

comparées aux SiNPs initiales, les ATG du CS et de ’ALG sont présentées en Annexe 3.

o
L

SiNP

Variation de perte de masse (%)
o)

200 400 600
Température (°C)

Figure 18 Thermogrammes des échantillons de particules a chaque étape du LbL

Les thermogrammes successifs confirment que la masse de fraction organique dégradée entre 25
et 700 °C augmente avec le nombre de couches de polymeres. La fraction d’hydrogel est
déterminée a chaque couche en déduisant la perte de masse subie par les particules de SiNP et la
perte de masse des couches précédentes (Tableau 5). Les pourcentages exprimés dans le tableau
sont les fractions d’hydrogel adsorbées a chaque couche, la derniére ligne du tableau correspond

ala somme de chaque fraction.
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Tableau 5 Fractions massiques d’hydrogel déterminées par ATG a chaque étape du LbL et fraction totale
cumulée d’hydrogel dans les particules SINP@CS/ALG

%m hydrogel
SiNP 0,00
CS1 2,6
ALG1 1,5
CS2 1,0
ALG2 1,1
SiNP@CS/ALG 6,2

La fraction d’hydrogel dans les particules composites est donc estimée a 6,2 %m. Dans leurs
travaux respectifs, Du et al rapportent une fraction de polymeére d’environ 20%m pour leurs 3
bicouches, et Feng et al. de 26%m pour leur systéme similaire a deux bicouches. Le taux supérieur
d’adsorption décrit dans ces deux systémes peut s’expliquer par le fait que les nanoparticules de
silice utilisées sont mésoporeuses et présentent une surface spécifique largement supérieure (907
m2/g et 167 m2/g respectivement). Ainsi, une plus grande quantité de polymeére peut étre

adsorbée en surface.
Influence du milieu de suspension des particules

Pour la suite de ces travaux et notamment pour I'étude de la stabilité colloidale en fonction de la
modification de surface des particules, il est important de caractériser au préalable les particules
en suspension. Les suspensions de SINP@CS/ALG (lot 1) ont été caractérisées dans l'eau et dans
un milieu salin a 10-3 M de NaCl afin de comparer l'influence de la force ionique sur les diametres
hydrodynamiques Dy (Z-av), la dispersité des suspensions et le potentiel-{ des particules. Cette
concentration en sel sera également utilisée pour I'étude de la stabilité de colloidale (Partie 2,
Chapitre 2). Les mesures de DLS et zétamétrie ont été faites a 25 °C sur des suspensions a 0,5

mg/mL.
Détermination des diamétres hydrodynamiques par DLS

Tableau 6 Mesures dans l'eau et dans un milieu salin (NaCl 10-3 M) des Z-av et des dispersités (PDI) des
particules au long du dépot LbL

Eau NaCl 103 M
pH Z-av (nm) PDI Z-av (nm) PDI
SiNP 6,8 359 0,4 - -
CSs1 6,5 841,9 0,28 563,2 0,2
ALG1 6,3 503,0 0,25 706,5 1,0
CS2 6,6 742,1 1 712,7 0,6
ALG2 6,4 474,1 0,24 683,2 1,0
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e DLS dansl'eau

Il est intéressant de remarquer I'évolution des diameétres hydrodynamiques de NPs cceur-
couronne a chaque étape du procédé LbL. Le dép6t CS1 donne de grosses NPs, qui vont ensuite se
retracter lorsque '’ALG vient se complexer avec le CS. Lors de I'étape CS2, le Dy augmente a
nouveau, laissant supposer une couche plus « lache » et qui est encore une fois contractée lors de

la complexation CS/ALG de la couche ALG.

De maniére factuelle, les SiNPs ont un Dn de 359 nm et les SINP@CS/ALG de 474 nm, ainsi
I'épaisseur de la couronne est estimée a une cinquantaine de nm lorsque les NPs sont suspendues
dans l'eau. Les distributions en nombre et en intensité des diamétres hydrodynamiques montrent

une population monomodale et monodisperse (Figure 19).
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Figure 19 Distributions en nombre (trait plein) et en intensité (trait pointillés) des diamétres
hydrodynamiques déterminés par DLS dans I'eau a 0,5 mg/mL

e DLS dans le milieu salin

Le milieu salin a une force ionique plus élevée que I'eau et la concentration en ions peut jouer a la
fois sur la taille des objets et sur leur stabilité. En effet, les ions peuvent écranter les chaines de
polyélectrolytes les unes des autres et donc affaiblir les interactions électrostatiques qui les
lient.117.118 On peut alors s’attendre a ce que les particules coeur-couronne aient des plus grands
diametres dans le milieu salin du fait de cette répulsion intermoléculaire. Cet effet n’est cependant
pas observable sur les mesures de Z-av ; la tendance de décontraction/contraction de la couronne
n‘est pas marquée et les Z-av varient entre 600 et 700 nm sans tendance.
Les valeurs de dispersités sont particulierement élevées dans le milieu salin. Cela peut s’expliquer
par I'écrantage des charges de surface qui limite la répulsion électrostatique entre les particules.
Celles-ci ont alors plus tendance a s’agréger que dans I'eau, ce qui peut expliquer cette dispersité

globalement plus élevée.
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Etude de la charge de surface par zétamétrie

Comme cela I’'a déja été démontré lors de 'optimisation du procédé LbL, les potentiels- alternent
entre des valeurs négatives (SiNP, ALG1, ALG2) et positives (CS1, CS2), ce qui est en accord avec
la nature des polyélectrolytes déposés a chaque couche. La concentration en sel n'impacte pas

grandement les valeurs puisque de faibles différences sont observées (Figure 20).
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Figure 20 Mesures des potentiels-{ dans l'eau (®) et dans le milieu a 10-3 M NaCl (®) des particules a 0,5
mg/mL a chaque étape du LbL

Les valeurs mesurées sont cohérentes avec les résultats obtenus par Du et Feng dans leurs

travaux respectifs et confirment donc I'assemblage de la multicouche de polyélectrolytes.?7.115

Reproduction du protocole de référence

6 lots distincts de SINP@CS/ALG ont été préparés avec le protocole résumé en Figure 15.
Chacun a été caractérisé en DLS et zétamétrie, les diametres hydrodynamiques et potentiels-

sont exposés dans le Tableau 7 ci-dessous.
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Tableau 7 Mesures des Z-av et potentiels-( des différents lots de particules SINP@CS/ALG ainsi que leur
moyenne et écart-type

Lot Z-av (nm) Potentiel-{(mV)

1 474 -22,6
2 461 -29

3 535 -26,5
4 493 -23,5
5 416 -30,3
6 437 -27,3

MOYENNE 469 + 42 -26,5 %3

Une diametre hydrodynamique moyen de 469 +42 nm est calculé, ainsi qu'une valeur de potentiel-
{ moyenne de -26,5 + 3 mV, ce qui semble indiquer que ce protocole est bien reproductible. De
plus, deux lots de cette étude ont été réalisés par E. De Smedyt, stagiaire de M1 ayant travaillé sur

le projet, ce qui montre que le protocole n’est pas opérateur-dépendant.

Conclusion sur la mise en forme des SINP@CS/ALG

A la suite de I'optimisation des parameétres de LbL, la construction des deux bicouches de CS
et d’ALG a été caractérisée par zétamétrie, DLS, ATG, IRTF et MET. L’ensemble de ces
caractérisations, a 'exception de I'IRTF dont les résultats ne sont pas probants, ont permis de
confirmer l'obtention de cet assemblage. Les particules SINP@ALG/CS ont un diametre

hydrodynamique moyen de 470 nm et une charge de surface de -26 mV due a la présence d’ALG.

4. Conclusion

L’objectif de cette partie était la mise en forme de nanoparticules modeéles cceur-couronne,
composées d'un ceceur de silice et d'une couronne de polysaccharides. Les cceurs de silice
synthétisés par voie sol/gel sont sphériques et monodisperses, comme attendu. La couronne de
polysaccharides a été assemblée par LbL grace a des dépots successifs de CS et d’ALG, deux pSac
de charges opposées. Les caractérisations au cours des différentes étapes de mises en forme ont
permis de confirmer I'obtention des nanoparticules modeles attendues. En particulier, les
particules SINP@CS/ALG ont un potentiel-{ négatif, indiquant que la surface est recouverte d’ALG.
La surface des particules comporte donc des fonctions acides carboxyliques qui permettront leur

modification de surface par la suite.
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P2- Chapitre 2 : Modification de surface des nanoparticules coeur-couronne et

mise en évidence des propriétés thermosensibles

1. Introduction

En ingénierie tissulaire et de maniére générale pour la délivrance d’actifs, le design de
systemes stimuli-répondants est particulierement intéressant puisque ceux-ci permettent des
actions contro6lées spatialement et temporellement. Dans le cas des systemes particulaires
composites a base de polysaccharides, une sensibilité au pH est observée lorsque ces derniers
sont des polyélectrolytes. Les systemes pH-sensibles sont notamment de prometteurs vecteurs
d’actifs anti-tumoraux car l'une des distinctions entre les cellules cancéreuses et les cellules saines
est le pH de la matrice extra-cellulaire.!1? Celle des cellules cancéreuses a un pH acide alors que le
pH physiologique est de 7,4.120 On comprend ainsi aisément qu’'un systeme capable de libérer
spécifiquement sa charge active lorsqu’il est en milieu acide est un atout considérable pour le

traitement de tumeurs.

La température est également un stimulus physique qui est particuliérement étudié dans le
domaine de I'ingénierie tissulaire.121.122 Cependant, peu de polysaccharides sont naturellement
thermosensibles. L’agarose, le carraghénane et la gomme gélane font partie de cette famille.123 [ls
présentent des propriétés de température de solution critique supérieure (Upper critical solution
temperature, UCST) et ont donc un comportement inverse aux plus connus polymeres a LCST : ils
sont hydrophobes a température ambiante et hydrophiles au-dela de leur température critique.
Les polymeres a UCST ont un usage limité pour les applications biomédicales, contrairement aux
propriétés de LCST qui sont souvent recherchées. En effet, les polymeres LCST permettent
d’obtenir une solution fluide a température ambiante qui transite sous forme de gel dans le milieu
physiologique avec la température corporelle. Ces systémes ont I'avantage d’étre injectables et,
pour l'ingénierie tissulaire, ils permettent d’encapsuler et de libérer des cellules sans que celles-

ci soient confrontées a des températures incompatibles avec leur survie.

Les propriétés de LCST sont souvent apportées aux polysaccharides par modification chimique.
En effet, comme décrit précédemment, les pSac ont une grande fonctionnalité disponible qui est
utilisée i) pour synthétiser des dérivés thermosensibles en apportant des groupements
spécifiques, ou ii) pour les fonctionnaliser avec des polymeéres synthétiques thermorépondants.123
Les polymeéres synthétiques les plus utilisés pour la modification de pSac sont le PNIPAM et la
PVCL. Le CS a notamment été greffé avec un PNIPAM-COOH par grafting to en utilisant les agents
de couplage peptidique N-hydroxysuccinimide (NHS)/ 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC).12¢ D’autres travaux rapportent la synthese de CS-g-PNIPAM par grafting
from, avec une polymérisation radicalaire contrélée (en l'occurrence ATRP) 125 ou non.126-128

Concernant la synthése de CS-g-PVCL, I'équipe de Fernandez-Quiroz a rapporté le grafting to de
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PVCL-COOH sur du CS en présence de l'agent de couplage DMTMM (Chlorure de 4-(4,6-

dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium).129-131

La modification de I'’ALG pour obtenir le copolymere greffé ALG-g-PNIPAM est principalement
décrite par grafting to de PNIPAM-NH; en présence d’agents de couplage : NHS/EDC,36 EDC,132
EDC/HOBt.133 Pour le copolymére ALG-g-PVCL, on peut citer les travaux de Swamy et al. qui
décrivent une synthese par grafting from par polymérisation radicalaire de la NVCL en présence
d’AIBN.134 L’AIBN réagit avec un hydroxyle pour former un radical O- qui amorce ensuite la

polymérisation de la NVCL.

Ces stratégies de modifications chimiques des pSac peuvent étre réalisées sur les polymeéres en
solution, mais elles peuvent également étre transposées sur des systéemes nanoparticulaires

comme les SINP@CS/ALG.

Ce chapitre porte donc sur la modification de surface des nanoparticules coeur-couronne a base
de silice et d’hydrogel précédemment formulées, dans le but de leur apporter des propriétés
thermosensibles. L’objectif est de démontrer la thermosensibilité du biomatériau développé. Dans
un premier temps, la stratégie de modification de surface visée et la démarche suivie seront
explicitées sous la forme d'un questionnement. Les résultats concernant la caractérisation de la
modification de surface seront ensuite présentés et discutés. Enfin, le caractére thermosensible

des particules modifiées sera étudié afin de répondre a la problématique de la these.

2. Stratégie de modification de surface

1. Objectifs

Les nanoparticules coeur-couronne SiNP@CS/ALG mises en forme et caractérisées dans
le chapitre 2 sont pH-sensibles du fait de la couronne de complexes polyélectrolytes assemblées
a base de CS et d’ALG de sodium. Ces propriétés peuvent s’avérer tres intéressantes en terme de
libération d’actifs contrdlée, comme cela 1'a été démontré dans la littérature, avec une
encapsulation de Doxorubicin et sa libération en fonction du pH.115 Les études de ces systémes
pH-sensibles ne rapportent cependant pas un auto-assemblage contrélable sous forme d'un gel
colloidal. Pour répondre a cet objectif, nous proposons la modification de surface des
nanoparticules par le greffage en surface du copolymeére thermosensible PVAm-b-PNIPAM

synthétisé et caractérisé dans la Partie 1 (Figure 21).
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Figure 21 Représentation schématique de la modification de surface des nanoparticules SINP@CS/ALG avec
le copolymeére PVAm-b-PNIPAM

L’hypotheése faite est que cette seconde couronne apporte des propriétés thermosensibles aux
nanoparticules. En effet, comme cela a été décrit dans la Partie 1 de ce travail de thése, la famille
de copolymeres PVAm-b-PNIPAM présente des propriétés de LCST du fait du bloc PNIPAM qui les
compose. Les nanoparticules fonctionnalisées seraient ainsi porteuses de chalnons latéraux
hydrophiles a température ambiante et qui deviennent hydrophobes au-dela de leur température
critique. Avec une densité de greffage suffisante et un taux de recouvrement important, une
couronne hydrophobe devrait enrober les nanoparticules jusqu'ici hydrophiles et modifier
complétement leur comportement en suspension. En effet, en écrantant méme partiellement les
charges de surface de la couche polyanionique d’ALG, les interactions répulsives électrostatiques
seront atténuées. De méme, la répulsion stérique liée aux chalnons latéraux mobiles et
hydrophiles sera perdue. Ainsi, on peut imaginer que le systeme colloidal soit déstabilisé,
induisant un rapprochement des nanoparticules entre elles puis des interactions attractives de

type hydrophobe comme l'illustre la Figure 22.

Figure 22 Représentation schématique du mécanisme attendu de floculation induite par la température

L’objectif de ce travail est donc de démontrer un auto-assemblage thermo-induit des
nanoparticules par le biais d’interactions hydrophobes issues de la couronne thermosensible a

base de PNIPAM.
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2. Démarche

Pour répondre a cet objectif, il est important de répondre aux questions suivantes.

Quelle stratégie de modification de surface est la plus adaptée a notre systéeme ?

La modification chimique de nanoparticules regroupe différentes stratégies dont, i) la
mise en forme de brosses de polymere par greffage chimique, ii) le revétement de surface ou
encore iii) l'incorporation de groupements fonctionnels. L'incorporation de groupements
fonctionnels ne sera pas détaillée ici; pour illustrer cette stratégie, un exemple courant est la
condensation d’organosilanes de type R1-Si(ORz)3 avec les silanols de surface de nanoparticules
de silice.111
La mise en forme de brosses de polymeres (polymer brushes) est souvent décrite dans la
littérature pour modifier les propriétés d’une interface. Par définition, il s’agit d'une fine couche
de polymere dont les chalnes sont ancrées par une de leurs extrémités sur une surface.135 Les deux
stratégies principales de synthese de brosses de polymeres sont le grafting to et le grafting from

(Figure 23).

‘Grafting to’ ‘Grafting from’
E Kggé?wetgszthe ~ g/lonome.rs.:.
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Figure 23 Illustration des mécanismes de grafting to et grafting from pour la synthése de brosses de polyméres
sur un substrat. Reproduit de Li et al.***

Le grafting to consiste a attacher a la surface un polymere préalablement synthétisé par I'un de
ses bouts de chaine ou par des fonctions latérales, de maniére covalente ou par adsorption
physique. L'un des avantages du grafting to est que le polymere est synthétisé avec le contréle du
bout de chalne et caractérisé en solution de maniére conventionnelle (RMN, SEC, etc). Cependant,
le grafting to ne permet pas d’obtenir une couche dense de brosses du fait de la répulsion stérique
des chaines et de l'efficacité de la réaction entre le bout de chaine et la surface qui diminue

généralement avec la masse du polymere.136

Dans le cas du grafting from, la surface est fonctionnalisée avec un amorceur de polymérisation, a
partir duquel la croissance des chaines sera initiée lors de I'ajout du monomere. Les procédés de
polymérisation radicalaire par désactivation réversible, comme la RAFT et 'ATRP, sont souvent
utilisés pour ces polymérisations.137.138Le grafting from permet I'obtention de brosses denses et

un haut taux de greffage.
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De nombreux travaux rapportent la synthese de brosses stimuli-répondantes pour former des
interfaces intelligentes et aux propriétés contrélables.135 Typiquement, des polymeres a base de
PNIPAM sont souvent utilisés pour fonctionnaliser des nanomatériaux et créer une interface
thermorépondante.!3% Par exemple, Chung et al. ont proposé la synthése de nanoparticules de
silice mésoporeuses (MSiNPs) avec des brosses de PNIPAM en surface synthétisées par SI-RAFT

(surface-initiated RAFT) (Figure 24).140
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Figure 24 Synthése de nanoparticules de silice mésoporeuses modifiées en surface par grafting from de
brosses de PNIPAM. Reproduit de Chung et al.**°

Les MSiNPs ont été préalablement modifiées en surface par un agent RAFT, aprés quoi elles ont
été utilisées comme macro-CTA de la polymérisation du NIPAM en présence de I'amorceur

thermique AIBN.

Des chaines de PNIPAM ont également été utilisées pour la modification de nanoparticules d’or
par grafting to. Zhu et al ont notamment décrit la polymérisation RAFT du NIPAM en présence
d’'un CTA de type dithioester.141 Apres la polymérisation, le bout de chaine dithioester est réduit

en thiol afin de permettre le grafting to sur la surface d’or.

Ce bref état de I'art sur les techniques de grafting to et grafting from a permis de comprendre les
avantages des deux stratégies. De toute évidence, le grafting to s’avére la solution de choix
puisqu’il parait contre-productif de transposer la polymérisation du dibloc, ainsi que les étapes
de post-polymérisation, a une chimie de grafting from. Les nanoparticules coeur-couronne seront

donc modifiées par grafting to.

Quelle chimie de couplage permet un grafting to efficace ?

Les nanoparticules sont composées en surface d'une couche d’ALG de sodium qui présente

donc des fonctions acides carboxyliques. Le copolymere PVAm-b-PNIPAM est un candidat idéal

153



PARTIE 2 — CHAPITRE 2

pour un couplage peptique (amidification) via son bloc poly(vinyl amine).
L’amidification est la réaction entre un acide carboxylique et une amine menant a la formation
d’'un amide. C’est une réaction de condensation, thermodynamiquement défavorable et dont le
produit majoritaire est le sel R1-COO- — NH3*-R; lorsqu’elle n’est pas catalysée par des agents de
couplage. Les agents de couplage fréquemment utilisés pour cette réaction sont le 1,1-

carbonyldiimidazole (CDI) et le couple NHS/EDC.

