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Abréviations

OMS : Organisation mondiale de la santé

ADN : Acide désoxyribonucléique

PLGA: Poly (lactic-co-glycolic acid)

PEG : Polyethylene glycol

MEO>2MA : Poly ((2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate
OEGMA : Oligo (éthyléne glycol) méthacrylate))
pH : Potentiel d’hydrogéne

MNPs : Magnetic Nano Particles

BCNU : 1,3-bis(2-chloroéthyl) -1-nitrosourée

MT: Magnetic Targeting

EPEG: O-(2-aminoéthyl) polyethylene glycol
SPMNM: self-protecting magnetic nanomedicine
5-FU: 5-Fluorouracil

MPS: 3-(triméthoxysilyl)méthacrylate de propyl
PNIPAM: N-iso-propyl acrylamide

DLE: Efficacité de chargement du médicament (drug loading efficiency)
DLC : Taux de charge du médicament

LCST: Lower critical solution temperature

UCST: Upper critical solution temperature

DOX: Doxorubicine

DAPI: 4',6-diamidino-2-phénylindole

TMSPMA : 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate
VBA : Vinyl-benzaldehyde

PEI : Poly (éthyléne imine)

RM : Résonance magnétique

NPs : Nanoparticules

AF : Acide Folique

CFC : Cube a faces centrées



SAR: Specific absorption rate

SLP: Specific loss power

CTAB: Bromure de Cétyltriméthylammonium

AOT: Bis(2-éthylhexyl) sulfosuccinate

SDBS: Sodium dodécylbenzénesulfonate

SDS: Lauryl-sulfate de sodium

PVCL: Poly (N-vinylcaprolactame)

CRP: Controlled radical polymerization

RAFT: Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer
NMP : Polymérisation a médiation par les nitroxydes
ATRP : Polymérisation radicalaire par transfert d’atome
ARGET : Activateurs régénéres par transfert d’électrons
DRX : Diffraction des rayons X

MET : Microscopie électronique en transmission

ICP-OES : Spectroscopie a plasma a couplage inductif
IRTF : Spectroscopie Infra rouge a transformée de Fourier
DAS : Débit d'absorption spécifique

CMPETMS : Chloromethylphenylethyltrimethoxysilane
TMAH : Hydroxyde de tétraméthylammonium pentahydrate
APTES : (3-Aminopropyl) triethoxysilane

BIBB : a-Bromoisobutyryl bromide

DMSO : Diméthyl sulfoxide

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium

ATG : Mesures d’analyse thermogravimétrique

MET-HR : Microscopie électronique en transmission a haute résolution
DLS : Diffusion dynamique de la lumiere

SQUID : Superconducting QUantum Interference Device
SVF: Sérum bovin feetal

AFM: Alternatif magnetic field
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Introduction générale

Le cancer est une maladie sévére caractérisée par la croissance et la propagation non contrélée
de cellules anormales. Il est considéré comme étant la deuxiéme cause de déces dans le monde,
selon les estimations de I’OMS (Organisation Mondiale de la santé) d’ici 2030 le nombre de
déces causes par cette maladie sera environ 30 millions. Il existe différents traitements pour de
nombreux types de cancers, tels que la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Bien que
ces traitements ont amélioré la survie des patients, ils présentent néanmoins des limites et de

lourds effets secondaires?.

Au cours de la derniére décennie, les nanomatériaux se sont révélés tres prometteurs et ont
connu un développement rapide dans le domaine de la nanomédecine* pour différentes
applications médicales, en particulier dans le traitement du cancer, en tant que plateformes
d'administration de médicaments® combinées & un ciblage spécifique®. Ces nanomédicaments,
dérivés de nano-objets présentent de grands avantages et des capacités uniques pour surmonter

les limites de la chimiothérapie® actuelle tout en limitant les effets secondaires.

Le développement de nanoparticules magnétiques a fait 1’objet de recherche intensive car leurs
propriétés physiques permettent d’envisager des applications en diagnostique (IRM pour
Imagerie a Résonnance Magnétique) et un traitement par I’Hyperthermie ce qui fait de ces nano-
objets des candidats idéaux pour la théragnostique (combinaison entre « thérapeutique » et «
diagnostic ». L hyperthermie est intéressante car en soumettant des nanoparticules a un champ
magnétique alternatif externe cela conduit a une augmentation de température qui peut conduire
a la mort des cellules malignes sensibles a des températures au-dessus 42°C par apoptose (mort
cellulaire programmée)’°. Ce qui lui permet d’étre une technique prometteuse envisagée pour
traiter les cellules cancéreuses. Les nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétique
(SPIONP)* sont les candidats idéaux pour cette technologie'®*213, Elles sont approuvées par la
société Américaine Food and Drug Administration (FDA) car elles présentent une bonne
biocompatibilité, une biodégradabilité et un faible cout * qui les rendent avantageuses pour
envisager leur translation clinique rapidement ®'2 Plusieurs travaux ont été réalisés afin
d'étudier et de contrbler leur comportement magnétique pour améliorer I'efficacité de

I'hyperthermie pour la thérapie du cancer * . Pour atteindre cet objectif, les chercheurs ont



concentré leurs travaux sur la composition chimique et la structure morphologique du
nanomatériau (taille et forme) et il a été démontré que les SPIONP en formecubique peuvent
présenter des propriétés magnétiques et hyperthermiques plus €levées par rapport que celles

ayant une forme sphérique*?’.

Pour combiner I'nyperthermie et la libération de médicaments, des efforts ont été consacrés a la
conception d'une structure cceur/coquille. L'enveloppe peut agir comme un conteneur de
médicament mais peut également assurer la stabilisation, améliorer la biocompatibilité des NPs
et parfois leurs conférer des propriétés furtives (capacité a échapper a la phagocytose par les
cellules immunitaires)*®. Parmi les différents types de nanoparticules qui ont été développés lors
de la naissance de la nanomédecine et qui ont permis de faire des progres significatifs dans la
thérapie anti-cancéreuse, on trouve les nanoparticules recouvertes d'une enveloppe a base de
polymére®®, L'intérét de l'utilisation de ces polymeres est d'assurer une délivrance efficace du
médicament anticancéreux. Il est possible d’y associer ciblage vers le site cancéreux afin de
maximiser 1’effet anticancer des médicaments tout en limitant leur impact sur les cellules

saines?-21,

L’objectif de ce travail de thése est le développement d’un nouveau systéme thermosensible
avec des propriétés magnétiques intéressantes qui sera d’une part capable d’encapsuler un
médicament anticancéreux (Doxorubicine) et de le relarguer prés du site tumoral a une
température controlée d’une maniere spécifiqgue en répondant a un stimulus extérieur

(hyperthermie).

Ce travail de these a été realise au sein de 1’équipe « Nanomatériaux et santé » sous la direction
de Mme Halima Alem-Marchand, Professeure a 1’Université de Lorraine et Mr Eric Gaffet

Directeur de recherche au CNRS.
Le manuscrit de these se compose de 5 chapitres :
Le premier chapitre présente un état de I’art lié a ce projet de thése.

Le second chapitre sera dédié a la synthése des nanoparticules de différentes tailles avec leurs

caractérisations physico-chimiques.



Le troisieme chapitre consiste du développement des NPs élaborées dans le second chapitre et

leurs efficacités dans I’encapsulation et la libération du médicament anticancéreux.

Dans le quatrieme chapitre, nous présentons les analyses biologiques de ces nano vecteurs vis-

a-vis des cellules cancéreuses de ’ovaire.

Enfin, le dernier chapitre sera consacre pour le ciblage des cellules cancéreuses aprés avoir

modifier leur surface avec 1’acide folique.
Les résultats de ce projet de thése vont étre présenté en 4 différentes étapes :

- Synthese et caractérisation physico-chimique des NPs

- Fonctionnalisation des NPs pour I’encapsulation et la délivrance du principe actif

- Evaluation biologique des nanovecteurs thermosensibles

- Etude des performances thérapeutiques de la vectorisation des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) modifiées par 1’acide folique.
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Chapitre | : Etat de I’art

1.1 Lecancer:

Le cancer est le terme générique de plusieurs maladies qui peuvent affecter n’importe
quelle partie du corps. Elle résulte d’une transformation rapide de cellules normales en cellules
anormales qui se développent au-dela de leurs limites habituelles®. Elles se transforment d'un
environnement dans lequel elles utilisent de I'oxygene et du glucose (I'état aérobie) a un
environnement dans lequel elles utilisent seulement du glucose (I'état anaérobie et
glycolytique)?. Cette conversion marque le début de la croissance de la tumeur jusqu’a un stade

symptomatique qui correspond & sa détection clinique®.

Selon I’OMS (Organisation mondiale de la santé), le cancer est I'une des causes
principales de la mortalité dans le monde, environ 10 millions de morts enregistrés en 2020 soit
un déces sur six. Et d’ici 2030, I’OMS estime que le nombre de décés causés par cette maladie

augmentera jusqu’a 12 millions de plus®.