Le CDI a souvent été rapporté dans la littérature pour la fonctionnalisation de
polysaccharides.142143 Son mécanisme d’action est simple et ses sous-produits non-toxiques en
font un candidat idéal. Cependant, il présente une faible sélectivité puisqu’il peut coupler
différentes fonctions : -COOH sur -NH; (amidification), -NH; sur -NH>, -OH sur -NH;,

Dans notre systéme, la réticulation des amines de la PVAm sur elle-méme est un risque important
puisqu’elle pourrait conduire a la réticulation de micelles de diblocs avec un coeur PVAm réticulé.
Par ailleurs, le CDI et son intermédiaire ester d’'imidazole ne sont pas stables dans l'eau et
s’hydrolysent rapidement, ce qui nécessite de travailler en milieu organique anhydre, sous
atmosphere controlée. Ce dernier point contraignant d’'un point de vue pratique, associé a la non-
sélectivité de la réaction, constituent deux éléments dissuasifs dans le choix de cet agent de
couplage.

Le couple d’agents NHS/EDC, est tout comme le CDI, tres utilisé pour catalyser des réactions
d’amidification. De nombreux exemples dans la littérature décrivent son utilisation, d’autant plus
dans le domaine des biomatériaux puisque ce procédé est considéré comme non-toxique.144145 La
réaction peut avoir lieu en milieu organique ou aqueux, a température ambiante ; le mécanisme

est représenté ci-dessous (Figure 25) :
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Figure 25 Schéma réactionnel du couplage NHS/EDC. Reproduit de la thése de G. Conzzatti**®

Le seul sous-produit dérivant de cette réaction d’amidification est non-toxique, d’ou I'utilisation

fréquente de ces agents de couplage pour des biomatériaux.

Le choix du solvant est également crucial dans notre étude. En effet, un milieu aqueux a pH
supérieur au pKa permet un état de surface des particules chargé négativement et répulsif et donc,
a priori, une meilleure stabilité. De plus, on peut imaginer lier par le biais d’interactions
électrostatiques entre la PVAm chargée positivement et les carboxylates de I’ALG le copolymere
qui n’aurait pas été greffé de maniére covalente a la surface des particules, et donc renforcer le
recouvrement de la couche thermosensible. En revanche, I'étude physico-chimique de la partie 1
a démontré que le copolymeére s’auto-assemble de maniere spontanée a température ambiante
lorsqu’il est en solution dans l'eau. Il est difficile de prédire en terme d’interactions et de
thermodynamique si des objets de types micelles de diblocs double-hydrophiles pourraient se
déconstruire en faveur d'une réaction a la surface des nanoparticules. Pour optimiser le
rendement du couplage EDC/NHS dans I'eau, des études ont montré que le pH du milieu doit étre
supérieur au pKa de l'acide, dans notre cas I'ALG de sodium (pKa 3-4), car le carboxylate est plus
réactif que sa forme conjuguée.14? L’étude physico-chimique ayant montré que le copolymere est
d’autant plus susceptible de s’auto-assembler spontanément que la poly(vinyl amine) est chargée,
il parait judicieux de se placer a un pH intermédiaire, proche de son pKa (i.e 7.5) afin que le bloc
aminé ne soit pas entiérement protoné mais qu’il conserve une certaine fraction chargée.
L’alternative serait d’effectuer la réaction d’amidification en milieu organique. Le DMSO est un

candidat intéressant puisqu’il est non-gonflant des hydrogels de PEC a base de CS et d’ALG. Cela
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assurerait ainsi une modification de surface uniquement, sans risquer que le copolymere pénétre

la couronne de biopolymeres.

En résumé, pour réussir le grafting to par couplage peptidique du copolymeére thermosensible a
la surface des nanoparticules SINP@CS/ALG, le choix de I'agent de couplage, du solvant sont
primordiau, et par la suite, les conditions expérimentales optimales devront étre déterminées.
Cette réflexion s’est appuyée sur les travaux de thése de G. Conzatti (CIRIMAT, 2017)146 qui ont
porté sur 'optimisation des conditions de réaction entre un PNIPAM terminé par une fonction
NH:; et des films d’ALG de sodium, ce qui en fait un systeme tres similaire au notre en terme de
fonctionnalité. Ces résultats de modification de surface de films seront transposés a la
modification de surface de nanoparticules sans optimisation supplémentaire des conditions
expérimentales. Le greffage sera ainsi étudié dans 'eau a pH d’environ 7, et dans le DMSO. Les
équivalents molaires d’agents de couplage par rapport aux fonctions acides sont déterminées

d’apres la thése de G. Conzatti et sont les suivants : COOH 1: EDC 4 : NHS 2.146

Enfin, le parametre manquant est la quantité de copolymere que I'on souhaite incorporer au
milieu réactionnel. Pour cela, il s’agit de déterminer quelle quantité de copolymere la surface des
nanoparticules peut accueillir, en prenant en compte les différents parametres que sont la taille

des particules et la masse molaire du copolymere.

Quelle densité de greffage peut-on espérer ?

Dans un systeme de grafting to la densité de greffage sera relativement faible. Un taux de

greffage théorique maximal a été estimé selon le raisonnement suivant :

on considére que les particules sont sphériques de surface Sy, = 47 R;articules et que le
copolymere est sous forme de pelote statistique en régime dilué, supposées sphériques de rayon
de gyration R, et dont l'aire projetée sur la surface des particules représente Agqp, = 47 R;.
La premiere hypothese faite est que, dans ces conditions de grafting to, la densité de greffage est
basse caril n’y a pas de contrainte stérique. Les pelotes peuvent recouvrir la surface a I'image d’'un

modéle compact (Figure 26).

Figure 26 Représentation schématique d’une particule sphérique et du recouvrement “compact” des pelotes
de polymere a sa surface. La pelote est caractérisée par son rayon de gyration Ry
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On peut alors déterminer le nombre de moles de pelotes que 'on peut déposer a la surface des

s :
= —P% en mol/particules.

particules tel que : n¢opo /par I

Calculons ensuite Mmypqr = dpar- Vpar 1a masse d’'une particule connue a partir de la densité des
particules coeur-couronne et leur volume. On fait '’hypothése que la composition des particules
est de 5 %m d’hydrogel pour 95 %m de silice et donc qu'on peut approximer la densité des
particules a celles de la silice soit dp,qr~dginp-

3

particules- AiNsi, le nombre de

Le volume des particules est donné par la relation V4, = %nR

particules présentes dans 1 mg tel que Npgr/1mg = :llipagr.

Dans 1 mg de particules, sur chacune des Nyq,/1mg particules peuvent étre greffées neopo /par

moles de copolymeéres, d’ou le nombre de moles de copolymeéres que I'on peut greffer sur 1 mg de

].

ticules : — di . . particules x mol
parucules : Neopo/1mg = Npar/1mg - Ncopo/par [dimensions : mg particules

On obtient alors la masse de copolymere M ,p,/1mg que représente ngqp,, /1mg €n multipliant par

la masse molaire. Le ratio massique copolymeére/particules est finalement calculé tel que

% _ Mcopo/par
Om copo/par = 7, .
par

A l'issue de cette estimation, le ratio de copolymeére apporté aux nanoparticules sera compris
entre 0.5 et 5 %n, il sera désigné feed weight ratio (fwr) par la suite afin d’éviter la confusion avec

le ratio de copolymeére effectivement greffé qui sera déterminé expérimentalement.

3. Mise en place du protocole expérimental de greffage

Le protocole expérimental de greffage a été mis au point dans la continuité de la mise en
forme des nanoparticules coeur-couronne SINP@CS/ALG. En effet, al'issue du dernier lavage dans
I'eau des nanoparticules SiNP@CS/ALG, celles-ci ont été redispersées soigneusement et
suspendues a une concentration de 5 mg/mL dans I'eau ou le DMSO. Pour les suspensions
aqueuses, le pH a été mesuré, sa valeur étant proche de 7 (typiquement 6,5 - 6,8), celui-ci n’a pas
été réajusté. Des solutions d’EDC et NHS ont été préparées uniquement dans le DMSO a 10 mg/mL
pour les réactions d’amidifications dans le DMSO mais également dans l'eau. La solution d’EDC
puis celle de NHS ont été ajoutées au milieu, sous agitation et a température ambiante, avant
d’ajouter la solution de copolymére PVAm-b-PNIPAM dans I'eau ou dans le DMSO a 1 mg/mL
(volume prélevé adapté selon le ratio massique polymere/particules choisi). La suspension est
maintenue sous agitation pendant 24 h, aprés quoi les nanoparticules sont isolées par
centrifugation et lavées deux fois a 'eau. Bien que ce protocole comporte plusieurs éléments qui
auraient pu étre optimisés, comme le temps de réaction, le seul parameétre ayant été modifié a ce

jour dans cette étude est le fwr.
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4. Stratégie de caractérisation

Si la mise en place du protocole de greffage parait simple, la stratégie de caractérisation
pour mettre en évidence le greffage est, quant a elle, bien moins évidente. Les nanoparticules
thermosensibles présentent des contraintes qui limitent les techniques permettant de démontrer
que le copolymeére est effectivement accroché a la surface. Toutes les fonctions chimiques
présentes dans la structure du copolymere PVAm-b-PNIPAM le sont également dans la structure

de 'ALG de sodium et/ou du CS (Schéma 4).
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Schéma 4 Rappel des structures chimiques des polysaccharides CS et ALG, et des copolymeéres PVAm-b-
PNIPAM et PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC)

Le second inconvénient est le faible ratio de copolymére par rapport aux particules (au maximum
5%nm si rendement total). Enfin, le rapport de taille entre le diamétre des nanoparticules et la
longueur de chaine du copolymére ne permet pas d’attendre une variation de taille significative
et caractérisable. Le Tableau 8 ci-dessous résume quelles techniques usuelles de caractérisation

n’ont pas pu faire partie de notre stratégie du fait de ces trois critéres :

Tableau 8 Résumé des techniques de caractérisations non utilisées en fonction des parameétres les excluant

Natures chimiques Rapport de taille
Ratio «: insuffisant
identiques négligeable

-ATG

- IRTF -DLS
-DSC

- Raman - MET
- IRTF/Raman

Parmi les solutions trouvées, la RMN HRMAS, utilisée pour les échantillons hétérogenes comme
les suspensions, ainsi que la RMN Bas champ ont été exploitées pour confirmer la présence de
copolymere a la surface des particules ainsi que le fwr optimal. L’analyse par XPS des
nanoparticules a également permis une étude sur la nature des interactions entre les particules et
le copolymere. Enfin, la modification des nanoparticules avec le copolymeére thermosensible
fluorescent a ouvert la voie a des techniques de luminescence comme la spectrofluorimétrie a

partir de laquelle I'étude de quantification a été menée.
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5. Nomenclature des particules dans le Chapitre 2
Pour alléger la désignation des particules SINP@CS/ALG modifiées en surface par les copolymeéres

PVAm-b-PNIPAM et PVAm-b-P(NIPAM-stat-NV(C), la nomenclature suivante sera utilisée dans ce

Chapitre :
Tableau 9 Nomenclature des particules dans le Chapitre 2
NPs non greffées c’est-a-dire les SINP@CS/ALG mises en forme dans le
NPNG .
Chapitre 2
NPG NPs greffées, soient les SINP@CS/ALG modifiées en surface par le copolymeére

PVAm-b-PNIPAM

NPG Cov H,0 SiINP@CS/ALG modifiées en surface par le copolymere PVAm-b-PNIPAM en
NPG Cov DMSO  présence des agents de couplage NHS/EDC dans 'eau ou dans le DMSO

NPG lon H,0 SINP@CS/ALG modifiées en surface par le copolymere PVAm-b-PNIPAM sans
NPG lon DMSO  agents de couplage NHS/EDC dans I'eau ou dans le DMSO

NPs greffées fluorescentes, soient les SINP@CS/ALG modifiées en surface par
le copolymére PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC)

NPGF Déclinées en Cov et lon également

3. Modification de surface des SINP@CS/ALG et caractérisation du greffage

1. Fonctionnalisation de I'’ALG en solution par le copolymere PVAm-b-PNIPAM

Comme mentionné précédemment, la chimie de couplage peptique avec les agents de
couplage NHS/EDC est couramment utilisée dans le domaine des biomatériaux. Avant de
s’attaquer a la modification de surface des particules via le couplage peptidique, nous avons
souhaité vérifier que la réaction d’amidification fonctionne effectivement en simplifiant le
systéme d’étude, c’est a dire entre ' ALG et le copolymere PVAm-b-PNIPAM en solution. La réaction
a étéréalisée dans I'eau uniquement du fait de la non-solubilité de 'ALG dans le DMSO. La solution
d’ALG a 10 mg/mL a été solubilisée dans I'eau pendant 4 h, apres quoi le NHS, puis 'EDC ont été
ajoutés. Enfin le copolymere a été ajouté et la réaction a été maintenue a température ambiante
pendant 24 h. A l'issue de ces 24 h, la solution d’ALG modifié a été dialysée contre I'’eau osmosée
pendant 3 jours en changeant 'eau 3 fois par jour. Apreés la dialyse, le copolymeére a été récupéré
par lyophilisation et caractérisé par RMN 1H. La RMN 1H a révélé la présence des agents de
couplage NHS/EDC avec notre composé, masquant totalement les signaux de 'ALG. Une seconde
dialyse a donc été réalisée cette fois contre un milieu salin de NaCl a 10-1 M pendant 3 jours, suivi

de 2 jours dans I'eau, en changeant a nouveau le milieu plusieurs fois par jour. Les polymeres ont
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été récupérés par lyophilisation et a nouveau caractérisés par RMN. Le spectre d’ALG modifié,
noté ALG-g-copo, a été comparé aux spectres RMN de 'ALG en solution et d’une solution d'un
mélange ALG et copolymere dans les mémes proportions que celles du greffage mais sans agents
de couplage (Figure 27). Ce dernier échantillon permet d’avoir une référence d'un mélange intime

des deux especes.

.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
(ppm)

Figure 27: Spectres RMN 'H a 400 MHz des échantillons dans le D20 1) d’ALG greffé en solution avec le
copolymeére PVAm-b-PNIPAM, 2) d’ALG uniquement mélangé en solution avec le copolymére PVAm-b-
PNIPAM, 3) d’ALG en solution

Sur chacun des spectres, les protons du squelette polysaccharide sont bien identifiables entre 3,6
et 4,3 ppm. Le pic fin observé a 2,1 ppm sur les spectres ou I’ALG n’a pas été purifié (3 et 2)
disparait sur les spectres de I'échantillon 1 qui a été dialysé, ce qui suggere fortement qu'’il s’agit
d’'une impureté contenue dans 'ALG de sodium. Sur les spectres 1 et 2, on reconnait facilement
les signaux caractéristiques du copolymére PVAm-b-PNIPAM avec, a 1 ppm, le signal attribué aux
protons CH-(CHz3): de I'isopropyle du PNIPAM, et entre 1,3 et 2,3 ppm, les protons du squelette du
copolymere. La principale différence observée entre le mélange intime ALG+copo et I'échantillon
ALG-g-copo est le pic large a 2,86 ppm. Ce signal pourrait étre attribué a des protons dont
I'environnement chimique a été modifié par 'amidification et qui auraient été déblindés. Pour
confirmer cette hypothese, nous avons fait une simulation du spectre 1H théorique pour une
macromolécule composée d'un sucre et des quelques unités de PVAm et de PNIPAM, le tout relié

par une fonction amide. Cette simulation n’a pas permis d’identifier la nature de ce proton.
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2. Mise en évidence de la présence de copolymere a la surface des particules

Apres avoir la confirmation que la réaction d’amidification est maitrisée en solution, nous
avons réalisé des premiers essais de greffage sur les suspensions de particules coeur-couronne.
Dans un premier temps, seul le greffage du copolymere PVAm-b-PNIPAM a été réalisé, dans le
DMSO et a un fwr de 1%m suite au calcul théorique de greffage maximal. La réaction
d’amidification a été réalisée en présence NHS/EDC dans les proportions molaires 1 eq COOH :
2eq NHS : 4 eq EDC. L’équivalent molaire de fonctions COOH en surface a été estimé (surestimé)
par rapport a la masse d’ALG que représenterait la derniere couche dans I'assemblage LbL des
nanoparticules SINP@CS/ALG si la totalité de I'’ALG dans la solution d’imprégnation avait été

adsorbé sur la couche CS2, c’est-a-dire 10%m.

ATlissue des 24 h de réaction a température ambiante, les nanoparticules sont isolées et lavées a
'eau deux fois par centrifugation. Les NPs ont ensuite été lyophilisées afin d’éliminer toute I'eau
absorbée par la couronne d’hydrogel.

La premiere confirmation de greffage réussi a été apportée par RMN HRMAS (High Resolution
Magic Angle Spinning). Cette technique de RMN est particuliéerement adaptée aux échantillons
hétérogénes comme les suspensions concentrées. Les suspensions de NPs greffées (NPG) et NPs

nues (NPNG) ont été préparées dans un faible volume de D;0.

0O 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0

(ppm)
J 1.00 1.41
.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0
(ppm)

Figure 28 Spectres de RMN HRMAS dans le D20 des nanoparticules non greffées (NPNG) en haut, et des
nanoparticules greffées de maniere covalente dans le DMSO( NPG cov DMSO) en bas, le pic a 4.79 ppm est
celui de l'eau résiduelle
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Les spectres présentés en Figure 28 des NPs de référence non-greffées (NPNG) et des NPs greffées
(NPG Cov DMSO) présentent, a I'exception du pic de solvant résiduel, des différences clairement
visibles. En effet, seul le spectre des NPs greffées présente des signaux, ceux-ci sont identifiés par
comparaison avec le spectre RMN H du copolymere dans le D;O. A 1 ppm se trouve le signal
caractéristique des protons CH-(CH3)2 de I'isopropyle du PNIPAM, a 3.6 ppm le proton CH-(CH3):
du PNIPAM également. Ces deux signaux caractéristiques du PNIPAM nous confirment donc la
présence du copolymeére en surface des particules. L’absence des autres signaux du copolymeére,
notamment ceux du squelette carboné, peut s’expliquer par une moindre mobilité de ces protons,
contrairement a ceux des chainons pendants d’acrylamide. Ce manque de mobilité résulte en des
signaux tres larges a I'image de la RMN du solide, qui se confondent avec la ligne de base et ne les
rend pas observables. De méme, les protons de 'ALG de sodium ne sont pas distinguables, que ce
soit sur les particules de référence ou les particules greffées, probablement du fait d'un manque

de mobilité des chaines d’ALG adsorbées a la surface des particules.

Ces premiers résultats sont encourageants puisqu’ils tendent a montrer que le copolymere PVAm-
b-PNIPAM est effectivement a la surface des nanoparticules a l'issue de leur modification de

surface. Il serait maintenant intéressant d’estimer un fwr optimal de maniere expérimentale.

3. Détermination du ratio optimal de greffage

Dans le but d’optimiser la quantité de copolymere utilisée pour la modification de surface,
une détermination du fwr optimal est proposée par deux techniques de caractérisations, la
relaxométrie T2 (ou RMN Bas champ) et la zétamétrie. La relaxométrie T2 permet une mesure

1

indirecte de la surface de nanoparticules via la relation suivante = S.ka.pp, +—ou T; est le

2 Tp
temps de relaxation transverse, S la surface, ka le coefficient de relaxivité, ¢, la fraction volumique
en particules et T, le temps de relaxation du solvant. Les mesures de relaxation T2 sont basées sur
la différence de relaxation d’un liquide a une interface solide (valeurs de T2 faibles) et ce méme
liquide en solution (valeurs de T2 importantes). Dans le systéme des nanoparticules greffées et
non greffées, de faibles T2 sont attendues lorsque les particules sont greffées puisque la surface
est encombrée stériquement donc 'eau peut plus difficilement interagir avec la surface. La
comparaison des nanoparticules greffées et non greffées se fait via le quotient S.Ka. En réalité,
C’est la variation de Ka qui importe ; mais la surface n’étant pas déterminée, et dans ’hypothése
ou elle reste constante au cours du greffage, on peut étudier S.Ka. Pour déterminer S.Ka, les valeurs
T2 de suspensions de nanoparticules greffées a différents fivr entre 0.5 et 5 %m ont été mesurées
et tracées selon la relation linéaire précédemment explicitée, afin d’en extraire la pente. Les S.Ka
ainsi déterminés ont ensuite été normalisés par le S.Ka des nanoparticules non greffées de

référence et représentés en fonction du fwr (Figure 29).
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Figure 29 Valeurs de potentiels-{ (®) et de ratios S.Ka( @) normalisés en fonction du fwr en cooplymére

PVAm-b-PNIPAM

La Figure 29 montre ainsi I'évolution de S.Ka lorsque le fwr augmente. S.Ka augmente lors du
greffage et jusqu’a un fwr de 1%, aprés quoi sa valeur tend a diminuer légerement.
En paralléle, des mesures de potentiels-{ ont été réalisées sur ces échantillons, elles sont
représentées en Figure 29. On remarque alors un profil d’évolution des potentiels- tres
ressemblant a celui des S.Ka, avec le méme optimum pour un fwr de 1% qui semble donc étre la
condition de greffage idéale. En effet, a un fwr de 1%m, la surface des nanoparticules est la plus
modifiée et celle qui présente la charge de surface la plus grande, donc qui porte le plus de

copolymere (pas de variation de pH).

4. Quantification du greffage a la surface des particules

Apreés avoir optimisé le fwr dans le procédé de greffage, une quantification du copolymere
effectivement greffé en surface a été réalisée par spectrofluorimétrie. Pour cela, le greffage des
nanoparticules avec le copolymere fluorescent a été réalisé selon le procédé décrit
précédemment, a un fwr de 1%m. Le copolymere fluorescent a été caractérisé par
spectrofluorimétrie a la longueur d’onde d’excitation du monomeére N-vinyl carbazole (NVC) qui

est de 325 nm (Figure 30).
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Figure 30 Spectre d’émission du copolymere PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC) a 0.5 mg/mL dans l'eau apreés une
excitation a 325 nm

Son spectre est singulier et présente deux bandes d’émission a 346 nm et 365 nm, ce qui a été
décrit dans la littérature par Suchao-in et al.148 Ces deux bandes d’émission sont proches de celles
du NVC (370 nm et 420 nm) et confirment que la fluorescence du vinyl carbozole est maintenue
lors de sa copolymérisation.149

Dans un premier temps, une droite d’étalonnage a été tracée en mesurant l'intensité a 346 nm
(normalisée par l'intensité de la ligne de base a 435 nm) de solutions a différentes concentrations

entre 0 et 10 pg/mL de copolymeére fluorescent (Figure 31a).
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Figure 31 a) Droite d‘étalonnage de l'intensité émise a 346 nm apres excitation a 325 nm des solutions de
copolymere PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC) a des concentrations entre 0 et 10 ug/mL b) Spectres d’émission
normalisés a 435 nm acquis apres excitation a 325 nm des échantillons de particules NPGF a 0,5 mg/mL dans
l'eau par rapport a la référence (NPG)

La calibration a mis en évidence un phénomeéne de quenching de la fluorescence au-dela de 5
pg/mlL ce qui limite la gamme de linéarité de 0 a 27 U.A de 'intensité normalisée. La relation sur

cette gamme est la suivante : [346nm = 5.32 C + 0.40. Les échantillons d’intérét ont ensuite été excités
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dans les mémes conditions a 325 nm et leur signal d’intensité de fluorescence émise a été

normalisé a 435 nm également (Figure 31b).

L’échantillon de référence (NPG) est une suspension de nanoparticules a 0,5 mg/mL modifiées en
surface par le copolymeére thermorépondant non-fluorescent. Il présente une bande unique a 366
nm qui est attribué a la diffusion Raman de l'eau.150 Les nanoparticules greffées avec le
copolymere fluorescent ont au contraire la méme double bande d’émission caractéristique que le
copolymere seul en solution, ce qui confirme a la fois sa présence en surface des particules et la
conservation de sa luminescence apres greffage. Les concentrations de copolymeére fluorescent
greffé ont été calculées par la relation linéaire entre I'intensité a 346 nm et la concentration
préalablement déterminée. A partir de la concentration en copolymere des particules, et en
connaissant la concentration en particules des échantillons (0,5 mg/mL), le ratio massique
polymeére/particules a été calculé. Les résultats de la quantification sont présentés dans le Tableau

10 ci-dessous :

Tableau 10 Quantification du taux de copolymeére effectivement détecté a la surface des particules greffées

1346 nm C copo r copo/par (%m)
(A.U) (ng/mL)
NPG 1,2666 0,16 0,03
NPGF Cov H20 16,6042 3,04 0,61
NPGF Ion H20 7,5446 1,34 0,27
NPGF Cov DMSO 11,3959 2,06 0,41
NPGF Ion DMSO 3,8917 0,65 0,13

Les échantillons de particules greffées de maniére covalente dans l'eau et dans le DMSO
contiennent, d’apres cette quantification, respectivement 0,6 et 0,4 %m de copolymere dans le
composite. En termes de rendement de greffage, le fwr étant de 1%nm, on peut dire que 60 % dans
I'eau et 40 % dans le DMSO du copolymere initialement apporté au systéme a été greffé a la surface

des nanoparticules.

Concernant les particules modifiées sans agents de couplage, et donc par adsorption
électrostatique, un ratio de 0,3% a été déterminé pour la modification dans I'eau, soit deux fois
moins que le greffage covalent dans 'eau. Cela peut s’expliquer par le fait que I'échantillon NPGF
Cov H20 cumule a la fois la modification covalente et 'adsorption électrostatique qui doit se
produire spontanément en parallele. Enfin, I'’échantillon modifié dans le DMSO sans les agents de
couplage ne présente que 0,1 % de copolymeére en surface des particules, ce qui est cohérent

puisque le DMSO est un solvant aprotique ou I'adsorption électrostatique n’existe pas. La faible
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quantité de polymere mise en évidence dans ces conditions pourrait étre liée a la surface par des

liaisons hydrogéne entre le copolymeére et les polysaccharides.

Pour conclure, la quantification par spectrofluorimétrie a permis d’estimer a 0.6%m le meilleur
ratio de polymere greffé sur les particules, et ce en présence d’agents de couplage NHS/EDC

dans I'eau.

5. Investigation de la nature de l'interaction entre le copolymere et les particules par XPS

L’'une des problématiques du systeme composite étudié est la ressemblance des
composantes en termes de nature chimiques. En effet, le copolymére PVAm-b-PNIPAM présente
les mémes fonctions chimiques que celles du CS et de 'ALG sur lesquels il est greffé. L’XPS reste
cependant une technique intéressante pour caractériser ces objets car elle permet de déterminer
a la fois les pourcentages atomiques des éléments a la surface du matériau, et d’identifier plus
précisément quels environnements chimiques sont présents et en quelles proportions.
Dans cette étude XPS, nous proposons d’investiguer la nature des interactions entre le copolymére
et les particules en fonction des conditions opératoires du greffage : avec ou sans agent de
couplage et milieu aqueux ou organique. Avant cela, une question se pose : est-ce que les couches

successives de pSac déposées par LbL vont modifier la détection de la surface de SiNP ?

En effet, dans ce systeme multicouches, deux phénomenes entrent en jeu parallelement. La
modification de surface, que ce soit par I'hydrogel puis par le copolymere, entraine des
modifications des environnements chimiques, avec des fonctions qui disparaissent (ex : -COOH de
I'’ALG) et d’autres qui sont formées (ex : amides issus du couplage peptidique). En parallele, dans
le cas du LbL sur des particules, chaque couche déposée sur la précédente écrante la matiére la
plus proche du ceeur des particules. L’XPS est une technique de caractére dite d’extréme surface,
ou I'épaisseur étudiée est d'une dizaine de nanomeétres. Plus la surface des particules de silice est
recouverte de couches de matiére, moins les photoélectrons émis par la silice vont pouvoir
diffuser a travers la couronne de polymeére et étre détectés par le détecteur. Ainsi, I'écrantage de
certains atomes et la diminution de certaines contributions peuvent apporter des informations

car ils traduisent une augmentation de I'épaisseur déposée en surface.
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1) Peut-on mettre en évidence les multicouches de pSac sur la surface des SiNPs ?

Pour répondre a cette question, trois échantillons ont été analysés et sont comparés :

Tableau 11 Rappel de la nomenclature et de la composition des échantillons étudiés dans la partie 5.1

Nom | SiNP | | NPNG
SiNPs recouvertes
Composition SiNPs nues uni.quement dela SiNPs.recouvertes des
premiére couche de CS | deux bicouches CS/ALG
Cs1

Les compositions atomiques déterminées sur ces échantillons sont présentées dans le Tableau
12:

Tableau 12 Compositions atomiques en Si, C, N, O déterminées par XPS

%0at Si C N 0]

SiNP 24,43 - - 75,58
25,32 17,38 0,32 52,64
NPNG 25,91 15,32 0,46 58,26

Energie de liaison (eV) | 103 285 531 398

La composition atomique en Si reste globalement constante. Dés le dép6t de la premiére couche
deCS( ), le carbone et I'azote entrent dans la composition comme attendu avec 17,38%ac
de Cet 0,32 %a: d’N. La teneur relative en oxygéne diminue entre SINP et (de 75,58 %at
a 52,64 %a:), puis réaugmente sur les particules NPNG (58,26 %.c) ce que I'on peut attribuer aux
couches d’ALG dont la composition théorique est 50 %.: C / 50 %4 0. La composition atomique en
N augmente de 0,32 %, pour les a 0,46 %a: sur les NPNG ce qui s’explique par le dépot

d’une couche supplémentaire de CS.

Les différents pics de photoélectrons (C1s, N1s, O1s, Si2p) ont été déconvolués pour identifier
leurs environnements chimiques et suivre leur évolution au cours du LbL. Les déconvolutions sont

présentées en Annexe 4.

Les déconvolutions permettent d’obtenir la composition des chacun de environnements
identifiés. Les mesures d’XPS présentent une erreur, comme toutes les techniques, pour s’en
affranchir, des ratios sont calculés de maniére a pouvoir faire une interprétation des valeurs
relatives. Dans ce cas, au vu du pourcentage atomique de Si qui reste constant dans les trois
échantillons (24,43 %at, 25,32 %ar, 25,91 %ac pour SiNP, et NPNG respectivement),

toutes les contributions seront normalisées par la contribution Si2p.
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Les ratios des contributions d’intérét sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13 Ratios des environnements chimiques d’intérét normalisés par rapport a la contribution SiZp

Ratios
ng-/Si 0-C-0, N C-0, .C-N 0-.C/ O:C,.O-Si N-C.':O/ Si2p$ Si- S.i2p3 Si-.O
2p C=0/S8i2p  /Si2p SiZp / SiZp SiZp 0/Si2p  (Si02) / Si2p
SINP 0,00 0,00 0,00 0,55 2,55 0,00 0,32 0,68
0,03 0,04 0,13 1,47 0,61 0,01 0,28 0,72
NPNG 0,04 0,08 0,20 0,40 1,85 0,01 0,41 0,59

La contribution 0-C=0, attribuée aux acides carboxyliques de I’ALG n’augmente que trés peu entre
les etles SINP@CS/ALG (de 0,03 a 0,04). En revanche, sachant que le ratio N-C=0/Si2p
est constant, on remarque que la contribution 0-C-0 double entre le dép6t de la premiére couche
de CS et la couronne LbL complete (de 0,04 pour a 0,08 pour NPNG). Les liaisons O-C-
O sont présentes dans les polysaccharides doncil est logique que leur contribution augmente avec
la quantité de polysaccharides en surface. De la méme maniere, les contributions C-0, C-N

augmentent également de 0,13 a 0,20 respectivement.

Il est difficile de discuter I'évolution des environnements O=C et O-Si déconvolués sur le pic O1s
puisque ces deux environnements ont la méme énergie de liaison mais n’évoluent a piori pas de
la méme maniere. On s’attend en effet a ce que le ratio C=0/Si2p augmente avec le nombre de
couche de polysaccharides, et que le ratio 0-Si/Si2p diminue du fait de 'augmentation de

I'épaisseur de la couronne qui masque le cceur de silice.

Ce dernier point est cependant observé grace a la déconvolution du pic Si2p. En effet, le ratio
attribué a I'environnement Si-0, qui caractérise la surface des particules, augmente sur les NPNG
(de 0,32 sur SiNP a 0,41 sur NPNG), alors que le ratio Si-O attribué au SiO2 au coeur des SiNPs
diminue (de 0,68 sur SiNP a 0,59 sur NPNG). Cette évolution traduit donc bien le phénomene
d’écrantage du cceur des SiNPs par la couronne d’hydrogel, qui limite la diffusion des

photoélectrons a cceur des particules jusqu’a la surface.

2) Quelles sont les interactions entre le copolymére et les particules lors du greffage dans I'eau ?

Dans cette partie, il s’agit de comparer les particules non greffées (NPNG) avec les particules
modifiées dans I'eau, en présence du copolymere et des agents de couplage EDC/NHS (NPG Cov

H20) ou en présence du copolymere sans agents de couplage (NPG lon H;0). Nous avons
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également utilisé comme référence un échantillon de NPNG ayant été mis en contact avec les
agents de couplage dans l'eau, sans copolymere, dans des conditions identiques au greffage
covalent (NPNG+AC H:0). Cet échantillon de référence a pour but de vérifier si les changements
d’environnements observés résultent bien du copolymere et non pas de la réaction d’'NHS/EDC
avec les particules. En effet, ces agents de couplage peuvent réticuler les amines du CS avec les
acides carboxyliques de 'ALG, d’autant plus en milieu aqueux ou I'hydrogel est gonflé et ou ces
petites molécules organiques peuvent diffuser dans la couronne. Le Tableau 14 ci-dessous

récapitule les échantillons étudiés ici :

Tableau 14 Rappel de la nomenclature et de la composition des échantillons étudiés dans la partie 5.2

Nom NPNG NPG Cov H,0 NPG Ion H;0 NPNG + AC H,0
SINP@CS/ALG SINP@CS/ALG SINP@CS/ALG non
o . ) g modifiées en surface
2 . greffées dans I'eau modifiées dans .
= Nanoparticules en présence des I'eau sans acents de mises en contact avec
'g SiNP@CS/ALG, a enI’zs de couplage counla egdonc les agents de couplage
2 | non modifiéesen 5 plag plage, (AC) NHS/EDC selon
g surface EDC/NHS donc supposement par le méme protocole
S supposément de adsorption )
b . . que le greffage mais
maniére covalente électrostatique R
sans copolymere

Les compositions atomiques et les ratios issus des déconvolutions sont présentés dans le Tableau

15.

Tableau 15 Compositions atomiques en Si, C, N, O déterminées par XPS et ratios des environnements
chimiques d’intérét normalisés par rapport a la contribution Si2p

Compositions (%at) Ratios
Si| cC| N 0 |ccC/Si2p|N-C=0/Si|0-C=0/Si2p|C-N/Si2p
Energie de liaison (eV) | 103 | 285 | 399 532 - - - -

NGNP 26 | 15 0 | 58 0,22 0.08 0.04 0.20
NPG cov H20 23 | 23 3 |49 0,46 0.15 0.03 0.31
NPG ion H:0 23 | 23 2 52 0,41 0.11 0.03 0.32

NPNG+AC Hz0 27 | 15 1 57 - - - -

Les compositions atomiques présentées dans le Tableau 15 montrent que la présence du
copolymere PVAm-b-PNIPAM induit une augmentation du pourcentage atomique du C qui est due
au squelette carboné du copolymeére (de 15 %.: pour NPNG a 23 %, pour NPG cov H20 et 23 %ac
pour NPGion H;0), et une augmentation de I'azote qui est due a la haute teneur en fonctions amine
et amide du dibloc (de 0%.: pour NPNG a 3 %.: pour NPG cov H20 et 2 %4 pour NPG ion H;0. Les

compositions atomiques de I'échantillon de référence NPNG+AC H:0, c’est-a-dire des particules
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NPNG mises en contact avec les agents de couplage dans I'’eau mais sans copolymeére, sont tres
similaires aux compositions des NPNG (15%.:de C et 1%, d’N), on peut donc supposer que le

couplage CS/ALG reste moindre comparé au couplage ALG-PVAm.

Apres déconvolution, les contributions des différentes liaisons identifiées sont normalisées par
rapport a la fraction SiZp puisque la composition atomique de Si est relativement constante dans
ces trois échantillons. On observe que la contribution des liaisons C-C a doublé pour les particules
NPG Cov H;0 et NPG Ion H,0 (de 0,22 pour a 0,46 pour NPG cov H;0 et 0,41 pour NPG ion
H,0), ce qui confirme bien la présence du copolymeére a la surface car cette augmentation de
liaisons C-C provient du squelette carboné du copolymere. De méme, le ratio attribué aux liaisons
C-N augmente (de 0,20 pour a 0,31 pour NPG cov H;0 et 0,32 pour NPG ion H;0): ces
liaisons sont présentes dans le copolymere dans les unités VAm et NIPAM. On remarque
également que le ratio N-C=0 augmente apres modification de surface, d’autant plus pour le
greffage covalent, ce qui suggere la formation des amides par le couplage peptidique. Une
diminution de l'environnement 0-C=0 était attendue du fait de la réaction des acides

carboxyliques de surface mais n’est pas observée.

De maniére générale, les résultats d’XPS tendent a confirmer l'efficacité du greffage dans I'eau
mais il est difficile de comparer les conditions de greffage covalent et d’adsorption électrostatique

car peu de différences sont observées sur les ratios étudiés.

3) Quelles sont les interactions entre le copolymere et les particules lors du greffage dans le
DMSO ?

Le greffage dans le DMSO est caractérisé selon la méme méthode que celui dans l'eau, les
compositions atomiques et ratios des différentes contributions d’intérét sont présentés dans le

Tableau 16 ci-dessous :

170



PARTIE 2 — CHAPITRE 2

Tableau 16 Compositions atomiques en Si, C, N, O déterminées par XPS, énergie de liaisons de leurs pics
respectifs et ratios des environnements chimiques d’intérét normalisés par rapport a la contribution SiZp

Compositions (%at) Ratios
. c-C/ | 0-C-0,N-C=0/ _ . s .
Si Cc N 0 Sizp Sizp 0-C=0/Si2p | C-N / Si2p
= -
Energiede | 0| ogs 1399 | 532 | - i - -
liaison (eV)
NGNP 26 15 0 58 0,22 0,08 0,04 0,20
NPG cov
DMSO 24 23 3 50 0,45 0,16 0,03 0,37
NPG ion
DMSO 26 15 1 58 0,21 0,10 0,02 0,25
NPNG+AC
DMSO 23 21 2 54 - - - -

Les compositions atomiques en C et N dans I'échantillon NPG Cov DMSO augmentent de la méme
maniére que celle de NPG Cov H:0, tout comme les ratios des environnements C-C, N-C=0 et C-N.
Au contraire, I’échantillon NPG lon DMSO présente d’'importantes différences avec son homologue
NPG Ion H:0. En effet, les compositions atomiques et les ratios des déconvolutions sont quasi-
identiques a celles des NPNG. Ce résultat n’est pas surprenant puisque, par définition, la notion
d’adsorption électrostatique dans un milieu aprotique n’a pas de sens. Cela nous confirme donc
que les interactions copolymere/particules sans les agents de couplage sont des interactions
électrostatiques et non pas des liaisons hydrogene, car ces derniéres auraient pu se former dans

le DMSO également.