A Nombres de cas (en millions) enregistrés en B Nombres de décés en 2020 dans le monde selon
2020 dans le monde selon I'OMS I'OMS

» S8n  « Poumon « Colorectal La prostate = Lapeau » L'estomac e Poumon « Colorectal « Foie U'eomac » Sen

Figure I-1 : Statistiques des cancers les plus courants dans le monde en 2020 selon I'OMS*,

A Nombres de cas enregistrés, B Nombres de déces

Chez les femmes, les types des cancers les plus fréquents sont le cancer du sein, du colon
et du rectum, du poumon, du col de 'utérus et de la thyroide, tandis que le cancer du poumon,
de la prostate, colorectal, de I'estomac et du foie sont les types les plus fréquents chez les
hommes®. L'incidence du cancer augmente considérablement avec I'age car les mécanismes de

réparation cellulaire ont tendance a étre moins efficaces.



1.2

Le choix de la stratégie thérapeutique dépend de facteurs relatifs au cancer lui-méme : type de
cancer, stade de la maladie mais aussi d’éléments propres au patient comme son age, son ¢tat
général, la présence d’autres pathologies et bien sur sa capacité a suivre un traitement anti
cancéreux. Un diagnostic précis du type du cancer est important pour un traitement efficace car
chaque type nécessite un régime de traitement spécifique qui peut étre la chirurgie, la

radiothérapie, 1’immunothérapie ou la chimiothérapie®.

Les traitements du cancer :

121 La chirurgie : ce traitement est le plus ancien, une fois la tumeur localisée, le patient
est opéeré pour la retirer. La chirurgie peut prolonger la vie du patient, voire garantir une

rémission. 1l a été démontré que ce traitement, ne peut garantir une récidive tumorale®.

1.2.2 La radiothérapie : ce traitement basé sur les rayons X a haute dose cible les cellules
cancéreuses pour les détruire en fragmentant leur ADN (Acide désoxyribonucléique) afin
d’éviter leur multiplication. Son objectif principal est d’atteindre un haut taux de contréle local

par les doses sans aucun effet majeur sur les tissus normaux’.

123 L’immunothérapie : C-est une nouvelle approche thérapeutique® qui n’attaque pas
directement la tumeur mais elle stimule les cellules immunitaires impliquées dans sa
reconnaissance et sa destruction via des vaccins, des cellules effectrices stimulées in vitro, des
anticorps °etc . . .

124 La chimiothérapie : C’est la technique la plus utilisée en ce moment pour traiter le
cancer'®. Elle est basée sur I’administration des produits chimiques toxiques avec des propriétés
de destruction cellulaire qui éradique la tumeur ou réduit sa charge. Ces médicaments toxiques
sont généralement administrés par voie intraveineuse mais I’administration orale est aussi
utilisée pour certains médicaments'?. Elle est considérée comme une technique invasive car elle
comporte un risque di a la toxicité des meédicaments utilises qui engendrent des effets
secondaires sur le patient méme si le traitement est réussi‘2. Une étude sur les effets secondaires
de la chimiothérapie a été menée par Richard et al.'® : Les résultats obtenus montrent que plus
de 80% des patients soumis a ce traitement ont ressenti de la fatigue, des nausées et une perte
de cheveux, des troubles du sommeil, des vomissements, une prise du poids, des aphtes dans la

bouche et des engourdissements ont été enregistrés chez 40% des patients®!.
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Dans le but de minimiser ces effets secondaires, les chercheurs travaillent sur le
développement d’une nouvelle stratégie basée sur des systémes d’administration de
médicaments anticancer sous forme de nano-objets capables d’encapsuler un médicament et le
relarguer pres des sites tumoraux d’une manicre spécifique afin de protéger les cellules saines

et réduire les effets secondaires de la chimiothérapie.

1.3 Les nanomatériaux pour la nanomédecine :

Au cours de la derniere décennie, les nanomatériaux se sont révélés trés prometteurs
et ont connu un développement rapide dans le domaine de la nanomédecine* en raison de leur
petite taille, de leur grande surface spécifique et de leur capacité a interagir avec les
cellules/tissus™. En particulier dans le traitement du cancer, les nanomatériaux sont utilisés
comme plateformes d'administration de médicaments'® combinés & un ciblage spécifique.
devenu un enjeu majeur de la recherche médicale aujourdhuil’. lls présentent de grands
avantages et des capacités uniques pour surmonter les limites de la chimiothérapie!® tout en
limitant les effets secondaires.

Il existe deux grandes classes de nanoparticules : des simples et des complexes.
Comme leur nom I’indique, les nanoparticules simples sont constituées d'un seul matériau,
tandis que les nanoparticules complexes, peuvent étre des nanoparticules composites ou des
nanoparticules cceur/coquille constituées de plusieurs matériaux®®. A la fin des années 1980,
des chercheurs ont découvert que les nanoparticules de typecomposites ou encore cceur/coquille
étaient plus efficaces que les particules simples correspondantes?®?:?2, Ce sont des matériaux
avec un noyau interne et une enveloppe externe constitués de différents composés?®. Cette
combinaison de différents matériaux est un moyen idéal permettant d’ajouter plusieurs
fonctionnalités a I’échelle nanoscopique?*. La coquille est choisie comme revétement protecteur
pour le noyau qui permet de modifier et d'améliorer les propriétés physiques du noyau, et le
matériau qui constitue la coquille dépend du domaine d'applications®.

Dans la partie suivante, nous décrirons les nano-objets de type ceeur/coquille mis en

ceuvre pour la chimiothérapie.



Les nano-objets ceeur/coquille pour la chimiothérapie :

Les nanoparticules cceur/coquille offrent des applications prometteuses en
nanomédecine en raison de leurs multifonctionnalités, notamment dans le domaine de la
thérapie anticancéreuse avec des systemes d’administration de médicaments. Différents types
de nanoparticules cceur /coquille ont été développés pour servir ce domaine, telles que les PLGA

(Poly (lactic-co-glycolic acid)) —lécithine/PEG (polyéthyléne glycol) 26, Fes.s04/ PLGA? et Fes.
504/P(MEO2MAx-OEGMAy) pour Fes-504/ (poly ((2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate - oligo

(éthyléne glycol) méthacrylate)) 28, etc. Ces nanomatériaux combinent a la fois des propriétés
physico- chimiques qui les rendent capables d’encapsuler un médicament anticancéreux et le
relarguer spécifiquement vers les cellules cancéreuses. Des molécules cibles peuvent étre
greffées sur leur surfaces tels que des anticorps, des peptides ou du polyamine!®?® | etc.

I.4 Geénerations des nanovecteurs :
Il existe quatre générations différentes depuis la découverte des nano-objets mis en

ceuvre pour ’administration des médicaments (Figure 1-2).
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Figure 1-2 : Générations des nano-vecteurs®®,



141 Premiere génération : Ce sont des nanovecteurs nus encapsulés en médicament anti-
cancéreux qui n’ont ni la propriété de furtivité ni celle de ciblage. Ils présentent des limites

telles que :
- La non-spécificité du traitement,
- L’élimination par les reins,
- L’accumulation dans la rate et le foie une fois capturés par les macrophages
- Et une courte durée de circulation dans le sang,

ce qui réduit leur efficacité pour le traitement spécifique®3C,

1.42 Deuxiéme génération : Il s’agit des nanovecteurs avec les mémes caractéristiques que
ceux de la premiére génération mais avec des propriétés de furtivité, grace aux chaines de
polymeres qui sont greffées sur leurs surfaces. L’introduction de ces chaines permet de diminuer
leur accumulation dans la rate et le foie et leur élimination par le systtme immunitaire et surtout
d’augmenter leur durée de circulation dans le sang en limitant 1’adsorption des protéines,
phénoméne susceptible d’inhiber 1’absorption des nanovecteurs et d’entraver 1’efficacité
thérapeutique du systeme. En revanche, ces chaines ne permettent pas le ciblage des

nanovecteurs vers les cellules tumorales®33,

1.43 Troisieme génération : Cette génération garde la propriété de furtivité de la deuxieme
géneration mais surmonte le probléme du ciblage des nanovecteurs vers les cellules tumorales
grace a des ligands qui sont ajoutés sur leur surface, permettant 1’internalisation vers les cellules
avec spécificité. Cette génération se distingue du ciblage passif se produisant grace aux grandes
diamétres des vaisseaux des tumeurs (200 nm)** dans la premiére et la deuxiéme générations

par le ciblage actif présent dans la troisieme genération.

144 Quatrieme génération : Cette derniére concerne les nanovecteurs « intelligents » ou
« smart » en anglais, qui réagissent avec I’environnement extracellulaire et qui gardent les
mémes
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propriétés que ceux de la troisieme génération. Ces nanovecteurs présentent une sensibilité
envers différents facteurs extérieurs comme le pH 35, la température et le champ magnétique.
Le choix de ces facteurs pour I’activation des nanovecteurs dépend de leurs domaines
d’utilisation. Par exemple,les nanovecteurs revétus d une coquille thermosensible permettent
d’encapsuler un principe actif et de le libérer d’'une maniere contrdlée par une €lévation de la

température en ciblant les cellules cancéreuses pour un traitement spécifique et efficace®.

Différents types de nano-objets dits de quatrieme génération ont été développés pour la
libération du médicament telles que les nanoparticules cceur-coquille a base de métaux®’, a base
de silice®” a base de carbone, ou encore présentant des propriétés spécifiques magnétiques?’,

...etc.

Dans la partie suivante nous nous sommes concentrés sur les nanovecteurs de type
cceur/coquille a base de nanoparticules magnétiques (MNPs, Magnetic Nano Particles), qui sont
en lien direct avec 1’objet de ma these.

|.5 Nanovecteurs type ceeur/coquille a base de nanoparticules magnétiques

pour la délivrance du médicament :

Une large gamme de nanoparticules magnétiques de type cceur/coquille a été développée
pour la délivrance du médicament anticancer, prenant comme exemple les nanoparticules qui
ont été développées par Yang et al 3. Ce sont des nanoparticules composées d’un cceur
hautement magnétique (89,7emu/g a 6000 Oe) a base d’oxyde de fer Fe3Os (HMNC) et d’une
coquille de poly[N-(acide 1-one-butyrique)]aniline (SPAnH) ont été synthétisées. Ces
nanoparticules ont une capacité de charger le médicament anti-cancéreux « 1,3-bis(2-
chloroéthyl)-1-nitrosourée (BCNU) » et le délivrer une fois activées par un champ magnétique
(Magnetic targeting MT) . Une couche de o-(2-aminoéthyl)polyéthylene glycol (EPEG) a été
ajoutée sur la surface de ces nanoparticules pour qu’elles forment un aimant magnétique dit
auto-protecteur (self-protecting magnetic nanomedicine « SPMNM ») (Figure 1-3), présentant
une faible absorption par le systeme réticulo-endothélial et permettant de réduire la phagocytose

par les macrophages et le taux d’hydrolyse du medicament.
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Figure 1-3 : Représentation schématique des SPMNM 38,

Pour I’étude de la cytotoxicité, des travaux ont été réalisés® : afin d’étudier in-vitro, la
cytotoxicité des BCNU seules, EPEG-HMNC et les SPMNM avant et aprés leurs expositions a
un champ magnétique sur les cellules U87 (les cellules de type U87 sont des cellules d'une
lignée cellulaire humaine cancéreuse de glioblastomes). Les résultats de ces travaux sont

présentés dans la Figure 1-4.
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Figure I1-4 : (a) Viabilité des cellules U87 apres incubation avec EPEG-HMNC (noir), EPEG-
HMNC et exposition a un champ magnétique externe de 800 G (rouge) . (b) Cytotoxicité du
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BCNU libre (noir), SPMNM (rouge), et SPMNM soumis & un champ magnétique 800 G (vert)
contre les cellules U87 apres 36 h d'incubation. (c) (En haut) Micrographies a fluorescence de
cellules U87 exposés a EPEG-HMNC pendant 2 jours (& gauche), 3 jours (au milieu) et 4 jours
(a droite). (En bas) Micrographies a fluorescence de cellules U87 traitées avec EPEG-HMNC
(a2 gauche), SPMNM (au milieu) et SPMNM soumis & un champ magnétique externe (MT) de
800 G au-dessus de la ligne blanche pendant 8 h (a droite). Les cellules vivantes et mortes
présentent respectivement une fluorescence verte et rouge®®.

Les résultats de cette étude montrent que EPEG-HMNC présente une faible toxicité
pour les cellules cancéreuses méme a hautes concentrations jusqu’a 500 pg.mL™ (), leur viabilité
est confirmée par les analyses de la fluorescence microscopique (c en haut) qui montrent que
les cellules U87 cultivées en présence d’EPEG-HMNC seul (sans BCNU) ont continué a se
reproduire dans la période de culture (4 jours) confirmant que 'EPEG-HMNC n’était pas
cytotoxique. Par contre, le BCNU seul et les SPMNM présentent une cytotoxicité qui dépend
de leurs concentrations, la concentration requise pour 50 % d'inhibition de la croissance
cellulaire (ICso) des SPMNM sans le champ magnétique était de 14,8 mg.mL™ et de 9,8 mg.mL™?
quand le champ magnétique était présent, et celle du BCNU (seul) était de 19,2 mg.mL™*
(b).Leur cytotoxicité est aussi confirmée par les résultats de la fluorescence microscopique,
quand les cellules U87 ont été incubées avec les SPMNM sur le plat et une partie du plat a été
soumis a un champ magnétique externe de 800G , la majorité des cellules qui se trouvent dans

la région exposée par le champ a été détruite (c en bas a droite).
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Figure 1-5: (a) Images par résonance magnétique et reconstructions 3-D correspondantes de
cerveaux de rats avec des tumeurs induites par injection intracranienne de cellules U87. Les
animaux ont été traités par voie intraveineuse avec : I, témoin ; Il, libre-BCNU ; I, EPEG-
HMNC avec MT ; IV, SPMNM seul ; V : SPMNM avec MT. Les images ont été obtenues le
jour du traitement (Jour 0) et 4 semaines plus tard (Jour 28). (b) Analyse quantitative des effets
des différents traitements sur la taille de la tumeur. (c) Le pourcentage de survie des
expérimentations animales®,

Les analyses in-vivo® ont été réalisées sur cing groupes de souris (Figure 1-6), dans
le premier groupe, des souris témoins ont recu une injection de cellules U87 mais avec aucun
traitement. Le deuxiéme groupe a regu une dose unique de BCNU libre (13,5 mg/kg) via la
veine jugulaire externe trois semaines apres avoir été injecté avec les cellules tumorales. Pour
les troisieme et cinquieme groupes, un aimant permanent de type « néodyme-fer-bore » avec
une densité de flux magnétique maximale de 0,4-T a été fixé solidement sur le crane des
animaux. 15 mg/kg de HMNC greffé EPEG (EPEG-HMNC) et des SPMNM contenant 4,5
mg/kg de BCNU ont été injectés dans les animaux par la veine jugulaire externe. Le champ
magnétique externe a été appliqué jusqu'a 24 h aprés l'injection. Le quatriéme groupe a regu une

dose unique de 15 mg.kg™* de SPMNM contenant 4,5 mg.kg* de BCNU administré par la
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veine jugulaire externe sans ciblage magnétique (Figure I-5. a). Les résultats de ces expériences
ont montré qu’environs 23,22% du BCNU injecté étaient concentres dans la tumeur et le volume
de cette derniére a augmenté de 537 + 324% par contre, chez les souris témoins I’augmentation
du volume était de 2027 + 737% et de 1604 + 478% chez les souris traitées par le BCNU seul
(Figure 1-5. b). Ces résultats montrent une inhibition efficace de la croissance de la tumeur avec
des doses plus faibles du médicament susceptibles de réduire les effets secondaires de la
chimiothérapie. De plus, le traitement avec SPMNM seul ou EPEG- HMNC/MT n'a pas inhibé
efficacement la croissance de la tumeur. Bien que le traitement par le BCNU libre ou le SPMNM
seul a augmenté la survie des animaux a 56 et 63 jours, respectivement, la survie a augmenté de
facon significative (75 jours) chez les animaux recevant le SPMNM avec 24 h de traitement
(Figure 1-5. c) . Ces résultats confirment I’efficacité des SPMNM associées avec le MT sur le

traitement8.

Les nanoparticules cceur/coquille pour la délivrance du médicament ont été aussi
développées par Chen et al. *°. lls ont synthétisé un nano-systéme thermosensible capable de
charger un médicament anticancer « 5-Fluorouracil (5-FU) » et de le relarguer. Ces
microsphéres sont composées d’un ceeur superparamagnétique constitué de nanocristaux de Fes-
504, encapsulés dans des matrices de microspheéres de carbone. Par la suite, ces microsphéres ont
été silanisées par le 3-(triméthoxysilyl) méthacrylate de propyle (MPS) puis polymérisées par le
monomere N-iso-propylacrylamide (PNIPAM) (Figure 1-6). Le polymére thermosensible
(PNIPAM) est un polymeére « intelligent » qui permet 1’encapsulation du 5-FU et son relargage
en changeant son comportement colloidal lors d’une augmentation de température sous 1’effet

d’un champ magnétique externe.
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Figure 1-6 : Illustration schématique de la préparation des microspheéres
Fe304/carbone/PNIPAM et de la libération du médicament *°.

La Figure 1-7 montre la température des microsphéres en fonction du temps aprés avoir été
exposées a un champ magnétique externe (a), ainsi que la libération de 5-FU sous I’effet de la
température en fonction du temps selon 1’analyse UV-visible (b).
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Figure 1-7 : (a) Température des microsphéres sous un champ magnétique en fonction du
temps . (b) La dépendance temporelle de la libération du médicament par les microsphéres
a35C°et50C° ¥,

La DLE (efficacité de chargement du médicament ou drug loading efficiency en
anglais) des microsphéres a été¢ examinée sous 1’effet de la température en - dessous de 35°C et

au-dessus de 50°C. Leurs LCST (Lower critical solution temperature) était de 45°C dans le
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PBS. La quantité du médicament libérée était de 15,7% et de 35% a 35 et 50°C respectivement.
La quantité libérée a 50°C est plus élevée que celle obtenue a 35°C. Cette différence est
expliquée par le fait qu’au-dela de 45°C qui est la LCST, le polymere thermosensible greffé sur
la surface des microsphéres se contracte ce qui conduit a la libération du 5-FU comme montré
dans la Figure 1-6 *. Cette étude montre I’efficacité de ces microsphéres en tant que médiateurs

d’hyperthermie et administrateurs de médicaments.