Conclusion sur I'étude d’XPS

1) La caractérisation par XPS au long du LbL a permis de mettre en évidence le phénomeéne
d’écrantage du cceur de silice avec la couronne de polymeére qui augmente.

2) L’évolution des environnements chimiques avant et apreés greffage dans l'eau tendent a
montrer que le copolymeére est bien a la surface des particules, ce qui est en accord avec les
caractérisations précédemment réalisées. La comparaison du greffage avec et sans agents de
couplage ne montre pas de différences exploitables pour les discuter.

3) Le greffage covalent dans le DMSO donne des résultats similaires au greffage covalent dans
I'eau. L’absence de copolymere lors de I’ « adsorption électrostatique » dans le DMSO qui est
un solvant aprotique confirme la nature de ces interactions électrostatiques dans l'eau et

exclut '’hypothése de liaisons hydrogéne.
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6. Conclusion sur la caractérisation de la modification de surface des SINP@CS/ALG

Dans cette partie, des essais préliminaires de greffage covalent du copolymere PVAm-b-
PNIPAM ont été réalisés ; la caractérisation par RMN HRMAS a permis de confirmer la présence
du dibloc thermosensible a la surface des particules. Le ratio massique optimal de copolymere a

apporter aux particules a été estimé a 1%y, par relaxométrie T2 et zétamétrie.

Une quantification par spectrofluorimétrie a permis d’estimer un ratio massique effectif de 0,6%m

de copolymere greffé a la surface des particules dans le cas du greffage covalent dans I'eau.

A la suite de ces résultats, nous nous sommes intéressés a la nature des interactions mises en jeu
lors du greffage a travers une étude d’XPS. Bien que les résultats tendent a confirmer le greffage
covalent, la comparaison entre le greffage covalent et le greffage non-covalent est difficile avec

cette technique.

4. Mise en évidence des propriétés thermosensibles

Apres avoir confirmé sa présence et estimé la quantité de copolymere thermosensible a la
surface des particules, nous nous sommes attachés a I’étude des propriétés thermosensibles des
particules modifiées afin d’apporter des éléments de réponse a notre objectif initial. Comme cela
I'a été démontré dans le Chapitre 3 de la Partie 1, le copolymere PVAmio-b-PNIPAMs, est double-
hydrophile et s’auto-assemble spontanément a température ambiante sur la gamme de pH étudié
(5-8-11) et présente une température de point de trouble (T.) comprise entre 36,2 et 38,6 °C.AT
< T,, les chaines de polymeére greffé a la surface des particules sont hydrophiles donc allongées, a
I'image des nanoparticules chevelues (hairy nanoparticles) souvent décrites dans la
littérature.151135 Lorsque la température est élevée, ces brosses latérales vont subir une
déshydratation et donc un changement de morphologie pour adopter une conformation de
chaines recroquevillées en globules, de maniere a réduire son interface avec I'eau. La surface des
nanoparticules devient donc hydrophobe, ou partiellement hydrophobe a hauteur de la surface
réellement recouverte de copolymere. Le but de cette partie est donc d’évaluer les conséquences
de ce changement d’hydrophilicité de la surface, a travers une élévation de la température, sur le
comportement des particules en suspension. Plusieurs stratégies pourraient permettre de mettre

en évidence le caractere thermosensible des particules :
e Libération d’actifs thermorégulée

Les sytémes de particules modifiées avec des brosses de polymere thermosensibles sont souvent
utilisées pour la libération d'actifs thermo-régulée.!52153 Dans le cas de notre systeme, pour
démontrer une libération thermo-régulée, il faudrait charger les particules d'une molécule modéle
et suivre sa libération dans le temps a température ambiante et a T > T.. Cette stratégie reste

compliquée a mettre en place car nécéssite I'incorporation d'un actif.
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o Thermogélification

La littérature sur les gels colloidaux regorge d’exemples de systémes particulaires liquides a
température ambiante et qui gélifient sous I'effet de la température.154155 Dans le cas de notre
systéme, on peut s’attendre a ce que des interactions hydrophobes interparticulaires créent un
réseau tridimensionnel de particules. Un tel réarrangement constituerait une transition de phase,

d’une solution vers un gel, que I'on peut caractériser par rhéologie ou microrhéologie.
e Déstabilisation thermo-induite

Les particules sont stabilisées par des chaines latérales ainsi qu'une charge de surface négative
qui maintient une répulsion électrostatique entre les particules. Lorsque le copolymeére transite,
une seconde couronne, hydrophobe, se forme autour des particules. Il a été montré que des
particules hydrophobes en surface ont tendance a s’agréger.156
En fonction des caractéristiques de la suspension (taille des particules, force ionique,
concentration, etc), une flocculation ou une agrégation des particules peut subvenir si les

conditions ne sont pas favorables pour une thermogélification.

La libération thermorégulée d’actifs est une approche intéressante mais qui n’a pas pu étre mise
en place dans le temps imparti. La mise en évidence des propriétés thermosensibles sera faite a
travers une étude sur la thermogélification du systéme particulaire, et une seconde étude sur la
déstabilisation colloidale thermo-induite. Dans cette partie, nous étudierons les propriétés
thermosensibles de suspensions de NPG cov DMSO, afin de s’affranchir d’'une éventuelle

désorption du copolymére qui n’aurait pas été greffé de maniere covalente.

1. Investigation du caractére thermogélifiant par rhéologie et microrhéologie
Etude de la thermogélification par rhéométrie en oscillation

La rhéométrie en oscillation est une technique de choix pour la mise en évidence d’'une
transition de phase de type sol/gel en fonction de la température.155 Expérimentalement, il s’agit
de déterminer en premier lieu la limite de la région viscoélastique linéaire (LVER, linear
viscoelastic region) de la suspension, c’est-a-dire de déterminer au cours d’un balayage en
amplitude, la gamme de déformation ou de contrainte sur laquelle le module conservatif G’ est
constant. Ensuite, des mesures de G’ et G” a amplitude constante dans la LVER au cours d’une
rampe en température permettent de mettre en évidence une transition sol/gel. On s’attend en

effet a visualiser une intersection entre G’ et G”, le module conservatif étant supérieur au module

dissipatif avant la gélification, et inversement apres la gélification.

Des premiers essais de rhéométrie ont été réalisés sur les suspensions de particules non modifiées

en surface (NPNG) afin d’optimiser les protocoles de mesures. Nous avons cependant rapidement
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été confrontés a une problématique de concentration de suspension. En effet, pour des questions
de quantité de matiére disponible, les suspensions étudiées ont été concentrées au plus a 20
mg/mL. A cette concentration, la suspension reste trés fluide et difficile a caractériser par
rhéométrie. Des mesures aberrantes ont souvent été obtenues, notamment en terme de
déphasage § qui a parfois été mesuré supérieur a 90 ° ce qui n’a aucun sens rhéologiquement
parlant. Dans le cas des matériaux fluides, une piste d’amélioration des mesures est d’utiliser des
géométries avec la plus grande surface de mesure possible. Dans notre cas, il aurait été intéressant
de travailler sur une géométrie céne/plan d'un grand diametre (60 mm), ce qui augmente

nécessairement les volumes de suspensions nécessaires pour réaliser les mesures et les répliquer.

Malgré un travail conséquent sur la rhéométrie, les protocoles de mesures n’ont pas pu étre
optimisés pour garantir la validité des résultats, c’est pourquoi ils ne seront pas détaillés dans ce

manuscrit.

Investigation d’une transition de phase par micro-rhéologie Rhéolaser

En paralléle de la rhéologie, des essais de Rhéolaser ont été réalisés au sein de I'entreprise
Formulaction (Toulouse, France), il s’agit d’'une technologie de microrhéologie basée sur la

rétrodiffusion multiple de la lumiére (Annexe 5).

Le Rhéolaser Crystal est un appareil particulierement adapté pour I'évaluation de transition de
phases. Le traitement mathématique du faisceau rétrodiffusé par I'échantillon permet d’accéder a
I'indice de microdynamique (mD) en Hz, qui refléte la dynamique locale des particules dans
I'’échantillon. Un indice haut correspond a un échantillon dont les particules ont un mouvement
rapide, typiquement un liquide, alors qu'un faible indice est caractéristique d'une faible

dynamique, que I'on peut observer dans un gel.

Des mesures de Rhéolaser Crystal ont été réalisées sur les particules modifiées en surface de
maniere covalente dans le DMSO (NPG Cov DMSO) et les particules non modifiées (NPNG), a 10
mg/mL dans un milieu salin a 10-3 M de NaCl. La microdynamique a été mesurée au cours d’une

rampe en température de 25 °C a 50 °C (Figure 32).
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Figure 32 Courbe de microdynamique (mD) des particules NPNG (vert) et des particules NPG Cov DMSO
(bleu) en fonction de la température. La courbe bruitée correspond aux points expérimentaux, la courbe avec
le trait épais a été obtenue par lissage.

La courbe de mD associée aux NPNG montre une élévation au début de la rampe de chauffage, ce
qui est la réaction normale d’'un échantillon sous influence d'une source thermique et dont
'agitation des particules augmente. La mD tend ensuite a se stabiliser au cours de la rampe.
L’échantillon NPG Cov DMSO subit la méme élévation de mD au début de la rampe, mais son
comportement va différer en fin de rampe. En effet, a partir de 40 °C, on observe une chute de mD.
Dans ce cas, et au vu de 'observation macroscopique de I'échantillon en fin de mesure (identique
a la photographie Figure 35 bien qu’échantillons différents), on attribue cette diminution brutale
de mD non pas a une transition sol/gel mais a une sédimentation des particules. La concentration
en particules diminuant dans I'échantillon au cours de la sédimentation, la microdynamique est

également tirée vers le bas.

Bien qu'une thermogélification n’ait pas été observée, cette différence de comportement entre les
particules greffées et non greffées est un premier résultat engageant sur la thermosensibilité des

particules modifiées avec le copolymére PVAm-b-PNIPAM.

Pour conclure, les mesures réalisées avec le Rhéolaser Crystal ont confirmé que la suspension de
particules NPG cov DMSO n’est pas thermogélifiante dans ces conditions de concentrations. De
maniere analogue a la rhéologie, il n'a pas été possible d’analyser des suspensions plus
concentrées par manque de temps et de matiére. Cependant, les résultats démontrent bel et bien
un caractere thermosensible aux particules greffées qui n’est pas observé sur les particules non-
greffées, et qui s’exprime par une déstabilisation des particules lorsqu’elles sont soumises a une

élévation de la température. La suite de I'investigation des propriétés thermosensibles s’attachera
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donc a caractériser la stabilité colloidale des suspensions sur une gamme de température de 25

°Ca 50 °C.

2. Investigation de la stabilité colloidale en fonction de la température

Les mesures ont été réalisées sur un appareil Turbiscan Tower qui est également une
technologie de I'entreprise Formulaction. Le principe de cet appareil et de 'interprétation des
mesures est décrit en Annexe 6. Les échantillons étudiés sont les suspensions de nanoparticules
non greffées (NPNG) et les particules greffées de maniere covalentes dans le DMSO (NPG cov

DMSO), les particules sont dispersées a 10 mg/mL dans un milieu salin a 10-3 M de NaCl eta pH 7.

Une premiére acquisition a été réalisée a 25 °C, apres quoi les échantillons ont été stabilisés a 45
°C au sein de I'appareil et redispersés avant I'acquisition a 45 °C. Dans un premier temps, les
profils de transmission et rétrodiffusion relatives seront discutés pour les NPNG, puis pour les
NPG. Enfin, une comparaison des particules greffées et non greffées sera établie notamment grace
au TSI, le Turbiscan Stability Index, qui est une valeur de plus en plus utilisée pour la

caractérisation de la stabilité colloidale.156.157

Comportement des particules de référence

Les profils de transmission et rétrodiffusion relatives mesurés lors des analyses des

NPNG a 25 °C et 45 °C sont présentés ci-dessous (Figure 33):
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Figure 33 Profils des variations de rétrodiffusion (AR) et de transmission (AT) des particules NPNG a 25 °C
(haut) et 45 °C (bas). Le dégradé de couleurs correspond a la superposition de courbes acquises au fil du
temps d’analyse.

Comme expliqué en Annexe 6, les variations de rétrodiffusion (AR) et de transmission (AT) sont
représentées en fonction de la hauteur du tube, les faibles hauteurs correspondant logiquement
au fond du tube et les grandes hauteurs au haut du tube.

On remarque tout d’abord que les profils a 25 °C et 45 °C sont quasi-identiques. Sur le haut du
tube, AR diminue rapidement ce qui traduit une clarification liée a la sédimentation rapide des
particules sur cette fraction du haut du tube. A I'inverse, sur le bas du tube, AR augmente car les
particules sédimentées font augmenter la fraction volumique locale en particules. La AT tend a
augmenter tout au long de I'analyse, ce qui est logique puisque la suspension devient de plus en

plus clairsemée au long de la sédimentation.
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Comportement des particules greffées

Comparons ensuite les profils de AR et AT des particules NPG cov DMSO a 25 °C et 45 °C
(Figure 34).
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Figure 34 Profils des variations de rétrodiffusion (AR) et de transmission (AT) des particules NPG Cov DMSO a
25 °C (haut) et 45 °C (bas). Le dégradé de couleurs correspond a la superposition de courbes acquises au fil
du temps d’analyse.

Les profils observés sont a nouveaux relativement similaires a 25 °C et 45 °C. On observe une
baisse de AR sur le haut du tube ainsi que 'augmentation simultanée de AT qui traduit bien une
clarification de la suspension du fait de la sédimentation.

Sur le fond du tube, on retrouve la méme augmentation de AR qui suggere 'augmentation locale
de la fraction solide due a la sédimentation.

La principale différence observée entre les NPNG et NPG est sur les profils de AT. Les NPG
présentent un pic de AT alors que les NPNG ont montré des valeurs de AT importantes sur toute
la hauteur du tube. Cela peut indiquer des vitesses de sédimentation différentes. En effet, la AT
augmente au fil du temps et est linéaire sur la hauteur du tube (hors fond et haut de tube), cela
signifie que la concentration en particule est constante sur toute la hauteur, et donc que la
sédimentation est relativement lente et progressive. Une sédimentation lente peut s’expliquer par
un milieu plus visqueux. Sur les NPG, AT augmente beaucoup trés rapidement et diminue a

nouveau apres ce pic, cela suggere que la sédimentation s’est déclenchée brutalement.
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Comparaison des particules greffées et non greffées par le TSI

Cette comparaison qualitative de la stabilité colloidale des suspensions de particules
greffées et non-greffées a été quantifiée par I'étude de I'index de stabilité Turbiscan dans le temps

(TSI, Turbiscan Stability Index)(Figure 35).
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Figure 35 A gauche : évolution du TSI dans le temps pour les particules NPNG (symboles vides) et NPG Cov
DMSO (symboles pleins) a 25 °C (bleu) et 45 °C (rouge), a droite : photographie des suspensions NPNG et NPG
apreés analyse a 45 °C

Le TSI est un parametre calculé en tout instant t comme la somme sur I'intégralité de I'échantillon
des variations de rétrodiffusion et transmission. Plus le TSI est grand, plus la dispersion qu'il
caractérise est instable. Entre 0 et 1, on considere qu'il s’agit d'une dispersion
macroscopiquement stable (on ne voit pas de déstabilisation a I’ceil), entre 1 et 3 la mesure traduit
un début de déstabilisation mais visuellement elle n’est pas distinguée. Au-dela de 3, le TSI traduit
une déstabilisation d’autant plus importante que la valeur est grande. Le TSI est calculé a tout
instant, dans notre cas, les valeurs seront arbitrairement comparées a 20 min.
Dans un premier temps, l'évolution du TSI confirme que l’échantillon NPNG n’est pas
thermosensible puisque les courbes a 25 °C () et 45 °C (O) ne présentent pas de différences avec
des valeurs respectives de 0,6 et 0,8 aprés 20 minutes.

En revanche, les particules NPG Cov DMSO présentent des différences intéressantes. Tout d’abord,
a 25 °C, les particules greffées sont moins stables que les non-greffées, avec un TSI a 20 min de 2,0
au lieu de 0,6 pour les NPNG. Cela pourrait s’expliquer par une diminution de la répulsion
électrostatique inter-particulaire liée a leur charge de surface. En effet, les mesures de potentiels-
{ (Figure 20) ont montré que les NPNG ont une charge négative d’environ - 40 mV, et les NPG une
charge positive d’environ + 20 mV. La répulsion liée aux charges négatives de surface est plus
importante que celle des particules greffées, ce qui peut entrainer une plus rapide déstabilisation

des particules greffées.
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A 45 °(C, les particules NPG Cov DMSO sont trés rapidement déstabilisées, avec un TSI de 5,4 a 20
min qui dépasse 7 apres 40 min. Macroscopiquement, des flocs sont formés et précipitent (Figure
35). Ces résultats sont donc en accord avec les mesures de microdynamique issues du Rhéolaser
et confirment le caractére thermosensible de la suspension de particules modifiées NPG Cov B a
45 °C.

Ces propriétés thermosensibles se caractérisent par une déstabilisation induite par la
température et qui provient nécessairement du copolymere PVAm-b-PNIPAM greffé en surface
des particules. En dessous de sa T, le copolymere est hydrophile et ses chaines hydratées sont
étendues. Quand la température augmente et atteint T, 'eau devient un mauvais solvant pour le
PNIPAM, les liaisons hydrogéne sont rompues et le copolymere va se réorganiser de maniere a
réduire au maximum son interface avec 'eau. Ses groupements hydrophiles se positionnent a
I'intérieur des globules, et le squelette carboné hydrophobe a I'extérieur. Cette transition de
morphologie résulte en la formation d’'une couche hydrophobe a la surface des particules.
L’homogénéité de cette couche est difficile a estimer, cependant les résultats précédents prouvent
que la surface est suffisamment hydrophobe pour que des interactions hydrophobes inter-
particulaires se créent. Ce phénomene d’auto-assemblage de particules hydrophobes en surface a

déja été observé dans la littérature.156

Pour conclure, I'étude de la stabilité colloidale en fonction de la température des particules
silice/hydrogel modifiées en surface par le copolymére PVAm-b-PNIPAM a permis de démontrer
que la modification de surface apporte effectivement aux NPs des propriétés thermosensibles.
Celles-ci se caractérisent par une déstabilisation thermo-induite qui n’est pas visible sur les

particules non-modifiées en surface.

5. Conclusion

Dans ce chapitre, la modification de surface des nanoparticules SINP@CS/ALG a été étudiée.
Dans un premier temps, la stratégie de grafting to a été mise en point en s’appuyant sur la
littérature et des travaux antérieurs. Des essais préliminaires de greffage covalent du copolymere
PVAm-b-PNIPAM ont été réalisés, la caractérisation par RMN HRMAS a permis de confirmer la
présence du dibloc thermosensible a la surface des particules. Suite a ce résultat positif, le ratio
massique optimal de copolymere a apporter aux particules a été déterminé conjointement par
relaxométrie T2 et zétamétrie. Ces deux techniques ont permis de d’estimer un ratio optimal de
1%m.
Une quantification par spectrofluorimétrie a permis d’estimer le ratio massique effectif de
copolymere greffé a la surface des particules. Différentes conditions de greffage ont été
comparées : un greffage covalent avec les agents de couplage NHS/EDC, ou une adsorption non-

covalente, dans I'eau et dans le DMSO pour ces deux parametres. La quantification a démontré un
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taux de greffage maximal de 0,6%m de copolymeére par rapport aux particules dans le cas du

greffage covalent dans I'eau.

Ala suite de ces résultats, nous nous sommes intéressés a la nature des interactions mises en jeu
lors du greffage. Une étude XPS a permis de comparer les différentes conditions de greffage. Bien
que les résultats tendent a confirmer le greffage covalent, la comparaison entre le greffage

covalent et le greffage non-covalent est difficile avec cette technique.