D’autres nanoparticules « intelligentes » ont été développées par Rana et al. *° toujours
pour la délivrance du médicament anti-cancéreux, mais celles-ci présentent une deuxieme
fonction permettant le ciblage actif de ces nanoparticules vers le site tumoral pour un traitement
plus spécifique. Les nanoparticules synthétisées lors de cette étude ont été préparées en trois
étapes: La premiére consiste a couvrir les nanoparticules FezsO4 par I’acide undécénoique
(UMNPs), ensuite, des molécules de cystéine bioactives ont été introduites sur la surface des
UMNPs (BMNPs) via une réaction de clic-thiol-éne, puis I’acide folique a été conjugué a ces

BMPNSs via une réaction de couplage (Figure 1-8).

FeCl4H0 N2/ 70°C,30min S 3
(1 mole) NH; solution (25%) Undecylenic acid N *a
+ — . 0 é g
FeCl5.6H:0 H20 medium F20 medium < "8
(2mole) N2/%0°C,1h 0 53 \ :
< ° i Aqueous
Undecenoic acid coated MNPs (UMNPs) ES ?:._ phase
5 Organic
z|% 2e phase
NN NH, 2| &8 g3 J
H i Y - N i
N AN 2lso H
ﬁ H 8]12¢
. CanN o v €3 ; . K BMNPs
) HN/ Y 28 Site for Folic acid _ @
4 )\/\/\/\/\/\ | 8 Folic Acid (FA) \'O s
0 $-CH,—CH ) g
(|:=o  EDC,NHS "'~0/K/\/\/\/\/\S-CH2—CH g
FA conjugated BMNPs O StrtingiorShstR4 O Aoty
phase
(FBMNPs) Bifunctional MNPs (BMNPs) 0 . oOrganic
(Free carboxyl and amine groups) J & phase

Figure 1-8: Représentation schématique de la synthese des UMNPs, BMNPs et FBMNPs
accompagnées des photographies des UMNPs et solution de BMNPs dans différents milieux
(Phase organique : Chloroforme)?.

La quantité de la Doxorubicine (DOX) qui a été chargée par les nanoparticules via
une liaison électrostatique avec le groupe carboxyle libre de la cystéine a eéte determinée par la

diminution de I’intensité de fluorescence du liquide surnageant apreés avoir eliminé les FBMNPs
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chargés de DOX. Cette quantité encapsulée était d’environ 65% et représente un rapport
massique DOX / particules de 1/10. Le profil de libération de la DOX a été étudié en condition
réservoir-puits (réservoir : pH = 4 ou 5, puits : pH = 7,3) a 37 °C (Figure 1-9). Cette étude a
montré 1’efficacité de ces nano-objets en tant que transporteur de médicament apres avoir été
chargeés par la DOX (DOX-FBMNPs).

100

O pH4vs.pH7.3
o pH5vs.pH7.3

H (2] =]
o o o
T T T

Drug release (%)

N
o
T

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)

Figure 1-9: Libération de médicament en fonction du pH des DOX-FBMNPs dans un
environnement cellulaire mimant (réservoir : pH 4ou 5 et puits : pH 7,3) a 37°C %,

La DOX est libérée progressivement sur une période de temps sous 1’effet du pH. A
pH=4, plus de 93% de DOX est libérée par les NPs, tandis que 83% de la DOX est libérée a
pH=5 aprés 48h. Cette étude montre la sensibilité du relargage de ces NPs au pH, ce qui est
pertinent pour le traitement du cancer vu que le pH acide dans les tumeurs déclenchera la
libération du médicament. La fluorescence de la DOX a permis 1’évaluation de D’activité
intracellulaire des NPs chargées en DOX avec les cellules KB, apres avoir les incubées
ensemble sous des conditions de culture avec différentes concentrations de DOX.

La Figure 1-10 présente les images de microscopie a fluorescences des cellules KB
apreés leur incubation avec les nanoparticules chargées en DOX (DOX-FBMNPs) et DAPI (pour
marquer les noyaux des cellules).

18



Brightfield DAPI

Control

DOX DAPI Merged

(8UMDOX) (2 UMDOX)

DOX-BMNPs DOX-BMNPs DOX-FBMNPs DOX-FBMNPs
(2 UM DOX)

(8 U(MDOX)

Figure 1-10: Images de microscopie a fluorescence des cellules KB aprés incubation avec
DOX-FBMNPs et DAPI dans des conditions de culture (barre d'échelle : 25 m, filtre rouge
pour DOX et filtre bleu pour DAPI)*,

Les images de fluorescence colorées en rouge sont caractéristiques de la presence de la DOX
démontrant I’internalisation des nanoparticules chargées en DOX dans les cellules KB. Tandis
que les images colorées en bleu montrent 1’émission des noyaux marqués avec le DAPI, et les
images fusionnées de la DOX et le DAPI indiquent la localisation des DOX-FBMNPs dans le
cytoplasme.
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Dans le but de confirmer I’administration de la DOX d’une maniére spécifique par
I’acide folique et ces récepteurs, une étude comparative a éte réalisée avec des BMNP chargées
en DOX (Iefficacité du chargement était de 80% ) sans acide folique et les FBMNPs sur
I’absorption cellulaire dans les mémes conditions et mémes concentrations de DOX, et les
résultats finaux de cette étude montrent que la fluorescence de la DOX est supérieure dans les
cellules KB traitées par DOX-FBMNPs par rapport a celles traitées par DOX-BMNP. Cela
confirme que la modification de surface des particules par 1’acide folique facilite leur

internalisation dans les cellules cancéreuses qui surexpriment les récepteurs du folate .

Le Tableau I-1 illustre des exemples des NPs de type coeur/coquille étudiées dans la littérature
pour la libération des principes actifs anti-cancéreux ainsi que leurs propriétés en termes

d’efficacité de la charge et de libération du principe actif.

Tableau I-1 : Efficacité du chargement du principe actif anti -cancéreux des NPs cceur/coquille
a base de polymeéres. (DLC: taux de charge du médicament. DLE : efficacité de chargement du
médicament. DEGMA : di (éthyléne glycol) methyl éther methacrylate. OEGMA : oligo
(éthyléne glycol) methyl éther methacrylate. TMSPMA : 3-(trimethoxysilyl)propyl
methacrylate. VBA : -vinyl-benzaldehyde. MEO2MA : 2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate.

PNIPAAM : poly(N-isopropylacrylamide)®234-44

€304 Chitosan pH DOX / 96 28
Fes0s | p (DEGMA- pH- DOX 7,6 82,3 A
co-OEGMA- température
b-
[TMSPMA-
co-VBA])
Fes-50a (ME OIZM A Température DOX 6,6 56,1 42
OEGMA4)
SPIONS Héparine - DOX - 66.9 + 43
- 2.7%
Poloxamer
MMSNPs PNIPAAmM | Température DOX 19.6+0.5 | 73.8+09 a4
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L’efficacité de I’acide folique pour le ciblage des cellules cancéreuses a été démontrée
aussi dans un autre travail publié par Zhang et al. *°. Dans ce travail, la molécule d’acide folique
a été fonctionnalisée en bout de chaines d’un copolymeére a base de poly (éthylene imine) (PEI)
et poly (éthyléne glycol) (PEG) greffé sur la surface des nanoparticules d’oxyde de fer. La
viabilité de ciblage de ces NPs a été étudiée in- vivo sur des cellules cancéreuses de 1’ovaire
(SKOV-3).

Aprés T’injection intraveineuse des NPs dans les souris porteuses de tumeurs
ovariennes intrapéritonéales, un scanner par résonance magnétique (RM) a été réalisé (Figure

I-11 (a)). Le signal de ces tumeurs a été quantifié a différentes durées (Figure 1-11 (b)).
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Figure 1-11 : (a) Imagerie par résonance magnétique in vivo de la tumeur
intrapéritonéaleapres 1’injection intraveineuse de NPs FesO4@PEI modifiées et non
modifiées par I’acidefolique (AF) a différents moments. (b) Mesures de l'intensité des
signaux T2 de la tumeurintrapéritoneale chez des souris nude aprés injection
intraveineuse des NPs Fes04@PEI modifiées par AF et des FesO4s@PEI non modifiées
(0,6mg Fe) a différentes durées*.

Le signal RM de la tumeur chez les souris injectées avec les deux particules a
progressivement diminué avec le temps aprés 1'injection (a). D’aprés les images RM, I’intensité

du contraste etait plus élevée 2h aprés I’injection. Apres 2h, le signal T2 s’est rétabli grace a la
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poursuite du métabolisme. Pour 1’analyse quantitative du signal (b), I’intensité du signal était
plus faible 2h aprés I’injection des NPs modifiées et non modifiées par I’AF. Les NPs modifiées
par ’AF et les NPs non modifiées par I’AF ont présenté des signaux T2 de 1666 + 152, 1534 +
92,749 £56, 1402 + 102, 1414 + 42, 1328 + 162, 1181 £+ 93 et 1615+ 84 a0, 5, 1, 2 et 4h
respectivement. L’intensité du signal chez les souris traitées par les NPs modifiées par I’AF est
plus faible que celui des NPs non modifiées par I’ AF 2h aprés I’injection. Ce résultat confirme
que les NPs utilisées ont un grand potentiel pour étre utilisées comme des agents de contraste
pour I’imagerie RM ciblée afin de diagnostiquer les tumeurs ovariennes®.

Le Tableau I-2 regroupe des exemples des NPs de type coeur/coquille étudiées dans la

littérature pour le ciblage des cellules cancéreuses.