Enfin, les propriétés thermosensibles des particules modifiées en surface ont été étudiées. Une
étude de la stabilité colloidale a démontré que les particules modifiées subissent une
déstabilisation lors d'une rampe de température, alors que les particules non-modifiées ne sont
pas impactées par la température. Ce résultat confirme ainsi '’hypothese de départ et montre que
la modification de surface des particules SINP@CS/ALG par le copolymere PVAm-b-PNIPAM leur

apporte des propriétés d’auto-assemblage thermo-induit.
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P2- Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Dans ce chapitre seront présentés les protocoles mis au point et utilisés dans 'ensemble de la
Partie 2. Dans un premier temps, les réactifs seront listés, puis la partie expérimentale liée a la
mise en forme des nanoparticules et de leur modification de surface sera décrite. Enfin, les
techniques analytiques utilisées pour caractériser les nanoparticules seront brievement

explicitées.

1. Réactifs et matériel

L’éthanol absoluy, 'hydroxyde d’ammonium (NH4OH, 20 %), 'hydroxyde de sodium (NaOH),
le chlorure de sodium (NaCl) et l'acide chlorhydrique (HCl, 12M) proviennent de chez
ThermoFisher et ont été utilisés sans purification préalable. Le tétraéthylorthosilicate (TEOS),
I'acide acétique (AcOOH, >99%), le diméthylsulfoxide (DMSO, >99%), le N-(3-
Diméthylaminopropyl)-N'-éthylcarbodiimide (EDC, 98%), le N-hydroxysuccinimide (NHS, 98%)
ont été fournis par Sigma Aldrich. Enfin, le chitosane (CS, lot #STBH6262) et I’alginate de sodium
(ALG, lot #058K0126) ont également été fournis par Sigma Aldrich et caractérisés par RMN et

viscosimétrie avant utilisation, sans purification préalable.

2. Caractérisation des polysaccharides

1. Détermination des masses molaires viscosimétriques

La masse molaire viscosimétrique (M,) du CS a été réalisée par rhéométrie rotative
(Rhéometre MARS40 de ThermoScientific) dans des cylindres coaxiaux (diamétre interne 25 mm,
entrefer 2 mm). Les solutions de CS dans un milieu contenant 0.1 M d’AcOOH et 0.2 M de NaCl sont
préparées aux concentrations suivantes : 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 et 0.05 g/dL. Les mesures en
écoulement de contrainte en fonction du taux de cisaillement (10 - 100 s-1) sont réalisées a 25 °C
et sont répliquées sur 3 échantillons distincts. Une pente moyenne des trois réplicas est calculée
et permet d’accéder a Psolution pour les solutions de CS, et a [sovant pour la solution saline d’acide
acétique.

La viscosité relative est calculée telle que :

_ Hsolution

Nret =

HUsolvant

A partir de nre sont alors calculées les viscosités spécifiques 1sp¢, inhérentes Ninn et réduites Nred

selon les équations suivantes :

Nspé = Nret — 1

_ nspé
Nred = C
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_ ln(nrel)
Ninn = C
Les viscosités réduites et inhérentes sont ainsi calculées pour chacune des solutions de polymeére
et représentées en fonction de la concentration en polymeére, afin d’extrapoler la viscosité

intrinséque [n] a concentration nulle d’apres les équations :

[77] = 2.1_11% Nred

[n] = gigg) Nink

Une valeur moyenne des 2 extrapolations donne [n]. Enfin, la relation de Mark-Houwink-Sakurada

permet d’accéder a la masse molaire moyenne viscosimétrique :
[n] = K. Mv*

Les paramétres K et a sont des valeurs tabulées a une température donnée pour un couple
solvant/polymere.

La masse molaire viscosimétrique de I'’ALG de sodium utilisé a été déterminée selon le méme
protocole que celle du CS, a partir de solutions aux mémes concentrations dans un milieu salin a

0.1 M en NaCl.

2. Détermination du degré de déacétylation du CS

Le degré de déacétylation du CS a été déterminé par RMN 13C CP MAS (cross-
polarization/magic-angle spinning) sur un spectrometre Bruker Avance 400. La vitesse de
rotation autour de I'angle magique a été réglée a 10 kHz. Le spectre a été obtenu avec une
expérience CP quantitative réalisée a température ambiante a 'aide d’un train de 10 périodes de
polarisation croisée d’'une durée de 1,1 ms séparées par un temps de repolarisation 1H de 0,7s. Le
temps de recyclage a été fixé a 2s. La référence des déplacements chimiques est le

tétraméthylsilane.

3. Détermination du ratio M/G de I’ALG de sodium
Le ratio M/G du lot d’ALG utilisé a été déterminé par RMN 1H (liquide) sur un spectrometre
Bruker Avance NEO 600 MHz selon une méthode décrite par Vilén et al.l%¢ ’ALG de sodium a

préalablement été solubilisé dans le D0.
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3. Mise en forme des nanoparticules SINP@CS/ALG

1. Nanoparticules de silice SINP

Les nanoparticules de silice (SiNP) ont été synthétisées selon le protocole mis au point
dans I'équipe PPB du CIRIMAT par P. Lagarrigue. Il s’agit d’'un procédé Stober modifié par voie
sol/gel en milieu basique.’*® Typiquement, I'éthanol absolu (100 mL) est mélangé avec de 'eau
MilliQ (10.8 mL) et une solution ammoniacale (3.9 mL NH4OH a 20 %),) sous vive agitation
pendant 15 min. Le précurseur de silice, le TEOS (6.3 mL) est ajouté a la solution. Aprés 17 h
d’agitation a température ambiante, les particules sont collectées par filtration (filtre de nitrate
de cellulose 0,2 pm, Whatman) ou centrifugation puis trempées a 'azote liquide avant d’étre

lyophilisées pendant 3 jours.

2. Nanoparticules cceur-couronne de silice@CS/ALG SINP@CS/ALG

Les nanoparticules coeur-couronne sont préparées par la technique de Layer-by-Layer.63
Des couches de polyélectrolytes sont déposées successivement autour des nanoparticules de silice
de maniere a obtenir une couronne de 4 couches, soit 2 bicouches polycation/polyanion.
Les particules de silice étant chargées négativement en dessus du point isoélectrique de la silice
amorphe (~ 3), la premiére couche déposée est le CS (polycation), puis les adsorptions suivantes
sont I'ALG (polyanion), le CS et I'ALG. La notation CS1-ALG1-CS2-ALG2 désigne les couches
précédemment détaillées.

Le protocole est adapté de Feng et al. et Du et al. 77.115

Couche CS1

8 mL SiNPs @ 50 mg/mL (soit 400 mg de NPs) sont ajoutés dans 400 mL CS @1 %um,v (soit 4000
mg de CS pour un ratio NPs:CS de 1:10) dans un bécher de 600 mL. La suspension est agitée
pendant 17 h a température ambiante. Les particules sont alors isolées par centrifugation (15g/10
min) puis lavées a I'eau (2x 15 mL). Les 400 mg de particules SINP@CS sont dispersées a 3.3
mg/mL dans 120 mL d’eau. 1 mL de suspension a 3.3 mg/mL est prélevé pour les caractérisations,

son pH est mesuré.

Couche ALG1

120 mL de la suspension SiNPs@CS @ 3.3 mg/mL (soit 400 mg de NPs) sont introduits dans un
bécher de 600 mL et mis sous agitation. 40 mL ALG@0.1%m,v (soit 40 mg de NPs pour un ratio
NPs:ALG de 10:1) sont ajoutés a la macropipette 5 mL. La suspension est agitée pendant 1 h a
température ambiante. Les particules sont alors isolées par centrifugation (15g/10 min) puis
lavées a I'eau (2x 15 mL). Les 400 mg de particules SINP@CS/ALG sont dispersées a 3.3 mg/mL
dans 120 mL d’eau. 1 mL de suspension a 3.3 mg/mL est prélevé pour les caractérisations, son pH

est mesuré.
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Couche CS2

120 mL de la suspension SiNPs@CS/ALG @ 3.3 mg/mL (soit 400 mg de NPs) sont introduits dans
un bécher de 600 mL et mis sous agitation. 40 mL CS@0.1%m;v (soit 40 mg de NPs pour un ratio
NPs:CS de 10:1) sont ajoutés a la macropipette 5 mL. La suspension est agitée pendant 1 h a
température ambiante. Les particules sont alors isolées par centrifugation (15g/10 min) puis
lavées al’eau (2x 15 mL). Les 400 mg de particules SINP@CS/ALG/CS sont dispersées a 3.3 mg/mL
dans 120 mL d’eau. 1 mL de suspension a 3.3 mg/mL est prélevé pour les caractérisations, son pH

est mesuré.

Couche ALG2

120 mL de la suspension SiNPs@CS/ALG/CS @ 3.3 mg/mL (soit 400 mg de NPs) sont introduits
dans un bécher de 600 mL et mis sous agitation. 40 mL ALG@0.1%m,v (soit 40 mg de NPs pour un
ratio NPs:ALG de 10:1) sont ajoutés a la macropipette 5 mL. La suspension est agitée pendant 1 h
a température ambiante. Les particules sont alors isolées par centrifugation (15g/10 min) puis
lavées a I'eau (2x 15 mL). Les 400 mg de particules SINP@CS/ALG/CS/ALG sont dispersées a 10
mg/mL dans 40 mL d’eau. 1 mL de suspension a 10 mg/mL est prélevé pour les caractérisations,

son pH est mesuré.

4. Modification chimique de surface des nanoparticules SINP@CS/ALG

Les protocoles de modification de surface sont détaillés pour le copolymére PVAm-b-

PNIPAM, ils sont identiques pour le copolymére PVAm-b-P(NIPAM-stat-NV(C)

1. Modification covalente de la surface

Typiquement, 100 mg de nanoparticules SINP@CS/ALG a 5 mg/mL dans 'eau ou dans le
DMSO sont introduits dans un bécher sous agitation. La solution de copolymére PVAmmn-b-
PNIPAM; a 1 mg/mL dans|'eau ou dans le DMSO est ajoutée tel que le ratio copolymere/particules
soit de 1 %m. Les solutions d’EDC et NHS a 10 mg/mL dans le DMSO sont enfin ajoutées selon les
proportions molaires : eq COOH : eq EDC : e NHS =1 : 4 : 2. La suspension est agitée a température
ambiante pendant 24 h. Les particules sont ensuite collectées par centrifugation puis lavées al’eau

par centrifugation (2x15 mL).

2. Modification non-covalente de la surface
Typiquement, 100 mg de nanoparticules SINP@CS/ALG a 5 mg/mL dans 'eau ou dans le
DMSO sont introduits dans un bécher sous agitation. La solution de copolymere PVAmmn-b-
PNIPAM; a 1 mg/mL dans |'eau ou dans le DMSO est ajoutée tel que le ratio copolymere/particules
soit de 1 %m. La suspension est agitée a température ambiante pendant 24 h. Les particules sont

ensuite collectées par centrifugation puis lavées a '’eau par centrifugation (2x15 mL).
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5. Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

1. DLS

Les mesures de DLS sont réalisées sur un appareil Malvern ZetaSizer Nano ZS doté d'un
laser He-Ne émettant a 633 nm. Pour chaque analyse, un temps de stabilisation de 120 s est
appliqué. 3 mesures de 15 réplicas de 10 secondes chacun sont enregistrées sur des échantillons
préparés a 0,5 mg/mL et introduits dans des cuvettes jetables a volume réduit (700 uL).
Les diamétres hydrodynamiques moyens pondérés en intensité (Z-average) et l'indice de

polydispersité (PDI) sont obtenus par I'analyse cumulante a partir de la relation de Stokes-

KpT
nnDp’

Einstein : Dy = 3 ou kg, T et 1 sont respectivement la constante de Boltzmann, la température

et la viscosité du milieu, Dt est le coefficient de diffusion de translation.

2. Zétamétrie

Pour la caractérisation de routine des nanoparticules :

Les mesures de potentiels-( sont réalisées sur un appareil Malvern ZetaSizer Nano ZS doté d'un
laser He-Ne émettant a 633 nm. Pour chaque analyse, un temps de stabilisation de 120 s est
appliqué. 3 mesures d'un minimum de 15 réplicas sont enregistrées a 25 °C sur des suspensions

a 0,5 mg/mL. La valeur moyenne de ces 3 mesures est associée a son écart-type.
Pour la détermination du fwr optimal :

Les mesures de potentiels-{ pour la détermination du fwr optimal pour le grafting to des
particules SINP@CS/ALG (Figure 29) ont été réalisées par B. Maxit de Cordouan Technologies
(Pessac, France) sur leur appareil WALLISC. 3 mesures de 6 réplicas sont enregistrées a 25 °C sur

des suspensions a 0,5 mg/mL. La valeur moyenne de ces 3 mesures est associée a son écart-type.

3. IRTF

Les analyses Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) ont été réalisées par E. De Smedt
(Stagiaire M1) sur un spectromeétre Nicolet 5700 (400 - 4000 cm-1, 64 scans) en transmission sur
des échantillons en pastilles KBr. Les pastilles ont été préparées a partir d'un mélange de 1 mg de

nanoparticules dans 300 mg de KBr pressés sous 8 tonnes de pression.

4. ATG
Les analyses thermogravimétriques (ATG) ont été réalisées au CIRIMAT sur un appareil
TAG16 (Setaram). Les échantillons déposés dans une nacelle d’alumine ont subi une rampe de

température a 5 °C/min de 25 °C a 700 °C sous un courant d’Argon.

5. Mesure de la surface spécifique
La surface spécifique des SiNPs a été déterminée grace a des mesures de surface basées

sur 'adsorption-désorption du gaz N2 (méthode multipoints) a I'aide d’'un appareil ASAP 2010M
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(Micrometrics) (mesures faites au CIRIMAT) et analysées par la méthode Brunauer-Emmett-

Teller (BET). Les mesures ont été répliquées trois fois apres un dégazage de 12h a 100 °C.

6. MET

Les images MET ont été acquises sur un appareil Hitachi HT7700 au CMEAB (Toulouse,
France). Les échantillons ont été préparés en déposant une grille cuivre-carbone (FCF400-
CU,Electron Microscopy Sciences) sur une goutte de la suspension (0,5 mg/mL) a analyser. Apres

5 min, 'excés de suspension a été absorbé avec un papier filtre.

7. RMN
RMN H liquide

Les analyses RMN !H pour la caractérisation du grafting to des copolyméres PVAm-b-
PNIPAM et PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC) sur I'ALG en solution ont été réalisées sur un

spectrometre 500 MHz Bruker Advance équipé d’une cryosonde. Les échantillons ont été préparés

a 30 mg/mL dans le D,0.

RMN *H HRMAS

Les analyses RMN 'H HRMAS ont été réalisées a 7 kHz sur un spectrometre VARIAN 600
MHz par C.Totee a la plateforme RMN de I'CGM (Montpellier, France). Les nanoparticules NPNG
et NPG Cov DMSO ont été suspendues apreés lyophilisation dans un volume minimal de D,0 afin

d’avoir une concentration maximale en particules.

RMN Bas champ (Relaxométrie T2)

Les mesures de relaxométrie T2 (RMN Bas champ) ont été réalisées sur un appareil Acorn
Area (Xigo Nanotools) par B. Maxit de Cordouan Technologies (Pessac, France). Le
fonctionnement de cet appareil est expliqué en Annexe 7.
Les particules NPNG et NPG Cov DMSO lyophilisées ont été suspendues dans une solution aqueuse
de KCl a 1 mM a différentes concentrations (0.5 - 1 - 1.5 - 2 %wn). Les mesures ont été acquises

apres agitation et sonication des échantillons, 6 réplicas sont réalisés pour chaque mesure.

8. Spectrofluorimétrie

Les mesures de spectrofluorimétrie ont été acquises sur un spectrometre Fluorolog
Horiba iHR320. Les ouvertures des fentes d’excitation et d’émission ont été fixées a 1.5 nm et n’ont
pas été modifiées. Des spectres d’émission ont été enregistrés apres une excitation a 325 nm, sur
une gamme de 335 nm a 450 nm. Chaque mesure a été constituée de 5 scans consécutifs et
moyennés, le signal d’intensité détecté a été corrigé tel que S1c/R1c. Tous les spectres ont été
normalisés par la ligne de base a 435 nm (longueur d’'onde a laquelle aucune luminescence n’est

attendue).

188



PARTIE 2 — CHAPITRE 3

by

Pour la réalisation de la droite de calibration de lintensité a 346 nm en fonction de la
concentration en copolymere PVAm-b-P(NIPAM-stat-NVC), des solutions de copolymeére ont été
préparées dans I'eau distillée a des concentrations allant de 0 a 10 ug/mL.

Les échantillons de particules analysés ont été préparés dans I’eau distillée a une concentration

de 0,5 mg/mL.

9. XPS

Les mesures de spectrométrie photoélectronique X (XPS) ont été réalisées sur un appareil
ESCALAB 250 de ThermoElectro par V. Flaud de I'ICGM (Montpellier, France). La source
d’excitation est monochromatique avec une raie Al Ka (1486.6 eV). La surface d’échantillon
analysée a un diameétre de 500 um. Le signal de la ligne de base a été enlevé par la méthode
Shirley.159 Les concentrations de surface atomique ont été déterminées a partir des pics de
photoélectrons a l'aide des facteurs de sensibilité atomique de Scofield.16® Les spectres
photoélectroniques ont été calibrés en énergie de liaison par rapport a la contribution de la liaison
C-C dans l'orbitale C1s a 284.8 eV. Les matériaux étudiés n’étant pas conducteurs, la charge a été
compensée par un faisceau d’électron (-2 eV).
Les échantillons ont été lyophilisés et stockés dans des contenants en verre afin d’éviter toute

contamination.

10. Microrhéologie (Rhéolaser Crystal)

Les mesures d’indice de microdynamique (mD) ont été réalisées avec R. Ramsch de
I'entreprise Formulaction (Toulouse, France) sur leur appareil Rhéolaser Crystal. Le
fonctionnement de cet appareil est expliqué en Annexe 5.

Les suspensions de nanoparticules NPNG et NPG Cov DMSO ont été préparées a 10 mg/mL dans
un milieu a 10-3 M NaCl a un pH de 7. Les échantillons ont été introduits dans la cellule de mesure,
stabilisés 2 minutes a 25 °C, puis 'acquisition de la mesure a été lancée en parallele d’'une rampe

de température de 3 °C/min de 25 °Ca 50 °C.

11. Etude de la stabilité colloidale (Turbiscan)

La stabilité colloidale a été étudiée a 25 °C et 45 °C sur un appareil TurbiscanTower avec S.
Korkmaz de I'entreprise Formulaction (Toulouse, France). Le fonctionnement de cet appareil est
expliqué en Annexe 6. Les suspensions de nanoparticules NPNG et NPG Cov DMSO a 10 mg/mL
dans un milieu a 10-3 M NaCl et un pH controlé de 7 ont préalablement été stabilisées dans les
cellules de 4 mL a la température d’intérét avant acquisition, puis redispersées avant de lancer

I'acquisition. La durée totale d’acquisition a été de 30 min avec des scans toutes les 1 min 15 s.
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Annexes de la partie 2

Annexe 1 : Caractérisation des NPs SINP@CS/ALG au cours de 'optimisation du

Diametre hydrodynamique (nm)

procédé LbL
Z-P Ecart- Z-av
Couche pH (mv) type(mV) (nm) PDI
SiNP 9,5 -48,1 0,6 490 0,05
CS1 52 28,4 0,7 714 0,21
ALG1 5,5 -30,3 0,9 544 0,05
CS2 5,5 22,9 0,4 542 0,06
ALG2 5,9 -32,9 1,2 1473 0,56
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Annexe 2 : Spectres IRTF du CS et de 'ALG

Chitosane
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Annexe 4 : Déconvolutions des pics des photoélectrons C1s, N1s, O1s, et Si2Zp pour

les échantillons analysés par XPS
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NPG Cov DMSO
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NPG Ion Eau
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Annexe 5 : Principe des mesures Rhéolaser Crystal (Formulaction)

Le Rhéolaser Crystal est une technologie dédiée a I'étude de la structure d’'un produit, ses
transitions de phases ou encore sa stabilité thermique, par la mesure du mouvement Brownien
des particules. La mesure est basée sur la rétrodiffusion multiple de la lumiere (Multi-Speckle

Diffusing Wave Spectroscopy, MS-DWS).