Tableau I1-2 NPs coeur/coquille étudiées pour le ciblage des cellules cancéreuses'®46-4°,

Acid folique Ovaire | SKOV-3
Fe3-504 Alginate d-galactosamine |  Foie HepG2 46
NPs poly(lactide-co-glycolide)-g- 5- Sein 4T1 4
polyethylenimine boronopicolinic MCF-7
acid
MNP@SIiO: (2-[methoxy(poly- Maleimide Sein MCF-7 48
ethyleneoxy)propyl]trimethoxysilane
Dye@MSNs polyéthylene glycol MADb Sein BT-474 49
MCF-7

Dans les étapes suivantes de notre étude, nous nous sommes intéressés aux nanoparticules
d’oxydes de fer compte tenu des avantages qu’elles présentent comparativement aux autres

types, notamment :

- La facilité de syntheése®?,
- le faible cout®,

- labiocompatibilité,

- labiodégradabilité,

- les propriétés magnétiques™.
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1.6 Nanoparticules d’oxydes de fer :

1.6.1 Structure cristalline :

Les ferrites spinelles ont la formule chimique MFe2O4, ou M représente un métal : Fe,
Co, Mn, Zn , Ni ... qui cristallisent dans une structure spinelle AB2O4. Dans le cube a faces
centrées (CFC) d’anions d’oxygénes O? ou les sites tétraédriques (A) sont occupés par les
cations métalliques M?* et les sites octaédriques (B) par les cations Fe** (Figure 1-12) .
Seulement un huitiéme des sites tétraédriques est occupé ce qui fait 1 site pour 4 O par maille,

et la moitié des sites octaédriques donc 2 sites pour 4 O% par maille >,

(A) (B)
> 2

4 J =

Figure 1-12 : Sites tétraédriques (A) et octaédriques (B) dans un cube a faces centrées™.

1.6.2 Propriétés magnétiques :

Les nanoparticules d’oxyde de fer possédent des propriétés magnetiques qui
dépendent de leurs tailles. Lorsque leur diametre est inférieur a 1’épaisseur nécessaire a la
formation d’une paroi de Bloch, les particules sont dites monodomaines?® et si leur diamétre est

supérieur a la formation de la paroi, elles sont dites multi domaines.

Les particules monodomaines sont caractérisées par la relaxation
superparamagneétique ou I’aimantation de la particule est nulle en 1’absence du champ
magnétique et uniaxiale fluctuent entre deux directions de facile aimantation : alignés
parallelement (spin haut) ou antiparallelement (spin bas) (Figure 1-13). Cet état du

superparamagnétisme est caractérisé par deux parametres :
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e Temps de relaxation : qui est I’intervalle de temps nécessaire pour que
I’aimantation bascule d’une direction facile a une autre,

o Température de blocage Ts: qui est la température en dessous de laquelle la
direction de I’aimantation est bloquée dans 1’une des directions de facile
aimantation®’,

N

Easy axis

’
0 /2 Tt e

Figure 1-13 : Représentation graphique de I'énergie magnétique (Eg) en fonction de I’angle
entre le moment magnétique et 1’axe facile d’une particule monodomaines avec une
anisotropie uniaxiale pure °8,

Pour les particules monodomaines avec une anisotropie uniaxiale, 1’énergie
d’anisotropie magnétique nécessaire pour basculer les moments magnétiques d’un état a un

autre est définie par 1’équation suivante (Equation I-1) :

Ee (q) = KVsin? 0  (I-1)
D’ou:
K : La constante d’anisotropie uniaxiale effective ;

V': Le volume de la particule ;

0 : I’angle entre I’axe du facile aimantation et les moments magnétiques duspin *°.

Quand 1’énergic thermique est inferieure a 1’énergie d’activation, les moments
magnétiques sont bloqués et orientés vers deux directions de plus basse énergie. Au-dela d’une
certaine valeur de température appelée « Température de blocage Tg », I’énergie thermique

devient suffisante pour contre balancer les moments magnétiques du spin .
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Les moments magnétiques des nanoparticules possedent deux modes de rotation

(Figure 1-14) :

e Une rotation externe appelée mouvement de Brown (a),

e Une rotation interne appelée mouvement de Néel (b).

(a) (b)

Figure 1-14 : lllustration des deux modes de relaxation du moment magnétique :

(a) Relaxation de Brown, (b) relaxation de Néel®®.

Le temps de relaxation de Brown (Tg) est donné par la relation (Equation 1-2) :

=24 (]9

B
kT

D’ou :
n: la viscosité du solvant ;
Vi : le volume hydrodynamique de la particules (coeur + revétement) ;

K : la constante de Boltzmann ;

T : la température.

Et le temps de relaxation de Néel par la relation (Equation 1-3) :
Ea

rn = roef (1-3)

Avec:
7o . untemps d’essai ;

Ea: énergie d’anisotropie magnétique ;
K : la constante de Boltzmann :

T : la température >
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1.7 Hyperthermie magnétique

L’hyperthermie magnétique ou I’hyperthermie magnéto - induite est la conversion d’une
énergie électromagnétique en énergie thermique par des nanoparticules magnétiques excitées
par un champ magnétique alternatif externe a une fréquence importante 1. L’aire du cycle
d’hystérese présenté par les nanoparticules magnétiques correspond a 1’énergie thermique émise
par le matériau. Cette énergie peut étre calculée par le taux d’absorption spécifique
« SAR » (Specific absorption rate)*® (Equation 1-4).

SAR =4 =C4r  (1-4)
P At

D’ou:

A : I’air du cycle d’hystérese (J/g) ;

f : la fréquence du champ magnétique alternatif (KHz) ;
p . la masse volumique du ferrite (Kg/L).

C : La chaleur spécifique du matériau (J/Kg)%2.

Dans un régime superparamagnétique, le cycle d’hystérese est fermé donc 1’aire du cycle est
nulle ce qui explique que 1’énergie thermique émise par les nanoparticules 1’est aussi. Dans ce
cas pour que les nanoparticules passent a un régime ferromagnétique pour pouvoir chauffer il
faut appliquer un champ magnétique d’une fréquence suffisante . D’autres facteurs principaux
pour ’amélioration de 1’énergie thermique émise sont : I’anisotropie, la forme, la température
et ’amplitude.

La géneration de la chaleur par les nanoparticules est possible selon de principaux
mécanismes :

a- Les courants de Foucault : ce sont les courants créés dans tous les matériaux conducteurs

électriques soumis a un champ magnétique alternatif ;

b- La perte par hystérésis : ce phénoméne désigne les matériaux qui présentent un cycle

d’hystérese ouvert « les ferromagnétiques ». 1ls sont proportionnels a la surface du cycle
et elles se traduisent par un dégagement de chaleur et I’augmentation de la température

du matériau magnétique  ;

26



c- Les pertes par les relaxations de types Brownien et de Néel : En appliquant un champ
magnétique alternatif aux nanoparticules, 1’énergic de ce champ conduit a la rotation des
moments magnétiques et les aligne vers la direction du champ magnétique en surmontant
1’énergie thermique. Une fois le champ magnétique supprimé, les moments magnétiques
ne se détendent pas immédiatement pour revenir a leur état initial. Ces relaxations sont
nommees « relaxations de Néel ». Dans le cas des relaxations Brownienne, la barriére
énergétique pour la réorientation de la particule est donnée par le frottement de rotation
qui est di a la rotation de la particule magnétique entiere vers la direction du champ
magnétique. Ces alignements et rotations conduisent a la génération de la chaleur ce qui

augmente 1’énergie thermique des nanoparticules®.

Dans le domaine de la nanomeédecine, 1I’hyperthermie magnétique est considérée comme
une technique prometteuse pour la thérapie anti-cancéreuse. En effet, 1’hyperthermie
magnétique permet I’augmentation de la température des cellules cancéreuses au-dela de leurs
températures habituelles, ce qui va conduire a la mort de ces derniéres. Le principe
d’utilisation des nanoparticules magnétiques est de cibler les cellules cancéreuses d’une
maniére spécifique tout en protégeant les cellules saines avoisinantes . Actuellement,
I’utilisation de I’hyperthermie magnétique pour le traitement du cancer est en cours
d’amélioration et d’évaluation in vitro mais malgreé les résultats encourageants, elle présente
une limitation qui est le faible pouvoir chauffant des nanoparticules magnétiques pour un
effet thérapeutique suffisant >°. La majorité des travaux scientifiques dans ce domaine visent
a améliorer les propriétés magnétiques des nanoparticules pour obtenir un pouvoir chauffant
suffisant en jouant sur différents paramétres clés physico-chimiques tels que la composition

chimique, la taille et ’anisotropie magnétique®®.

Par exemple dans le travail publié par Lee et al. % le pouvoir chauffant des
nanoparticules de MnFe>Os Fes-s04 et CoFe2O4 et d’autres de type cceur/coquille :
CoFe;04@MnFez0s4, CoFe04@Fe304,MnFe204@CoFe204,Fes04@CoFe0 et
Zno4C0o,6Fe204@2Zn0,4MnosFe204 a été comparé. Les resultats de cette comparaison sont

montrés dans la Figure 1-15.
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Figure 1-15 : Nanoparticules CoFe,04@MnFe2O4 et leurs valeurs de la SLP comparées a
celles obtenues par les nanoparticules CoFe2O4 (cceur seul) et MnFe204 (coquille seule) (a).
Valeurs de la SLP des nanoparticules MnFe2QO4, Fe304, CoFe204 (b) et les coeur@coquille de
CoFe204@MnFe204, CoFe204@Fe304, MnFe204@CoFe204, FesOs@CoFe204 et ZNno 4
Coo,6Fe204@Zno 4Mno sFe204 (c)°C.