En pratique, un laser est envoyé sur I'échantillon et est rétrodiffusé de maniere multiple, ces
signaux rétrodiffusés sont collectés par un détecteur afin d’obtenir une image interférentielle
(Speckle image). Les images interférentielles obtenues au cours de la mesure sont traitées
mathématiquement pour obtenir des courbes de décorrélation. Celles-ci sont caractérisées par un

temps de caractéristique T dont I'inverse est appellée la microdynamique (Hz).

La microdynamique (mD) d’un échantillon représente la dynamique locale du produit a I'échelle
nanométrique, plus elle est grande plus les particules ont un mouvement rapide et inversement.
Grace a cet indice, des transitions de phase peuvent étre observées au cours de rampe en

température notamment (Figure 1)

[ 100
40
20
10
4] 1 V]
Q 20 40 &0 0 20 40

Figure 1 : Représentation schématique de la microdynamique et de la variation de la microdynamique en
fonction de la température dans la mise en évidence d'une transition de phase. Reproduit du site web de
l'entreprise Formulaction.
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Annexe 6 : Etude de la stabilité colloidale par Turbiscan (Formulaction)

Le Turbiscan permet d'identifier et de suivre [ i

de de

déstabilisation S

TRANSMISSION (T)

- >

les  phénomenes

dispersions. La mesure est basée sur la diffusion —
multiple de la lumiére. En pratique, un faisceau

laser (A=880 nm) incident balaie I'échantillon de

( Emitted light |

BACKSCATTERING (BS) |

haut en bas a intervalles de temps réguliers et

contrdlés et peut (Figure 1) :

e Traverser 'échantillon : dans ce cas, le
Figure 1 : Représentation schématique des

faisceaux transmis (T) et rétrodiffusés (BS) en

fonction de la concentration d’une dispersion.

Reproduit de Lu et al. (RSC Adv. 7 (2017) 8118-
8130)

faisceau transmis (T) est collecté par un
détecteur a 180°
e Etre rétrodiffusé par I'échantillon : dans

ce cas, le faisceau rétrodiffusé (Backscattering, BS), collecté par un détecteur a 45 °

Typiquement, pour une dispersion concentrée le signal BS est majoritaire car le faisceau a une
plus grande probabilité de rencontrer des particules et d’étre diffusé dans de multiples directions.
Au contraire, pour une dispersion diluée, une grande fraction du faisceau incident traverse
I'’échantillon donc le signal T est majoritaire. L’interprétation des phénomenes de déstabilisation
comme la sédimentation ou la variation de taille se fait a travers les variations relatives de ces
deux signaux BS et T en fonction de la position du laser par rapport au tube. Un exemple de courbe

obtenue dans ces travaux de these est montré ci-dessous (Figure 2) :

T (%}

R (%)

00h:00m:00s

00h:02m:30s

00h:05m:00s

00h:07m:30s

00h:10m:00s

00h:12m:30s

00h:15m:00s

00k 7m:30s

00h:20m:00s

00h:22m:30s

|

I I

] 1 N 1213 14 15 18 1718 19 N
Hauteur (mm)

Figure 2 : Exemple de courbes de transmission (T%) et de rétrodiffusion (R%) obtenues sur les suspensions
étudiées dans ces travaux de thése.

La hauteur en mm correspond a la hauteur d’échantillon dans le tube : a 0 mm, il s’agit du fond du
tube alors qu’a 21 mm il s’agit du ménisque de l'interface matiere/air en haut du tube. Les
différentes mesures acquises au cours du temps a intervalles réguliers sont représentées par le

dégradé de couleur et permettent d’observer I'évolution des deux signaux dans le temps.
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Annexe 7 : Relaxométrie T2 par I’Acorn Area de Xigo Nanotools

L’appareil Acorn Area permet de mesurer les surfaces spécifiques mouillées de

nanoparticules en dispersion dans un liquide. Cette méthode de RMN, dite a bas champ (13 MHz)

contrairement aux autres mesures de surfaces spécifiques couramment utilisées, se fait en

dispersion sur des échantillons liquides ce qui est un
avantage pour beaucoup d’applications ou la mesure sur

des particules séches n’est pas représentative.

La mesure est basée sur la différence de réponse dans un
champ magnétique alterné des molécules de liquide au
contact de la surface solide des particules par rapport
aux molécules du liquide « libre ». En effet, le temps de
relaxation du liquide a la surface des particules est plus

court que celui du liquide éloigné des particules.

En pratique, I'échantillon est introduit sans dilution
requise dans un tube et placé au sein d’'une bobine
(Figure 1). Un champ magnétique uniforme By est
appliqué afin d’aligner les spins des protons. Ensuite, un
pulse de radiofréquences courtes est appliqué pour

exciter la bobine a une fréquence de 13 MHz. Comme

()
| 1
1
NS

Sample |

Magnet

RF Cail

Sample Tube

Gradient Coils

Magrnat

Figure 1 : Principe de la mesure de surface
spécifique avec un appareil Acorn Area.
Reproduit du site web de l'entreprise Xigo

Nanotools

toute RMN, ce champ magnétique va induire un décalage dans 'orientation des spins des protons.

Lorsque le champ induit est arrété, les protons vont se réaligner avec le champ initial Bo. Ce

réalignement est caractérisé par deux temps de relaxation, T1 (longitudinal) et T2 (transverse),

ces deux grandeurs sont mesurées par 'appareil. A partir de T2, on peut remonter a la surface

spécifique via la relation suivante: 1/T. = S.ka.W,+ 1/T, avecS la surface spécifique, Wy le

ratio volumique en particule, Tp le temps de relaxation du solvant seul, kale coefficient de

relativité qui dépend de la propriété de surface des particules et de ses interactions avec le solvant.

200


https://www.xigonanotools.com/wp-content/uploads/2015/07/digram.png

REFERENCES DE LA PARTIE 2

Références

1. Latorre, A., Couleaud, P., Aires, A, Cortajarena, A. L. & Somoza, A. Multifunctionalization of magnetic
nanoparticles for controlled drug release: A general approach. Eur. J. Med. Chem. 82, 355-362 (2014).

2. Qi Lim, W,, Fiona Phua, S. Z., Victor Xu, H., Sreejith, S. & Zhao, Y. Recent advances in multifunctional
silica-based hybrid nanocarriers for bioimaging and cancer therapy. Nanoscale 8, 12510-12519
(2016).

3. Bressler, E. M. et al. Biomimetic peptide display from a polymeric nanoparticle surface for targeting
and antitumor activity to human triple-negative breast cancer cells. J. Biomed. Mater. Res. A 106,
1753-1764 (2018).

4.  Vauthier, C. Polymer Nanoparticles for In Vivo Applications: Progress on Preparation Methods and
Future Challenges. in Polymer Nanoparticles for Nanomedicines: A Guide for their Design, Preparation
and Development (eds. Vauthier, C. & Ponchel, G.) 3-16 (Springer International Publishing, 2016)..

5. Shelke, N. B, James, R, Laurencin, C. T. & Kumbar, S. G. Polysaccharide biomaterials for drug delivery
and regenerative engineering. Polym. Adv. Technol. 25, 448-460 (2014).

6. Jin, M,, Shi, ], Zhu, W, Yao, H. & Wang, D.-A. Polysaccharide-Based Biomaterials in Tissue Engineering:
A Review. Tissue Eng. Part B Rev. (2020)

7. Sood, A., Gupta, A. & Agrawal, G. Recent advances in polysaccharides based biomaterials for drug
delivery and tissue engineering applications. Carbohydr. Polym. Technol. Appl. 2, 100067 (2021).

8. Tsigos, 1., Martinou, A., Kafetzopoulos, D. & Bouriotis, V. Chitin deacetylases: new, versatile tools in
biotechnology. Trends Biotechnol. 18, 305-312 (2000).

9.  Younes, I. & Rinaudo, M. Chitin and Chitosan Preparation from Marine Sources. Structure, Properties
and Applications. Mar. Drugs 13, 1133-1174 (2015).

10. Alves, N. M. & Mano, |. F. Chitosan derivatives obtained by chemical modifications for biomedical and
environmental applications. Int. J. Biol. Macromol. 43, 401-414 (2008).

11. Ji, J. et al. Chemical Modifications of Chitosan and Its Applications. Polym.-Plast. Technol. Eng. 53,
1494-1505 (2014).

12. Wang, W. et al. Chitosan Derivatives and Their Application in Biomedicine. Int. J. Mol. Sci. 21, 487
(2020).

13. Ong,S.-Y.,, Wy, ]., Moochhala, S. M,, Tan, M.-H. & Ly, ]. Development of a chitosan-based wound dressing
with improved hemostatic and antimicrobial properties. Biomaterials 29, 4323-4332 (2008).

14. Kean, T. & Thanou, M. Biodegradation, biodistribution and toxicity of chitosan. Adv. Drug Deliv. Rev.
62,3-11 (2010).

15. Bay Stie, M. et al. Delivery of proteins encapsulated in chitosan-tripolyphosphate nanoparticles to
human skin melanoma cells. Colloids Surf. B Biointerfaces (2018)

16. Ramesh, Y. & Sireesha, V. TRANSDERMAL PATCH OF RAMIPRIL LOADED CHITOSAN
NANOPARTICLES DISPERSED IN CARBOPOL GEL. J. Drug Deliv. Ther. 7, 56-65 (2017).

17. Yang, X. et al. Immune Adjuvant Targeting Micelles Allow Efficient Dendritic Cell Migration to Lymph
Nodes for Enhanced Cellular Immunity. ACS Appl. Mater. Interfaces 10, 33532-33544 (2018).

18. Ossipov, D. A, Piskounova, S., Varghese, O. P. & Hilborn, . Functionalization of Hyaluronic Acid with
Chemoselective Groups via a Disulfide-Based Protection Strategy for In situ Formation of
Mechanically Stable Hydrogels. Biomacromolecules 11, 2247-2254 (2010).

19. Lim, H. J. et al. Response to di-functionalized hyaluronic acid with orthogonal chemistry grafting at
independent modification sites in rodent models of neural differentiation and spinal cord injury. J.
Mater. Chem. B 4, 6865-6875 (2016).

20. Day, A. ]. & de la Motte, C. A. Hyaluronan cross-linking: a protective mechanism in inflammation?
Trends Immunol. 26, 637-643 (2005).

21. West, D. C. & Kumar, S. Hyaluronan and Angiogenesis. in Ciba Foundation Symposium 143 - The Biology
of Hyaluronan 187-207 (John Wiley & Sons, Ltd).

22. Uthaman, S. et al. IR 780-loaded hyaluronic acid micelles for enhanced tumor-targeted photothermal

therapy. Carbohydr. Polym. 181, 1-9 (2018).

201



REFERENCES DE LA PARTIE 2

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Lv, Y. et al. Nanoplatform Assembled from a CD44-Targeted Prodrug and Smart Liposomes for Dual
Targeting of Tumor Microenvironment and Cancer Cells. ACS Nano 12, 1519-1536 (2018).

Liu, Y. et al. CD44 Receptor Targeting and Endosomal pH-Sensitive Dual Functional Hyaluronic Acid
Micelles for Intracellular Paclitaxel Delivery. Mol. Pharm. 13, 4209-4221 (2016).

Park, J., Kim, J.,, Hwang, S. R, Mahmud, F. & Byun, Y. Chemical Conjugate of Low Molecular Weight
Heparin and Suramin Fragment Inhibits Tumor Growth Possibly by Blocking VEGF165. Mol. Pharm.
12, 3935-3942 (2015).

Wang, L. et al. Interfacial Self-Assembly of Heparin-Mimetic Multilayer on Membrane Substrate as
Effective Antithrombotic, Endothelialization, and Antibacterial Coating. ACS Biomater. Sci. Eng. 1,
1183-1193 (2015).

Gonzalez, D., Ragusa, ]., Angeletti, P. C. & Larsen, G. Preparation and characterization of functionalized
heparin-loaded poly-E-caprolactone fibrous mats to prevent infection with human papillomaviruses.
PLOS ONE 13, 0199925 (2018).

Wan, X. et al. Poly(e-caprolactone)/keratin/heparin/VEGF biocomposite mats for vascular tissue
engineering. J. Biomed. Mater. Res. A 108, 292-300 (2020).

Liang, Y. & Kiick, K. L. Heparin-functionalized polymeric biomaterials in tissue engineering and drug
delivery applications. Acta Biomater. 10, 1588-1600 (2014).

Wu, W. et al. Bioreducible heparin-based nanogel drug delivery system. Biomaterials 39, 260-268
(2015).

Choi, W. 1. et al. Bioinspired Heparin Nanosponge Prepared by Photo-crosslinking for Controlled
Release of Growth Factors. Sci. Rep. 7, 14351 (2017).

Lee, K. Y. & Mooney, D. ]. Alginate: Properties and biomedical applications. Prog. Polym. Sci. 37, 106-
126 (2012).

Hou, ], Lj, C., Guan, Y., Zhang, Y. & Zhuy, X. X. Enzymatically crosslinked ALG hydrogels with improved
adhesion properties. Polym. Chem. 6, 2204-2213 (2015).

Passemard, S. et al. Synthesis Strategies to Extend the Variety of Alginate-Based Hybrid Hydrogels for
Cell Microencapsulation. Biomacromolecules 18, 2747-2755 (2017).

Szabd, L., Gerber-Lemaire, S. & Wandrey, C. Strategies to Functionalize the Anionic Biopolymer Na-
Alginate without Restricting Its Polyelectrolyte Properties. Polymers 12,919 (2020).

Guo, H., de Magalhaes Goncalves, M., Ducouret, G. & Hourdet, D. Cold and Hot Gelling of Alginate-graft-
PNIPAM: a Schizophrenic Behavior Induced by Potassium Salts. Biomacromolecules 19, 576-587
(2018).

Yu, C.-Y. et al. Fabrication of Nanospheres and Vesicles as Drug Carriers by Self-Assembly of Alginate.
J. Phys. Chem. C 112, 16774-16778 (2008).

Sonavane, G. S. & Devarajan, P. V. Preparation of Alginate Nanoparticles Using Eudragit E100 as a New
Complexing Agent: Development, In-Vitro, and In-Vivo Evaluation. J. Biomed. Nanotechnol. 3, 160-169
(2007).

Boddohi, S., Moore, N., Johnson, P. A. & Kipper, M. ]. Polysaccharide-Based Polyelectrolyte Complex
Nanoparticles from Chitosan, Heparin, and Hyaluronan. Biomacromolecules 10, 1402-1409 (2009).
Prasher, P. et al. Current-status and applications of polysaccharides in drug delivery systems. Colloid
Interface Sci. Commun. 42, 100418 (2021).

Kickelbick, G. Introduction to Hybrid Materials. in Hybrid Materials 1-48 (John Wiley & Sons, Ltd,
2006).

Caseri, W. Nanocomposites of Polymers and Inorganic Particles. in Hybrid Materials 49-86 (John
Wiley & Sons, Ltd, 2006).

Blanco-Andujar, C. et al. Design of iron oxide-based nanoparticles for MRI and magnetic hyperthermia.
Nanomed. 11, 1889-1910 (2016).

Norouzi, H. & Khoshgard, K. Review of mechanisms and recent advances in cancer photo thermal
therapy. Iran. J. Med. Phys. 15, 464-464 (2018).

Chatterjee, K., Sarkar, S. Jagajjanani Rao, K. & Paria, S. Core/shell nanoparticles in biomedical
applications. Adv. Colloid Interface Sci. 209, 8-39 (2014).

202



REFERENCES DE LA PARTIE 2

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Ferreira, P., Alves, P, Coimbra, P. & Gil, M. H. Improving polymeric surfaces for biomedical
applications: a review. J. Coat. Technol. Res. 12, 463-475 (2015).

Liu, C. et al. Encapsulation of Poly I:C and the natural phosphodiester CpG ODN enhanced the efficacy
of a hyaluronic acid-modified cationic lipid-PLGA hybrid nanoparticle vaccine in TC-1-grafted tumors.
Int. J. Pharm. 553, 327-337 (2018).

Lee, P.-W. et al. Multifunctional core-shell polymeric nanoparticles for transdermal DNA delivery and
epidermal Langerhans cells tracking. Biomaterials 31, 2425-2434 (2010).

Chung, Y.-I,, Tae, G. & Hong Yuk, S. A facile method to prepare heparin-functionalized nanoparticles
for controlled release of growth factors. Biomaterials 27, 2621-2626 (2006).

Wu, Y. et al A core/shell stabilized polysaccharide-based nanoparticle with intracellular
environment-sensitive drug delivery for breast cancer therapy. /. Mater. Chem. B 6, 6646-6659
(2018).

Mertz, D., Sandre, O. & Bégin-Colin, S. Drug releasing nanoplatforms activated by alternating magnetic
fields. Biochim. Biophys. Acta BBA - Gen. Subj. 1861, 1617-1641 (2017).

Dinc, M., Esen, C. & Mizaikoff, B. Recent advances on core-shell magnetic molecularly imprinted
polymers for biomacromolecules. TrAC Trends Anal. Chem. 114, 202-217 (2019).

Sharifi, M. et al. Plasmonic gold nanoparticles: Optical manipulation, imaging, drug delivery and
therapy. J. Controlled Release 311-312,170-189 (2019).

Nandanan, E., Jana, N. R. & Ying, ]. Y. Functionalization of Gold Nanospheres and Nanorods by Chitosan
Oligosaccharide Derivatives. Adv. Mater. 20, 2068-2073 (2008).

Kodiyan, A, Silva, E. A, Kim, ]., Aizenberg, M. & Mooney, D. ]. Surface Modification with Alginate-
Derived Polymers for Stable, Protein-Repellent, Long-Circulating Gold Nanoparticles. ACS Nano 6,
4796-4805 (2012).

Cao, F,, Yan, M,, Liu, Y,, Liu, L. & Ma, G. Photothermally Controlled MHC Class I Restricted CD8+ T-Cell
Responses Elicited by Hyaluronic Acid Decorated Gold Nanoparticles as a Vaccine for Cancer
Immunotherapy. Adv. Healthc. Mater. 7, 1701439 (2018).

Naz, S. et al. Enzyme-responsive mesoporous silica nanoparticles for tumor cells and mitochondria
multistage-targeted drug delivery. Int. J. Nanomedicine 14, 2533-2542 (2019).

Hu, Y. et al Anti-miRNA21 and resveratrol-loaded polysaccharide-based mesoporous silica
nanoparticle for synergistic activity in gastric carcinoma. J. Drug Target. 27,1135-1143 (2019).
Argyo, C. et al. Heparin-Coated Colloidal Mesoporous Silica Nanoparticles Efficiently Bind to
Antithrombin as an Anticoagulant Drug-Delivery System. Chem. - Eur. J. 18, 428-432 (2012).

Yuan, N,, Lj, S. & Li, G. Sodium ALG coated mesoporous silica for dual bio-responsive controlled drug
delivery. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 46, 348-353 (2018).

Narayan, R. et al. Chitosan-glucuronic acid conjugate coated mesoporous silica nanoparticles: A smart
pH-responsive and receptor-targeted system for colorectal cancer therapy. Carbohydr. Polym. 261,
117893 (2021).