Les wvaleurs de la SLP (specific loss power) des NPs CoFexOs (9nm),
CoFe20:@MnFez04 et des MnFe 04 (15 nm) sont présentées dans 1’histogramme (a). Les NPs
CoFe204@MnFe 04 présentent des valeurs de SLP les plus élevées comparant aux NPs cceurs
qui sont a base de CoFe;O4 et MnFe;O4. Les valeurs de la SLP des MnFe2O4 sont aussi
comparées avec des ceeurs de FesO4 (15 nm) et des CoFe204 plus grandes de 12 nm dans le but
d’étudier I’effet de la taille sur les propriétés magnétiques des NPs (b). Dans cette étude les NPs
a base de MnFe2O4donnent une valeur SLP supérieure comparant aux autres cceurs. Cela montre
I’effet de la taille des NPs sur I’amélioration des propriétés magnétiques et hyperthermiques des
NPs. En effet plus la taille des NPs est plus grande, plus les NPs présententun pouvoir chauffant
plus grand. Dans la partie (c). Les auteurs comparent les valeurs de la SLPde différentes NPs
type cceur/ coquille avec différentes compositions chimiques : CoFe20:@MnFez0q,
CoFe20:@Fe30a4, MnFe2,0s@CoFe204 : Fes04@CoFe204 et ZNo4
Coo,6Fe204@ZnosMngsFe204. Ces derniéres donnent les valeurs les plus intéressantes. Cette
¢tude comparative démontre 1’effet de la coquille et de la composition chimique des NPs sur le

pouvoir chauffant des NPs. Les nanoparticules type cceur/coquille présentent un pouvoir
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chauffant deux a quatre fois plus éleveé que les particules simples, ce qui les rend plus

intéressantes pour des applications en hyperthermie®®.

Dans une autre étude menée par Noh et al. ¢, Les propriétés magnétiques des nanoparticules de
type cceur/coquille composees de Zno 4Fe2,604@CoFe204 (a) de deux morphologies différentes

(cubique et sphérique) ont été comparées. Les résultats de cette étudesont présentés dans la
Figure 1-16.
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Figure 1-16 : Images cartographiées par spectroscopie de perte d’énergie électronique (EELS)
de la particules Zno sFe2 604@CoFe0s. (i) région Jaune représente le Fe. (ii) région bleu
représente le Co et (iii) I’mage fusionnée (a). Etats de spin magnétique simulés de la particule
sphérique et cubique (b). Valeurs de la magnétisation (emu/g) des particules cubiques et
sphériques (c). Valeurs de la saturation magnétique (emu/g) des particules cubiques en
fonction de différentes tailles (hm) (d). Valeurs de la SLP (W/g) en fonction de différentes
tailles (nm) (e) °'.
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Lors de cette étude, Noh et al. ont démontré 1’intérét des concepts d’anisotropie de
surface, la taille et la forme des nanoparticules dans I’amélioration des propriétés magnétiques
de ces dernicres. Ils montrent que les particules d’'une morphologie cubique présentent des
valeurs de magnétisations plus intéressantes que celles obtenues avec la morphologie sphérique
(Figure 1-16 - c). Cette différence de magnétisation est due a 1’anisotropie de surface qui est
plus petite dans le cube par rapport a la sphére (Figure 1-16 -b). Le deuxiéme parametre visé
pour I’amélioration des propriétés magnétiques de ces cubes est bien leur taille. Pour cela,
I’équipe de Noh a mesuré la saturation magnéetique des cubes de différentes tailles (18, 40, 60,
80 et 120 nm) (Figure 1-16 -d). La saturation magnétique augmente proportionnellement avec
la taille des cubes jusqu’a 200emu/g pour une taille de 140 nm. Le cube de 70 nm présente plus
de 95% de la valeur globale de la saturation ainsi que la valeur maximale de la SLP qui est
d’environ 4206W/g (Figure 1-16 -e). Une telle capacité de chauffage est hautement efficace

pour des applications en hyperthermie 57,

Dans le Tableau I-3, nous citons des exemples des NPs magnétiques de type coeur/coquille

utilisées pour I’hyperthermie magnétique.

Tableau I-3 : NPs magnétiques type cceur/coquille pour I’hyperthermie magnétique®>-"%,

Sphérique 15 Décomposition 500 1710
MnFe;04 thermique
CoFe204@ Sphérique | 12,8 Solvothermale 183 59 68
Fe304
(Zn,Co)Fe204 | Sphérique 11 Méthode de reflux 520 1955 69
@MnFe204
Fe304 Cubique 40 Décomposition 293 1675 70
Dopé au Zn thermique
Fe304@ Sphérique 13 | Co-précipitation 97 380 n
(Zn,Co)Fe204
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1.8 Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer :

De nombreuses méthodes de synthése de nanoparticules d’oxyde de fer sont décrites
dans la littérature telles que : la Co-précipitation ", polyol ", la synthése hydrothermale 7, la

microémulsion '8, le procédé sol-gel ’’ et la décomposition thermique’®.

Dans les lignes suivantes, nous décrivons le principe de chaque méthode.

1.8.1 La Co-précipitation :
C’est une methode simple et facile pour synthétiser des nanoparticules magnétiques a partir
de solutions aqueuses salines en présence d’une base sous une atmosphere inerte et a
température ambiante ou élevée’™. Elle est généralement utilisée pour la préparation des oxydes
métalliques et les ferrites. La taille, la forme ainsi que la composition des nanoparticules

dépendent du type de sels utilisés : chlorures, sulfates ou nitrates®.

1.8.2 Polyol:

C’est une méthode simple et respectueuse de 1’environnement qui ne nécessite pas la
présence d’un gaz inerte. Elle est considérée comme étant une méthode pratique et polyvalente
pour la préparation des nanoparticules d’argent (Ag) et des oxydes métalliques de 10 a 100 nm.
Le polyol dans la réaction joue le role d’un solvant, d’un stabilisateur et d’un agent réducteur
limitant la croissance des particules en les agglomérant®. La synthése des nanoparticles par
cette méthode se fait en deux étapes : nucléation et croissance. Les polyols utilisés sont
caractérisés par un point d’ébullition trés élevé tels que : 1'éthyléne glycol, le di éthyléne glycol,

le tétra éthyléne glycol ou le glycérol®?,

1.8.3 Lasynthése hydrothermale :

Elle fait partie des méthodes les plus utilisées pour la synthése des nanoparticules. C’est une
approche basée sur la réaction en solution. La production des nanoparticules se fait dans une
large gamme de températures, d’une température ambiante a des températures tres €levées (de
100 & 10.000°C)83, Le contrdle de la morphologie des nanoparticules peut étre réalisé soit dans
des conditions a basse pression ou a haute pression. Cela dépend de la pression de vapeur de la

principale composition dans la réaction. Parmi les avantages de cette méthode est la
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possibilité de produire des particules a haute pression avec une perte minimale et le pouvoir de

controler la composition des nanoparticules®.

1.84 Lamicroémulsion :
La synthese des nanoparticules via la méthode microémulsion se fait dans un mélange ternaire
composé d’eau, d’un agent de surface et d’huile ou quaternaire a base d’eau, d’agent de surface,
un co-surfactant et I’huile. Le choix du mélange dépend de la proportion des composants et de
I’équilibre hydrophile-lyophile du tensioactif utilisé lors de la synthése.
Différents tensioactifs peuvent étre utilisé dans cette méthode :
- Des tensioactifs cationiques tel que le bromure de Cétyltriméthylammonium (CTAB),
- Des tensioactifs anioniques tels que le bis(2-éthylhexyl) sulfosuccinate (AOT), le
sodium dodécylbenzénesulfonate (SDBS) et le lauryl-sulfate de sodium (SDS),
- Des tensioactifs non ioniques tel que Triton X-100%.
Il existe trois différents types de microémulsion : cationique, anionique et non-ionique. Le choix

du type dépend des exigences et des conditions de la réaction®.

1.85 Sol-gel :
C’est une des approches utilisées pour la préparation des oxydes métalliques et des mélanges
de métaux de haute qualité. C’est une méthode avec un faible cout et une grande pureté par
rapport aux autres méthodes®’. Elle peut étre réalisée avec une faible température et moins
d’énergie, ce qui la rend plus économique. Parmi ses avantages, est I’excellent controle de la
texture et les propriétés de surface des métaux. Elle se réalise en cing étapes : I’hydrolyse, la

polycondensation, le vieillissement, le séchage et la décomposition thermique®.

1.8.6 Ladécomposition thermique :
C’est une méthode par laquelle des nanoparticules uniforme, monodispersées avec une taille
étroite peuvent étre obtenues &°. Elle est basée sur la décomposition de complexes & haute
température jusqu’a 300°C %° (ces complexes peuvent étre des acétylacétonates)®®. La
décomposition de ces complexes est realisee dans des solvants ayant une température
d’ébullition élevée comme : 1I’éther benzylique (298°C)%2, I’hexadécane (287,6°C)%, le phenyl
éther (258°C)** .... 55, en présence d’un surfactant : Oléylamine ou acide oléique qui se lie d’une
maniere sélective a des facettes cristallines spécifiques et regle la vitesse de croissance des

facettes du cristal afin de déterminer la forme et la taille des particules®.
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L’inconvénient de cette méthode est 1’obtention des particules avec une taille limite de
12 nm avec un faible rendement a la fin de la synthese : une grande partie des précurseurs est
réduite lors de I’étape de la nucléation et seule la petite partie qui reste sera disponible pour
I’étape de la croissance *°.