Liang, Y.-H. et al. Cosynthesis of Cargo-Loaded Hydroxyapatite/Alginate Core-Shell Nanoparticles
(HAP@AIlg) as pH-Responsive Nanovehicles by a Pre-gel Method. ACS Appl. Mater. Interfaces 4, 6720-
6727 (2012).

Decher, G. Fuzzy Nanoassemblies: Toward Layered Polymeric Multicomposites. Science 277, 1232-
1237 (1997).

Stockton, W.B. & Rubner, M. F. Molecular-Level Processing of Conjugated Polymers. 4. Layer-by-Layer
Manipulation of Polyaniline via Hydrogen-Bonding Interactions. Macromolecules 30, 2717-2725
(1997).

Chen, ]. & Cao, W. Fabrication of a covalently attached self-assembly multilayer film via H-bonding
attraction and subsequent UV-irradiation. Chem. Commun. 0, 1711-1712 (1999).

Kotov, N. A. Layer-by-layer self-assembly: The contribution of hydrophobic interactions.
Nanostructured Mater. 12, 789-796 (1999).

Caruso, F., Caruso, R. A. & M6hwald, H. Nanoengineering of Inorganic and Hybrid Hollow Spheres by
Colloidal Templating. Science 282, 1111-1114 (1998).

203



REFERENCES DE LA PARTIE 2

68.

69.
70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Sukhorukov, G. B. et al. Layer-by-layer self assembly of polyelectrolytes on colloidal particles. Colloids
Surf. Physicochem. Eng. Asp. 137, 253-266 (1998).

Caruso, F. Nanoengineering of Particle Surfaces. Adv. Mater. 13, 11-22 (2001).

Skirtach, A. G., Yashchenok, A. M. & Mohwald, H. Encapsulation, release and applications of LbL
polyelectrolyte multilayer capsules. Chem. Commun. 47, 12736-12746 (2011).

Tang, Z., Wang, Y., Podsiadlo, P. & Kotov, N. A. Biomedical Applications of Layer-by-Layer Assembly:
From Biomimetics to Tissue Engineering. Adv. Mater. 18, 3203-3224 (2006).

Lvov, Y., Ariga, K. & Kunitake, T. Layer-by-Layer Assembly of Alternate Protein/Polyion Ultrathin
Films. Chem. Lett. 23, 2323-2326 (1994).

Lvov, Y., Ariga, K, Ichinose, I. & Kunitake, T. Assembly of Multicomponent Protein Films by Means of
Electrostatic Layer-by-Layer Adsorption. J. Am. Chem. Soc. 117, 6117-6123 (1995).

Boulmedais, F. et al. Buildup of Exponentially Growing Multilayer Polypeptide Films with Internal
Secondary Structure. Langmuir 19, 440-445 (2003).

Lvov, Y., Decher, G. & Sukhorukov, G. Assembly of thin films by means of successive deposition of
alternate layers of DNA and poly(allylamine). Macromolecules 26, 5396-5399 (1993).

Yang, Y.-]. et al. Mesoporous silica nanotubes coated with multilayered polyelectrolytes for pH-
controlled drug release. Acta Biomater. 6, 3092-3100 (2010).

Feng, W. et al. Effect of pH-Responsive Alginate/Chitosan Multilayers Coating on Delivery Efficiency,
Cellular Uptake and Biodistribution of Mesoporous Silica Nanoparticles Based Nanocarriers. ACS Appl.
Mater. Interfaces 6, 8447-8460 (2014).

Du, P, Zhao, X, Zeng, |, Guo, ]. & Liu, P. Layer-by-layer engineering fluorescent polyelectrolyte coated
mesoporous silica nanoparticles as pH-sensitive nanocarriers for controlled release. Appl. Surf. Sci.
345,90-98 (2015).

Jardim, K. V. et al. Novel magneto-responsive nanoplatforms based on MnFe204 nanoparticles layer-
by-layer functionalized with chitosan and sodium ALG for magnetic controlled release of curcumin.
Mater. Sci. Eng. C 92, 184-195 (2018).

Chai, F. et al Doxorubicin-loaded poly (lactic-co-glycolic acid) nanoparticles coated with
chitosan/ALG by layer by layer technology for antitumor applications. Int. J. Nanomedicine 12,1791~
1802 (2017).

Chatelet, C., Damour, O. & Domard, A. Influence of the degree of acetylation on some biological
properties of chitosan films. Biomaterials 22, 261-268 (2001).

Pangburn, S. H,, Trescony, P. V. & Heller, ]. Lysozyme degradation of partially deacetylated chitin, its
films and hydrogels. Biomaterials 3, 105-108 (1982).

Varum, K. M., Myhr, M. M,, Hjerde, R. ]J. N. & Smidsrgd, O. In vitro degradation rates of partially N-
acetylated chitosans in human serum. Carbohydr. Res. 299, 99-101 (1997).

Antunes, B. P., Moreira, A. F., Gaspar, V. M. & Correia, L. ]. Chitosan/arginine-chitosan polymer blends
for assembly of nanofibrous membranes for wound regeneration. Carbohydr. Polym. 130, 104-112
(2015).

Torkaman, S., Rahmani, H., Ashori, A. & Najafi, S. H. M. Modification of chitosan using amino acids for
wound healing purposes: A review. Carbohydr. Polym. 258, 117675 (2021).

Conzatti, G., Ayadi, F. Cavalie, S., Carrére, N. & Tourrette, A. Thermosensitive PNIPAM grafted
ALG/chitosan PEC. Appl. Surf. Sci. 467-468, 940-948 (2019).

Bushkalova, R. et al. Alginate-chitosan PEC scaffolds: A useful tool for soft tissues cell therapy. Int. J.
Pharm. 571, 118692 (2019).

Yanagisawa, M., Kato, Y., Yoshida, Y. & Isogai, A. SEC-MALS study on aggregates of chitosan molecules
in aqueous solvents: Influence of residual N-acetyl groups. Carbohydr. Polym. 66, 192-198 (2006).
Thevarajah, |. J., Bulanadj, J. C., Wagner, M., Gaborieau, M. & Castignolles, P. Towards a less biased
dissolution of chitosan. Anal. Chim. Acta 258-268 (2016)

Hwang, J.-K. & Shin, H.-H. Rheological properties of chitosan solutions. Korea-Aust. Rheol. J. 12, 175-
179 (2000).

204



REFERENCES DE LA PARTIE 2

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Kasaai, M. R. Calculation of Mark-Houwink-Sakurada (MHS) equation viscometric constants for
chitosan in any solvent-temperature system using experimental reported viscometric constants data.
Carbohydr. Polym. 68, 477-488 (2007).

Tan, S. C,, Khor, E,, Tan, T. K. & Wong, S. M. The degree of deacetylation of chitosan: advocating the first
derivative UV-spectrophotometry method of determination. Talanta 45, 713-719 (1998).
Shigemasa, Y., Matsuura, H., Sashiwa, H. & Saimoto, H. Evaluation of different absorbance ratios from
infrared spectroscopy for analyzing the degree of deacetylation in chitin. Int. J. Biol. Macromol. 18,
237-242 (1996).

Kasaai, M. R. A review of several reported procedures to determine the degree of N-acetylation for
chitin and chitosan using infrared spectroscopy. Carbohydr. Polym. 71, 497-508 (2008).

Heux, L., Brugnerotto, ., Desbriéres, ]., Versali, M.-F. & Rinaudo, M. Solid State NMR for Determination
of Degree of Acetylation of Chitin and Chitosan. Biomacromolecules 1, 746-751 (2000).

Manni, L., Ghorbel-Bellaaj, O., Jellouli, K., Younes, I. & Nasri, M. Extraction and Characterization of
Chitin, Chitosan, and Protein Hydrolysates Prepared from Shrimp Waste by Treatment with Crude
Protease from Bacillus cereus SV1. Appl. Biochem. Biotechnol. 162, 345-357 (2010).

Rocha Neto, ]. B. M. et al. Controlling antimicrobial activity and drug loading capacity of chitosan-based
layer-by-layer films. Int. J. Biol. Macromol. 172, 154-161 (2021).

Meng, S. & Liu, Y. Alginate block fractions and their effects on membrane fouling. Water Res. 47, 6618-
6627 (2013).

Sreeram, K. ., Yamini Shrivastava, H. & Nair, B. U. Studies on the nature of interaction of iron(I1I) with
alginates. Biochim. Biophys. Acta BBA - Gen. Subj. 1670, 121-125 (2004).

Rezende, R. A., Bartolo, P. ], Mendes, A. & Filho, R. M. Rheological behavior of ALG solutions for
biomanufacturing. J. Appl. Polym. Sci. 113, 3866-3871 (2009).

Martinsen, A., SKjak-Brak, G., Smidsrgd, O., Zanetti, F. & Paoletti, S. Comparison of different methods
for determination of molecular weight and molecular weight distribution of alginates. Carbohydr.
Polym. 15,171-193 (1991).

Zhong, D., Huang, X, Yang, H. & Cheng, R. New insights into viscosity abnormality of sodium ALG
aqueous solution. Carbohydr. Polym. 81, 948-952 (2010).

Prieto, J. M., Mellinas-Gomez, M. & Zloh, M. Application of diffusion-edited and solvent suppression
1H-NMR to the direct analysis of markers in valerian-hop liquid herbal products. Phytochem. Anal. PCA
27,100-106 (2016).

Application of diffusion-edited NMR spectroscopy for selective suppression of water signal in the
determination of monomer composition in alginates - Vilén - 2011 - Magnetic Resonance in Chemistry
- Wiley Online Library.

Grasdalen, H. High-field, 1H-n.m.r. spectroscopy of ALG: sequential structure and linkage
conformations. Carbohydr. Res. 118, 255-260 (1983).

Vilén, E. M., Klinger, M. & Sandstrém, C. Application of diffusion-edited NMR spectroscopy for selective
suppression of water signal in the determination of monomer composition in alginates. Magn. Reson.
Chem. 49, 584-591 (2011).

Salomonsen, T., Jensen, H. M., Stenbaek, D. & Engelsen, S. B. Chemometric prediction of ALG monomer
composition: A comparative spectroscopic study using IR, Raman, NIR and NMR. Carbohydr. Polym.
72,730-739 (2008).

Becheran-Maron, L., Peniche, C. & Argiielles-Monal, W. Study of the interpolyelectrolyte reaction
between chitosan and ALG: influence of ALG composition and chitosan molecular weight. Int. J. Biol.
Macromol. 34,127-133 (2004).

Croissant, J. G., Butler, K. S., Zink, J. I. & Brinker, C. J. Synthetic amorphous silica nanoparticles: toxicity,
biomedical and environmental implications. Nat. Rev. Mater. 5, 886-909 (2020).

Sing, K. S. W. Reporting physisorption data for gas/solid systems with special reference to the
determination of surface area and porosity (Recommendations 1984). Pure Appl. Chem. 57, 603-619
(1985).

Tarn, D. et al. Mesoporous Silica Nanoparticle Nanocarriers: Biofunctionality and Biocompatibility.
Acc. Chem. Res. 46, 792-801 (2013).

205



REFERENCES DE LA PARTIE 2

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Lagarrigue, P. Nanocomposites bioverre/polyester pour le développement de scaffolds macroporeux
par freeze-casting: vers le traitement de I'ostéoradionécrose mandibulaire. (Toulouse, INPT, 2017).
Hoffmann, F. & Froba, M. Vitalising porous inorganic silica networks with organic functions—PMOs
and related hybrid materials. Chem. Soc. Rev. 40, 608-620 (2011).

Lagarrigue, P. et al. Well-defined polyester-grafted silica nanoparticles for biomedical applications:
Synthesis and quantitative characterization. Polymer 211, 123048 (2020).

Du, P., Zhao, X,, Zeng, |, Guo, . & Liu, P. Layer-by-layer engineering fluorescent polyelectrolyte coated
mesoporous silica nanoparticles as pH-sensitive nanocarriers for controlled release. Appl. Surf. Sci.
345,90-98 (2015).

Dubas, S. T. & Schlenoff, J. B. Factors Controlling the Growth of Polyelectrolyte Multilayers.
Macromolecules 32, 8153-8160 (1999).

Georgieva, R., Dimova, R,, Sukhorukov, G., Ibarz, G. & Méhwald, H. Influence of different salts on micro-
sized polyelectrolyte hollow capsules. J. Mater. Chem. 15,4301-4310 (2005).

Kharlampieva, E. Kozlovskaya, V. & Sukhishvili, S. A. Layer-by-Layer Hydrogen-Bonded Polymer
Films: From Fundamentals to Applications. Adv. Mater. 21, 3053-3065 (2009).

Salve, R., Kumar, P., Ngamcherdtrakul, W., Gajbhiye, V. & Yantasee, W. Stimuli-responsive mesoporous
silica nanoparticles: A custom-tailored next generation approach in cargo delivery. Mater. Sci. Eng. C
124,112084 (2021).

Kato, Y. et al. Acidic extracellular microenvironment and cancer. Cancer Cell Int. 13, 89 (2013).
Bordat, A. Boissenot, T. Nicolas, ]J. & Tsapis, N. Thermoresponsive polymer nanocarriers for
biomedical applications. Adv. Drug Deliv. Rev. 138, 167-192 (2019).

Ward, M. A. & Georgiou, T. K. Thermoresponsive Polymers for Biomedical Applications. Polymers 3,
1215-1242 (2011).

Graham, S, Marina, P. F. & Blencowe, A. Thermoresponsive polysaccharides and their
thermoreversible physical hydrogel networks. Carbohydr. Polym. 207, 143-159 (2019).

Chen, ].-P., Tsai, M.-]. & Liao, H.-T. Incorporation of biphasic calcium phosphate microparticles in
injectable thermoresponsive hydrogel modulates bone cell proliferation and differentiation. Colloids
Surf. B Biointerfaces 110, 120-129 (2013).

Ifuku, S., Miwa, T., Morimoto, M. & Saimoto, H. Thermoresponsive chitosan/N-isopropylacrylamide
copolymer through atom transfer radical polymerization. Int. J. Biol. Macromol. 52, 14-19 (2013).
Kim, S. Y., Cho, S. M,, Lee, Y. M. & Kim, S. ]. Thermo- and pH-responsive behaviors of graft copolymer
and blend based on chitosan and N-isopropylacrylamide. J. Appl. Polym. Sci. 78, 1381-1391 (2000).
Mellati, A, Daj, S, Bi, ], Jin, B. & Zhang, H. A biodegradable thermosensitive hydrogel with tuneable
properties for mimicking three-dimensional microenvironments of stem cells. RSC Adv. 4, 63951-
63961 (2014).

Mellati, A. et al. Microengineered 3D cell-laden thermoresponsive hydrogels for mimicking cell
morphology and orientation in cartilage tissue engineering. Biotechnol. Bioeng. 114, 217-231 (2017).
Fernandez-Quiroz, D. et al. Effect of the molecular architecture on the thermosensitive properties of
chitosan-g-poly(N-vinylcaprolactam). Carbohydr. Polym. 134, (2015).

Fernandez-Quiroz, D. et al. Conformational study on the thermal transition of chitosan-g-poly(N-
vinylcaprolactam) in aqueous solution. Colloid Polym. Sci. 294, 555-563 (2016).

Fernandez-Quiroz, D. et al Temperature stimuli-responsive nanoparticles from chitosan-graft-
poly(N-vinylcaprolactam) as a drug delivery system. J. Appl. Polym. Sci. 136, 47831 (2019).

Safakas, K., Saravanou, S.-F., latridi, Z. & Tsitsilianis, C. Alginate-g-PNIPAM-Based Thermo/Shear-
Responsive Injectable Hydrogels: Tailoring the Rheological Properties by Adjusting the LCST of the
Grafting Chains. Int. J. Mol. Sci. 22, 3824 (2021).

Ciocoiuy, 0.-N,, Staikos, G. & Vasile, C. Thermoresponsive behavior of sodium ALG grafted with poly(N-
isopropylacrylamide) in aqueous media. Carbohydr. Polym. 184, 118-126 (2018).

Swamy, B. Y., Chang, ]J. H., Ahn, H., Lee, W.-K. & Chung, I. Thermoresponsive N-vinyl caprolactam
grafted sodium ALG hydrogel beads for the controlled release of an anticancer drug. Cellulose 20,
1261-1273 (2013).

206



REFERENCES DE LA PARTIE 2

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.
144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

Li, D, Xu, L., Wang, ]. & Gautrot, ]. E. Responsive Polymer Brush Design and Emerging Applications for
Nanotheranostics. Adv. Healthc. Mater. 10, 2000953 (2021).

Hansson, S. et al. Grafting Efficiency of Synthetic Polymers onto Biomaterials: A Comparative Study of
Grafting-from versus Grafting-to. Biomacromolecules 14, 64-74 (2013).

Beija, M., Marty, ].-D. & Destarac, M. RAFT/MADIX polymers for the preparation of polymer/inorganic
nanohybrids. Prog. Polym. Sci. 36, 845-886 (2011).

Huang, C.-F. Surface-initiated atom transfer radical polymerization for applications in sensors, non-
biofouling surfaces and adsorbents. Polym. J. 48, 341-350 (2016).

Conzatti, G. et al. PNIPAM grafted surfaces through ATRP and RAFT polymerization: Chemistry and
bioadhesion. Colloids Surf. B Biointerfaces 151, 143-155 (2017).

Chung, P.-W,, Kumar, R., Pruski, M. & Lin, V. S.-Y. Temperature Responsive Solution Partition of
Organic-Inorganic Hybrid Poly(N-isopropylacrylamide)-Coated Mesoporous Silica Nanospheres. Adv.
Funct. Mater. 18, 1390-1398 (2008).

Zhu, M.-Q., Wang, L.-Q., Exarhos, G. ]. & Li, A. D. Q. Thermosensitive Gold Nanoparticles. J. Am. Chem.
Soc. 126, 2656-2657 (2004).

Montalbetti, C. A. G. N. & Falque, V. Amide bond formation and peptide coupling. Tetrahedron 61,
10827-10852 (2005).

Pattabiraman, V. R. & Bode, J. W. Rethinking amide bond synthesis. Nature 480, 471-479 (2011).
Chen, ].-P. & Cheng, T.-H. Thermo-responsive chitosan-graft-poly(N-isopropylacrylamide) injectable
hydrogel for cultivation of chondrocytes and meniscus cells. Macromol. Biosci. 6, 1026-1039 (2006).
Chen, H. et al. Grafting Chitosan with Polyethylenimine in an lonic Liquid for Efficient Gene Delivery.
PLOS ONE 10,e0121817 (2015).

Conzatti, G. Biomatériaux pour application chirurgicale : élaboration et fonctionnalisation pour une
bioadhésion thermorégulée. (Université de Toulouse, Université Toulouse III - Paul Sabatier, 2017).
Nakajima, N. & Ikada, Y. Mechanism of Amide Formation by Carbodiimide for Bioconjugation in
Aqueous Media. Bioconjug. Chem. 6,123-130 (1995).

Suchao-in, N., Chirachanchai, S. & Perrier, S. pH- and thermo-multi-responsive fluorescent micelles
from block copolymers via reversible addition fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization.
Polymer 50, 4151-4158 (2009).

Vandendriessche, |. et al. Configurational and conformational aspects in the excimer formation of
bis(carbazoles). J. Am. Chem. Soc. 106, 8057-8064 (1984).

Granite. Raman Scattering in Fluorescence Emission Spectra | Common Errors. Edinburgh Instruments
https://www.edinst.com/blog/raman-scattering-blog/.

Takata, S., Shibayama, M., Sasabe, R. & Kawaguchi, H. Preparation and structure characterization of
hairy nanoparticles consisting of hydrophobic core and thermosensitive hairs. Polymer 44, 495-501
(2003).

Zheng, Y., Wang, L., Lu, L., Wang, Q. & Benicewicz, B. C. pH and Thermal Dual-Responsive Nanoparticles
for Controlled Drug Delivery with High Loading Content. ACS Omega 2, 3399-3405 (2017).

Chen, K. et al. Conformation Study of Dual Stimuli-Responsive Core-Shell Diblock Polymer Brushes.
Polymers 10, 1084 (2018).

Taylor, M. J., Tomlins, P. & Sahota, T. S. Thermoresponsive Gels. Gels 3, 4 (2017).

Minami, S., Suzuki, D. & Urayama, K. Rheological aspects of colloidal gels in thermoresponsive
microgel suspensions: formation, structure, and linear and nonlinear viscoelasticity. Curr. Opin.
Colloid Interface Sci. 43, 113-124 (2019).

Qi, X., Dong, Y., Wang, H., Wang, C. & Li, F. Application of Turbiscan in the homoaggregation and
heteroaggregation of copper nanoparticles. Colloids Surf. Physicochem. Eng. Asp. 535, 96-104 (2017).
Qin, W. et al. Highly dispersible magnetic nanoparticles modified by double quaternary ammonium
surfactants for efficient harvesting of oleaginous microalgae. J. Clean. Prod. 325, 129297 (2021).
Stober, W., Fink, A. & Bohn, E. Controlled growth of monodisperse silica spheres in the micron size
range. J. Colloid Interface Sci. 26, 62-69 (1968).

Shirley, D. A. High-Resolution X-Ray Photoemission Spectrum of the Valence Bands of Gold. Phys. Rev.
B5,4709-4714 (1972).

207



REFERENCES DE LA PARTIE 2

160. Scofield, ]. H. Hartree-Slater subshell photoionization cross-sections at 1254 and 1487 €eV. J. Electron
Spectrosc. Relat. Phenom. 8, 129-137 (1976).

208



REFERENCES DE LA PARTIE 2

209



REFERENCES DE LA PARTIE 2

210



DISCUSSION GENERALE

Discussion générale

Cette discussion a pour objectif de résumer les résultats décrits dans ce manuscrit et de
mettre en relation les deux parties de ce projet. Elle s’articulera en plusieurs temps. Tout d’abord,
la stratégie sera rappelée, ainsi que les principaux résultats obtenus dans chacune des deux
parties. Une discussion sera alors apportée afin de faire le lien entre elles, puis un regard critique
sera posé sur les résultats. Enfin, des perspectives d’amélioration a court et long terme seront

proposées.

L’objectif de ce projet de thése a été de mettre en forme un biomatériau en jouant sur les
propriétés d’auto-assemblage thermo-induites de nanoparticules composites
inorganique/polysaccharides modifiées en surface par un copolymere a blocs thermosensible. La
stratégie employée a été de mettre au point des nanoparticules a base de polysaccharides et de
les fonctionnaliser (Partie 2) avec un polymere thermorépondant précédemment synthétisé

(Partie 1) pour évaluer leurs propriétés thermosensibles en suspension (Schéma 1).

X . > /\/\
[ s —.
— Post-traitement \‘/\/
Macro-CTA -b-PNIPAM,

—_—

SiNP

Schéma 1 Représentation schématique de la stratégie globale du projet de thése avec la mise en forme des nanoparticules
a base de polysaccharides et de leur fonctionnalisation (Partie 2) avec un polymére thermorépondant précédemment
synthétisé (Partie 1) pour évaluer leurs propriétés thermosensibles en suspension

La Partie 1 de ce manuscrit a permis de décrire la synthese et la caractérisation physico-
chimique d’'un copolymeére a blocs double hydrophile, pH- et thermosensible. En effet, pour
répondre au cahier des charges de modification de surface des nanoparticules, nous avions besoin
de synthétiser un copolymere présentant a la fois une thermosensibilité, et un bloc fonctionnel
permettant son greffage a la surface des particules. Nous avons ainsi synthétisé les copolymeres

PVAmn-b-PNIPAM, par polymérisation RAFT/MADIX d’'un dibloc poly(vinyl phtalimide)m-b-
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poly(N-isopropylacrylamide), (PVPIy-b-PNIPAM,), suivie de I'hydrazinolyse du bloc PVPI pour
obtenir la PVAm en s’appuyant sur un protocole existant dans la littérature.! Les polymeéres
synthétisés, de compositions théoriques PVAmio-b-PNIPAMso et PVAmzo-b-PNIPAM1go, ont été
caractérisés par SEC et RMN et ont les compositions expérimentales suivantes: PVAmjii-b-

PNIPAMg4 (M, = 6900 g/mol) et PVAmy7-b-PNIPAM110 (Ma= 15400 g/mol).

La polymérisation du dibloc PVPI1o-b-PNIPAMsg a particuliéerement été étudiée, Un suivi cinétique
de la polymérisation du NIPAM a partir du macro-CTA PVPI-X a montré un réamorcage lent de la
polymérisation, ainsi que I'existence d’'une importante population résiduelle de macro-CTA en fin
de polymérisation. Une quantification de cette fraction résiduelle d’homopolymere a été réalisée
par un dosage indirect en chromatographie d’exclusion stérique.

Des copolymeres homologues fluorescents ont également été synthétisés en incorporant
statistiquement au sein du bloc PNIPAM des unités de NVC afin d’obtenir les diblocs PVAmy-b-
P(NIPAM-stat-NVC)n. Ces copolymeéres n’ont jamais été décrits dans la littérature et ont été
particulierement importants pour I'étude du greffage des diblocs sur les particules a base de

polysaccharides.

Les copolyméres PVAmmn-b-PNIPAM, sont double-hydrophiles et présentent a la fois une
sensibilité au pH et a la température, ce qui leur confére des propriétés intéressantes d’auto-
assemblage en solution qui n’avaient pas été étudiées en détail jusqu'ici.
Dans un premier temps, le pKa du dibloc a été estimé puis sa température de point de trouble a
été déterminée a différents états de protonation du bloc polyaminé : pH 5 pour une protonation
totale, pH 8 pour une protonation partielle (pKa ~ 7,5) et pH 11 pour une déprotonation totale.
De maniére générale, les valeurs de Tc déterminées par turbidimétrie, DLS et DSC sont plus
grandes a pH 5 qu’'a pH 11 puisque le copolymere est plus hydrophile du fait de la protonation du
bloc PVAm. Les copolymeres PVAmio-b-PNIPAMso et PVAMyo-b-PNIPAM1go présentent un
comportement trés similaire en ce qui concerne leur transition.
Dans la deuxieme partie de l'étude, les tailles et morphologies des agrégats formés par le
copolymere a T < Tcet T > Tc ont été caractérisés par DLS, DLS multi-angle, SAXS et MET. Cette
étude arévélé que le copolymere s’auto-assemble de maniére spontanée a température ambiante,
a pH < pKa et pH > pKa. Les agrégats formés ont un diameétre de 'ordre de 150-200 nm et sont
polydisperses. Au-dela de la T, le comportement du dibloc differe en fonction de I'état de
protonation. En effet, a pH > pKa, lorsque le dibloc est neutre, une densification des agrégats
préexistants a 25 °C a été observée a 45 °C en DLS et en SAXS. Au contraire, a pH < pKa, lorsque la
PVAm est chargée, une transition de morphologie d’agrégats vers des nano-objets a été
caractérisée par DLS et SAXS. En conclusion, cette étude a bien permis de mettre en avant la

complexité du comportement des diblocs PVAmio-b-PNIPAMsy et PVAM3o-b-PNIPAM1go en
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solution aqueuse. Dans le cadre de ce projet, ces résultats nous indiquent que le copolymeére est
toujours sous la forme d’agrégats ou de nano-objets en solution, et qu’il est important de prendre
cette agrégation en compte pour la modification de surface des particules a base de

polysaccharides avec ce polymeére.

L’objectif de la Partie 2 a été la mise en forme de nanoparticules modeles cceur-couronne,
composées d'un ceeur de silice et d'une couronne de polysaccharides, et leur modification de
surface avec le copolymére thermorépondant PVAmio-b-PNIPAMso. Les coeurs de silice
synthétisés par voie sol/gel sont sphériques et monodisperses, comme attendu. La couronne de
polysaccharides a été assemblée par layer-by-layer grace a des dépdts successifs de chitosane et
d’alginate, deux polyélectrolytes naturels de charges opposées. Les caractérisations au cours des
différentes étapes de mise en forme ont permis de confirmer I'obtention des nanoparticules
modéles attendues. En particulier, les particules SINP@CS/ALG ont un potentiel-{ négatif,
indiquant que la surface est recouverte d’alginate. La surface des particules comporte donc des
fonctions acides carboxyliques qui permettront leur modification de surface par la suite.
Des essais préliminaires de greffage covalent par grafting to du copolymére PVAm-b-PNIPAM ont
été réalisés ; la caractérisation par RMN HRMAS a permis de confirmer la présence du dibloc
thermosensible a la surface des particules. Suite a ce résultat positif, le ratio massique optimal de
copolymere a apporter aux particules a été déterminé conjointement par relaxométrie T2 et
zétamétrie. Ces deux techniques ont permis d’estimer un ratio optimal de 1%m.
Une quantification par spectrofluorimétrie a permis d’estimer le ratio massique effectif de
copolymere greffé a la surface des particules. Différentes conditions de greffage ont été
comparées : un greffage covalent avec les agents de couplage NHS/EDC, ou une adsorption non-
covalente, dans I'eau et dans le DMSO pour ces deux parametres. La quantification a démontré un
taux de greffage maximal de 0,6%m de copolymeére par rapport aux particules dans le cas du
greffage covalent dans I'eau.

A la suite de ces résultats, nous nous sommes intéressés a la nature des interactions mises en jeu
lors du greffage. Une étude XPS a permis de comparer les différentes conditions de greffage. Bien
que les résultats tendent a confirmer le greffage covalent, la comparaison entre le greffage
covalent et le greffage non-covalent est difficile avec cette technique.
Enfin, les propriétés thermosensibles des particules modifiées en surface ont été étudiées. Une
étude de la stabilité colloidale a démontré que les particules modifiées subissent une
déstabilisation lors d'une rampe de température, alors que les particules non-modifiées ne sont
pas impactées par la température. Ce résultat confirme ainsi I’hypothése de départ et montre que
la modification de surface des particules SINP@CS/ALG par le copolymére PVAm-b-PNIPAM leur

apporte des propriétés d’auto-assemblage thermo-induit.
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Le premier constat a I'issue de ces résultats est le suivant : le systéme tel qu’il a été mis au
point actuellement n’est pas thermogélifiant, mais il est thermosensible et cette thermosensibilité
se traduit par une déstabilisation des particules en suspension lorsqu’'on les chauffe.
Cette déstabilisation est la conséquence de la présence du copolymére PVAm-b-PNIPAM greffé en
surface des particules. En dessous de sa T, le copolymeére est hydrophile et ses chaines hydratées
sont étendues. Quand la température augmente et atteint T, 'eau devient un mauvais solvant
pour le PNIPAM ; les liaisons hydrogene sont rompues et le copolymeére va se réorganiser de
maniére a réduire au maximum son interface avec l'eau. Ses groupements hydrophiles se
positionnent a l'intérieur des globules, et le squelette carboné hydrophobe a I'extérieur. Cette
transition de morphologie résulte en la formation d’une couche hydrophobe a la surface des
particules. L’homogénéité de cette couche est difficile a estimer, cependant les résultats
précédents prouvent que la surface est suffisamment hydrophobe pour que des interactions
hydrophobes inter-particulaires se créent. Ce phénomene d’auto-assemblage de particules

hydrophobes en surface a déja été observé dans la littérature.?

Pour conclure, I'étude de la stabilité colloidale en fonction de la température des particules
silice/hydrogel modifiées en surface par le copolymére PVAm-b-PNIPAM a permis de démontrer
que la modification de surface apporte effectivement aux NPs des propriétés thermosensibles.
Celles-ci se caractérisent par une déstabilisation thermo-induite qui n’est pas visible sur les

particules non-modifiées en surface.
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Conclusion et perspectives

[.  Regard critique sur les résultats obtenus

Ce systéme a base de nanoparticules modeles a permis, dans une certaine mesure, de
s’affranchir des contraintes de quantités de nanoparticules produites si celles-ci avaient été
uniquement composées de polysaccharides. Le revétement des nanoparticules de silice, dont la
synthese a rapidement été maitrisée, a permis d’obtenir des lots de particules permettant de

réaliser des greffages et des caractérisations.

La mise en forme de ces nanoparticules reste cependant contraignante et peu rentable. Les
plus gros lots de particules mises en forme a ce jour ont permis d’obtenir 600 mg de
SINP@CS/ALG. Cela a nécessairement entrainé de comparer des résultats obtenus sur des lots
différents, ce qui n’est pas optimal bien que le protocole ait été reproduit plusieurs fois et jugé
reproductible.

Une seconde difficulté rencontrée au cours de ces travaux a été la mise en évidence du greffage du
copolymere a la surface des particules, ce qui est une problématique récurrente du grafting to.
Dans ce systeme, la difficulté est d’autant plus grande que le copolymére représente une trés faible
fraction massique dans le composite, et en terme de fonctionnalité, le copolymére présente les

mémes fonctions chimiques que celles de I'alginate et du chitosane.

La synthése du copolymére PVAmuy-b-P(NIPAM-stat-NVC), fluorescent a été particulierement
utile pour la quantification du greffage. Sans cela, il aurait été tres difficile d’accéder a cette

information.

L’étude des propriétés thermosensibles a été limitée principalement par un manque de
matiere en nanoparticules. Avec un stock plus conséquent de NPs, il aurait été possible
d’augmenter les concentrations des suspensions pour tendre vers des ratios volumiques ou une

gélification aurait pu étre observée.

[I.  Perspectives

Ce projet a débuté avec cette these et constitue une nouvelle thématique de recherche au sein
de I'équipe PPB du CIRIMAT et de I'équipe P3R du laboratoire des IMRCP qui ont ainsi entamé
leur collaboration. C’est un travail pluridisciplinaire avec une partie sur la synthése et la physico-
chimie de polymeéres et une seconde partie sur la mise en forme de nanoparticules et la chimie de
modification de surface. Ces deux axes ont nécessité la mise au point de protocoles qui, dans le

temps imparti, n’ont pas toujours pu étre autant optimisés que nous 'aurions souhaité. Ainsi, ce
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manuscrit se terminera sur les perspectives d’amélioration du systéme développé, a court terme

et a plus long terme.

L’objectif de ce projet sur le long terme est l'obtention d'un systéme particulaire
thermogélifiant in-situ. Concernant les nanoparticules, il est évident que la réalisation de cet
objectif nécessite la mise en forme et la modification de surface de nanoparticules composées
uniquement d’hydrogel. Plusieurs stratégies sont alors envisageables.

La premiére consiste a mettre en forme des nanoparticules homogenes de chitosane ou d’alginate
puis de les modifier par grafting to avec le copolymére PVAmp-b-PNIPAM,. Dans le cas de
particules de chitosane, une réticulation des amines du chitosane avec les amines de la PVAm est
possible avec des réticulants comme le glutaraldéhyde ou la génipine. Pour les particules
d’alginate, la modification de surface réalisée sur les particules modeles serait facilement
transposable par amidification dela PVAm sur les acides carboxyliques de I'alginate avec (ou sans)
les agents de couplage NHS/EDC.

La mise en forme de ces particules est décrite dans la littérature, mais comme cela I'a été évoqué
dans ce manuscrit, les hydrogels de chitosane et alginate ne sont pas si simples a mettre en forme
car ils sont trés visqueux. Des premiers essais de formulation de nanoparticules de chitosane ont
été réalisés par gélification ionique du chitosane avec du tripolyphosphate. Cette technique a
permis d’obtenir des particules en tres faibles quantités. Une méthode prometteuse pour la
production en plus grande quantité de NPs de CS est le séchage par nano-atomisation.3-5
Concernant la modification de surface, plusieurs optimisations sont nécessaires. Le rapport de
taille entre les particules et le copolymere thermosensible peut étre optimisé : il faudrait soit
réduire le diametre des particules, soit augmenter la masse molaire du dibloc.
Dans un second temps, la densité de greffage pourrait étre optimisée en réalisant du grafting from
plutét que du grafting to pour la synthése des brosses thermorépondantes. Pour ce faire, il
faudrait modifier la surface des particules par un agent de transfert RAFT et polymériser le NIPAM

depuis cette surface fonctionnalisée.

Enfin, une seconde stratégie parait particulierement séduisante. En jouant sur le caractere
amphiphile du copolymeéere PVAmpu-b-PNIPAM,a T > T, celui-ci pourrait étre utilisé comme co-
stabilisant/co-émulsifiant d’'une émulsion inverse de chitosane (Figure 1). En effet, une voie
décrite dans la littérature pour la mise en forme de particules de CS est la réticulation en émulsion
inverse. Cela consiste a préparer une (micro)émulsion inverse de solution de chitosane dans une
phase organique en présence d’'un tensioactif, et une seconde (micro)émulsion inverse d’'une
solution de réticulant dans une méme phase organique. En mélangeant les deux
(micro)émulsions, les phases aqueuses coalescent et le réticulant va réticuler les gouttelettes de

chitosane pour former les NPs. Dans cette stratégie, le copolymere pourrait étre ajouté au
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tensioactif. AT > T, le PNIPAM hydrophobe se positionnerait dans la phase organique, et la PVAm
toujours hydrophile irait préférentiellement dans la phase aqueuse. Ainsi, lors du mélange de
cette émulsion stabilisée avec le copolymeére avec I'émulsion de réticulant, ce dernier réticulerait
aussi bien les amines du chitosane que celle de la PVAm. Cette approche permettrait d’obtenir des

nanoparticules d’hydrogel modifiées en surface en une seule étape.

Emulsion E/H avec CS dans

phase aqueuse,
stabilisée par PVAm-b-
PNIPAM, T>Tc
‘ ‘ ‘ Meélange des deux émulsions SIS ion g C Inacies de
. H/E, T > Tc, réticulation dag CS réticulées et modifiées en

surface avec PVAm-b-PNIPAM,
TXTe

® .
— o @ =@ &
®° %@ @ @
® " e
7

Emulsion E/H avec réticulant
dans phase aqueuse, T > Tc

Figure 1 : Modification de surface de nanoparticules de chitosane par une approche en une seule étape : co-stabilisation
d’une microémulsion par un mélange de copolymére PVAm-b-PNIPAM/tensioactif et co-réticulation du dibloc avec le
chitosane

En conclusion, ces travaux sur l’élaboration d’'un biomatériau par auto-assemblage
colloidal avec une stratégie de modification de surface de nanoparticules a base de
polysaccharides par un copolymere thermorépondant s’intégrent dans un contexte de médecine
régénérative. Bien que les résultats obtenus jusqu'ici soient encore trés en amont de toute
application, il estimportant de garder cet objectif en téte. Le design d’hydrogels injectables formés
in-situ a de nombreux atouts pour la médecine régénérative car il peut permettre de combler des
défauts dans un tissu de maniére peu invasive. Les hydrogels a base de nanoparticules sont
particulierement intéressants du fait de leur polyvalence en termes de taille des particules, nature
chimique, propriétés de surface, etc.

Ce thermogel colloidal pourrait étre utile pour des applications en chirurgie dentaire par exemple.
En effet, le cas particulier des hémorragies post-extractionnelles de dent chez les patients sous

anti-coagulants pose parfois probléme lors des soins. Injecter une suspension thermosensible au
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niveau de I'hémorragie pourrait permettre de la bloquer grace a l'agrégation in situ thermo-
induite des particules. L'intérét serait double si les particules thermosensibles étaient formulées
exclusivement a base d'alginate car celui-ci est connu pour ses propriétés hémostatiques et ses
grandes capacités d'absorption. Une telle formulation permettrait de cibler le site d'action, tout

en absorbant le sang et stoppant les saignements.
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