Afin, d’augmenter la taille des particules au-dela de 12 nm, il faut travailler sous
atmospheére controlée car la diminution de I’oxygéne dans le systéme ralentie 1’étape de la
nucléation et cette derniére ne sera pas compléte lors du commencement de 1’étape de la
croissance ce qui va permettre d’avoir des particules de deux tailles différentes dans le systeme.
En augmentant le temps de la synthese, une troisiéme étape de type « mirissement d’Ostwald »
apparaitra. Au cours de cette étape, les particules de petites tailles se recondensent sur les plus

grandes (Figure 1-17) %,
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Figure 1-17 : Etapes de synthese par la décomposition thermique. Synthése classique
(a).Synthése sous atmosphére contrélée (b) %.

Pour la synthése de nos nanoparticules, nous avons choisi la décomposition thermique

pour pouvoir avoir des nanoparticules monodispersées avec une morphologie cubique.
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1.9 Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer :

Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent étre fonctionnalisées par différentes
molécules telles que : les polyméres, 1’alginate, la chitosane ...etc (Figure 1-18)% . Ces
fonctionnalisations peuvent les rendre capables de lier des molécules d’intérét pharmaceutique.
Ces propriétés soutiennent des applications biomédicales pour les IONP, notamment dans les
thérapies contre le cancer. Le choix de la molécule se fait en fonction de I’application visée .
Dans le champ biomédical, les polyméres « intelligents » capables de répondre aux conditions
extérieurs telles que : le pH ¥, la lumiére®® ou la température®® sont les plus décrits dans la

littérature.

OH —NH,
Polyethylene glycol Chitosan
(Chung et al. 2011) (Lee et al. 2005)
Dextran Polyethylenimine
(Hong et al. 2004) (Schweiger et al. 2011)
Polyvinylalcohol Poly(L-lysine)
(Mahmoudi et al. 2008) (Babic et al. 2008)
Pluronic

Polyethylene glycol with terminal

(Jain et al. 2009) amine groups (Chung et al. 2011)

Ethylenamine
(Arndt et al. 2014)

Polyacrylic acid Alginate
(Wang et al. 2014) (Bar-Shir et al. 2014)
b | 4 Carboxymethylcellulose Polymethacrylic acid
4 (Sivakumar et al. 2013) (Wiogo et al. 2012)

Polyethylene glycol with terminal  Citrate
carboxyl groups (Hu et al. 2010)  (Lartigue et al. 2012)

Figure 1-18 : Polymeres et molécules organiques utilisés pour la fonctionnalisation des
nanoparticules®®.

Dans notre étude, nous nous sommes interessés aux nanoparticules fonctionnalisées par

des polymeres thermosensibles pour I’internalisation et la délivrance du médicament.
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1.9.1 Polymeres thermosensibles :

Comme leur nom I’indique, ce sont des polymeres sensibles a la température. lls changent
de comportement colloidal & une certaine température, cette température est appelée la
« LCST : Lower Critical Solution Temperature » dans le cas des polyméres hydrophiles®

et « UCST : Upper Critical Solution Temperature » dans le cas des polyméres hydrophobes®®:,

= En dessous de la LCST, les chaines du polymeres sont hydrophiles donc dispersibles
dans I’eau. Leur dispersion est favorisée par la formation de liaisons hydrogénes avec
les molécules d’eau’®?.

= Au-dessus de la LCST, les interactions polymeére-polymeére deviennent favorisées
thermodynamiquement par rapport aux interactions polymére-eau® ce qui rend les
chaines du polymere hydrophobes et non- dispersibles dans 1’eau. Contrairement a ceux
qui présentent une UCST dont les chaines sont hydrophobes (non-dispersibles) en

dessous de leur UCST et hydrophiles (dispersibles) au-dessus'®® Figure 1-19 .

Temperature
Temperature

Volume Fraction Volume Fraction

Figure 1-19 : lllustration schématique du comportement des polymeéres thermosensibles sous
’effet de la température expliquant la « LCST » et la « UCST » 104,
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Les polymeéres se dissolvent dans un solvant lorsque I’énergie de Gibbs du systéme
diminue ce qui veut dire qu’elle est négative. L’énergie de Gibbs est calculée par 1’équation

suivante (Equation 1-5) :
AGmet = AHmet — TASmet  (1-5)
ou:
AGme - la variation d’énergie libre du mélange ;
AHnper: la variation d’enthalpie du mélange ;
T : latempérature ;

ASmer: la variation d’entropie du mélange.

Quand I’énergie de Gibbs augmente, le polymeére devient insoluble dans le solvant.
Ce phénomene est expliqué par la rupture des liaisons hydrogénes entre les molécules d’eau et

le polymeret05:106,

La transition du polymére de 1’état hydrophile a 1’état hydrophobe est déterminable par 1’opacité
de la solution dans laquelle il est disperse, car une solution polymérique en dessous de la LCST
est transparente et homogeéne par contre au- dessus de la LCST elle devient trouble 1% Figure
1-20.

Figure 1-20 : Solutions polymeriques contenant des unites OEGMA (oligo (éthylene glycol)
méthacrylate) en dessous de la LCST (25°C) et au-dessus de la LCST (37°C)%:107,

La valeur de la LCST peut varier en fonction de la nature des groupes de substitution, la
longueur de la chaine, la masse molaire du polymere ainsi que la nature du solvant et sa

composition (viscosité, concentration en sel...)!%,
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Dans le domaine biomédical, les polymeéres hydrophiles sont plus souvent étudiés en

comparaison aux polymeéres hydrophobes qui sont rarement etudiés.

1.9.2. Les polymeres thermosensibles les plus utilisés dans le domaine biomédical :
e Poly((méth)acrylamide de N-alkyl):

Ce sont les premiers polymeres avec des propriétés de thermo sensibilité. Ils sont a base
des polyacrylamides!®®. Les plus connus sont les poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM)qui
sont composés d’un groupement polaire (amide) et de parties hydrophobes (groupements
isopropyle) et une chaine carbonée (Figure 1-21) . Sa LCST est de 32°C% ce qui lui a permis
d’étre souvent étudié’® vu qu’elle est trés proche de la température physiologique du corps

humain (37°C)*! mais son utilisation reste limitée a cause de sa cytotoxicité!!?,

PNIPAM

n

@) NH

S

Figure 1-21 : Structure chimique du Poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM)®%,

e Poly(N-vinylamides) :

Comme le poly (N-vinylcaprolactame) (PVCL). Il contient des groupes hydrophiles
carboxyliques et amides (Figure 1-22). Le groupe amide est relié au chaine principale carbone-
carbone hydrophobe de sorte que son hydrolyse ne produira pas de composés amides qui sont
néfastes pour les applications biomédicales™ . 1l a été utilisé dans le domaine biomédical grace
a sa biocompatibilité et sa LCST qui est de 32°C mais il présente un inconvénient majeur

résidant dans sa non-biodégradabilité™.
PVCL

*
*

n
O? N>
Figure 1-22 : Structure chimique du Poly (N-vinylcaprolactame) (PVCL)%12,
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e Poly ((2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate et oligo (éthylene glycol) méthacrylate)) :

Les macro monomeres poly éthyléne glycol (PEG) composés d’une fraction polymérisable
a base de méthacrylate lié a un oligo éthyléne sont apparus dans la littérature scientifique dans
les années 80'3 . Ces macro monoméres sont constitués de chaines hydrophiles de poly éthyléne
glycol de différentes longueurs (les oxygenes des groupements glycol forment des liaisons
hydrogénes avec les molécules d’eau)!* liés & une chaine carbonée hydrophobe!®® (Figure I-
23) .

0
(0]
(0]
n
Groupe
méthacrylate  Poly (éthylene glycol)
(Partie (n=1,2,3,4.....)

polymérisable)

Figure 1-23 : Macro monomeéres méthacrylates d’oligo (éthylene glycol). Les parties jaune et
bleue représentent les parties hydrophobes et hydrophiles respectivement?®116,

Le PEG présente I’avantage d’étre non-toxique, non-antigénique, non-immunogene,
biodégradable , soluble dans 1’eau mais il présente une LCST trés élevée (90°C)Y, pour cela
son utilisation pour des applications biomédicales est limitée. Néanmoins, I’ajout des
méthacrylates d’oligo éthyléne glycol (EOnMa) par la copolymérisation conduit a baisser sa
LCST,

Il existe plusieurs macro monomeéres EOnMA dont la différence se présente par la
longueur de la chaine d’oligo (éthylene glycol) . Cette longueur est définie par le degré de la
polymérisation (n)!*®. L’hydrophilie de ces macro monoméres change en fonction de leurs
degrés de polymeérisation (Figure 1-24). Plus la chaine est plus longue, plus le macro monomere

est soluble dans 1’eau et réciproquement.
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Figure 1-24 : Structures moléculaires des macro monomeres « méthacrylates d’oligo

(éthyléne glycol) ». Les parties hydrophiles sont représentées en bleu*e,

La combinaison entre MEO2MA (2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate) et OEGMA
(oligo (éthylene glycol) méthacrylate) conduit a la formation d’un polymere thermosensible
hydrosoluble qui posséde une LCST modifiable au-dessus de la température physiologique
(37°C). Cette température peut étre modifiée en modulant les rapports molaire MEO2MA/
OEGMAM811 : plus la chaine latérale des unités oligo (éthyléne glycol) du polymére est longue,

plus la valeur de la LCST est élevée!?,

Comme mentionné précédemment, les polymeéres a base de segments de poly
(éthylene glycol) sont des polymeres biocompatibles qui sont utiles pour des applications
biomédicales notamment la délivrance du médicament®®. La biocompatibilité du P (MEO,MA.-
OEGMA) a été démontrée par Alejo et al*?%12L,

Alejo et al. ont étudié la cytotoxicité in vitro du P(MEO2MA-co-OEGMAsq) sur
quatre différentes lignees cellulaires : U251 MG glioblastoma , Fibroblastes dermiques humains,
THP-1 (leucémie monocytaire) et mMMSCs (Cellules souches mésenchymateuses de souris) avec
une densité de 5000, 6000, 70000 et 5000 cellules /puits, respectivement. Les cellules ont été
mises en contact avec le P(MEO2MA-co-OEGMAsw) dans une plaque de 96 puits pendant 24h.
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Les résultats de cette étude ont été évalués a 1’aide du dispositif « Blue Cell Viability »

(Abenova). Ces résultats sont présentés dans la Figure 1-25.

140 -
120
100
£ 80 = U251MG
g’ » Fibroblasts
‘5 60
§ » THP1
>
40 m mMSCs
20

0.025 0.05 0.1 0.2 0.4
Concentration (mg/mL)

Figure 1-25 : Viabilité cellulaire du P(MEO2MA-co-OEGMAsoo) aprés 24h sur quatre lignées
cellulaires différentes. Les pourcentages sont affichés sous forme de moyenne =+ standard
écarts (n=5)'2L.

Une augmentation de la concentration en P(MEO2MA-co-OEGMAsm) n’a pas
modifié la viabilité cellulaire aprés 24h. Le pourcentage de la viabilité est supérieur a 92% pour
les quatre différentes lignées cellulaires testées, ce qui prouve une excellente biocompatibilité

du polymeére pour les applications biomédicales??.

1.9.3 Avantages des nanoparticules fonctionnalisées par un polymere pour le traitement
du cancer :
Les nanoparticules polymérisées présentent de nombreux avantages dans le domaine de la

thérapie anticancéreuse tels que?>124

e Une efficacité significative par rapport aux méthodes d'administration orale et
intraveineuse traditionnelles,

e L’augmentation de la stabilité des agents pharmaceutiques dans la circulation
systémique,
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e La capacité de circuler pendant une période prolongee en ciblant un organe particulier
grace a leurs propriétés de furtivité qui réduisent leur absorption par les organismes,

e L’encapsulation d’une concentration plus élevée d'agent pharmaceutique,

e La libération du médicament a I’emplacement souhaité avec une vitesse soutenue vers
le site d’action.

1.9.4 Techniques de greffage du polymere sur la surface des nanoparticules :

Le greffage du polymeére sur la surface des nanoparticules est capable de conferer de
nouvelles propriétés aux matériaux. Il existe deux méthodes permettant de greffer le polymere

sur la surface des nanoparticules d’une maniére covalente « grafting to » et « grafting from »'2°,

Dans la méthode « Grafting to », les extrémités fonctionnalisées du polymere pre-
synthétisé réagissent avec une surface activée (Figure 1-26). Le greffage avec cette méthode
permet un bon contrdle de la longueur des chaines du polymere et une facilité de caractérisation
de ces chaines avant qu’elles ne soient greffées 1%, Cependant le greffage n’est pas efficace si
le bout du polymére ne posséde pas une fonctionnalité terminale!?’. Il est également moins
efficace pour des polyméres avec un poids moléculaire élevé 128, car la géne stérique empéche
les chaines d’approcher la surface a concentration élevée et en fonction de leur configuration

dans les conditions de greffage.

Par contre la méthode « Grafting from » consiste a faire croitre les chaines du polymere a
partir d’un initiateur auto-assemblé c’est-a-dire le processus de la polymérisation commence a
partir d’une surface en ancrant un initiateur au substrat approprié¢ 2 (Figure 1-26). Cette
méthode présente I’avantage d’utiliser une gamme variée de monomeéres simultanément*?, de
conduire a une densité de greffage plus élevée que la premiére méthode™, car elle permet

d’éviter les phénomeénes de génes stériques’?,
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Figure 1-26 : Schéma des deux méthodes de greffage du polymere « grafting to » et
«grafting from »*3L,

1.9.5 Techniques de polymérisation :

Le polymére a un ro6le trés important dans la modification des propriétés de surface des
nanoparticules. Pour cela, il est nécessaire de controler sa taille sur la surface des nanoparticules
car elle influence leurs propriétés optiques et magnétiques®?®. Il existe différentes techniques de
polymérisation radicalaire contrélée (Controlled radical polymerization (CRP)) qui ont été

citées dans la littérature®®2, Parmi ces techniques :

e la polymérisation radicalaire contr6lée par transfert de chaine réversible par
addition- fragmentation (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer
(RAFT)) : C’estune méthode polyvalente en ce qui concerne les conditions de la réaction
et la classe de monomeéres mais elle souffre d’une limitation surtout dans le cas de
polymeres non- ioniques avec certains agents de type dithioster, le processus de la
polymérisation peut é&tre retardé et il nécessite souvent des durées longues de

polymérisation (>24h)'%,

e lapolymerisation a médiation par les nitroxydes (NMP) : Est une technique qui permet
de synthétiser des macro-organismes complexes, fonctionnels et bien définis®. Le
développement de nouveaux systémes d’amorcgage des nitroxydes a été ralenti a cause du

succes continu de I’ATRP notamment dans I’amélioration de la vitesse de la réactionde
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polymérisation'®®. Cette derniére est la méthode la plus utilisée grace a sa facilité

comparativement aux autres méthodes'® .

e Polymeérisation radicalaire par transfert d’atome (ATRP)

Mise au point en 1995 par Sawamoto et son équipe, Wang et Matyjaszewski'®’ et
développée par Barboiu'®, la polymérisation radicalaire par transfert d’atome est I’une des
méthodes de polymérisation radicalaire controlée les plus étudiées dans la littérature®*® gracea
sa polyvalence, sa compatibilité avec de nombreux monoméres™*’. Elle permet une synthése de
(co-)polyméres avec des poids moléculaires controlés'®, Elle est spécialement adaptée pourla

modification des surfaces et la préparation de brosses moléculaires.'*°.

L’ATRP est un mécanisme qui réagit par un équilibre entre une espéce dormante et une
espéce active du systeme. Pour former les radicaux (R), un atome halogéne est extrait a partir
d’un halogénure organique (R-X) par un complexe de métal de transition (M» — y/ligand) pour

former un groupe fonctionnel oxydé (X — Mn+1 — y/ligand)*** (Figure 1-27).

act

R-X + M/Y/Ligand —— R+  X-M”.Y/Ligand
kdeact @ \__\
p SSa

monomer termination

Figure 1-27: Schéma du mécanisme ATRP proposé par Matyjaszewski et al. 14,

Par la suite, un monomere peut €tre ajouté dans 1’étape de propagation sur le radical
activé. La partie active peut réagir avec le complexe métallique oxydé par rétro-transfert de

I’atome halogéne a I’extrémité de la chaine de propagation pour désactiver le radical**3.

Les reactifs utilisés dans I’ATRP sont les suivants : monomere, initiateur, catalyseur

et ligand.

e Monomere
Différents types de monomeres peuvent étre polymérisés par I’ATRP tels que : les
styrénes, les acrylonitriles , les (méth)acrylamides et les (méth)acrylates’**. Avec les

monomeéres a base de (méth)acrylates, la constante d’équilibre de la polymérisation est élevée.
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I’activation des especes dormantes est indiquée comme étant plus facile par rapport aux autres

monomeérest?e,

e Initiateur
L’initiateur a un rdle trés important dans la réussite de I’ATRP car il détermine le
nombre des chaines initiées. Les initiateurs avec une structure similaire a celle du monomere
conviennent mieux a la polymérisation. Les halogénures d’alkyles sont les plus utilisés tel que
les bromures d’alkyles et les chlorure d’alkyles!#. La structure de I’initiateur a un effet sur la
formation du polymere, par exemple si c’est un initiateur qui comporte un seul groupe
d’halogénure d’alkyle, le polymeére se forme d’une manicre linéaire et si y a plusieurs groupes

sur un seul cceur, le polymére se forme comme une structure étoilée*?,

e Catalyseur
Le catalyseur est le composant le plus important du mécanisme ATRP car il détermine
la constante d’équilibre entre I’espéce dormante et I’espéce active par la transition de I’atome
halogéne. Différents types de catalyseurs peuvent étre utilisés pour la polymérisation tels que
ceux qui sont & base de cuivre et de fer'*® ou encore de nickel**’. Ceux a base de cuivre sont

souvent les plus utilisés dans la littérature*®,

e Ligand

Il est utilisé avec le catalyseur a base d’halogénure pour former le complexe catalytique.
Son rdle est d’augmenter la solubilité du catalyseur dans le solvent de la polymérisation et
ajuster le potentiel redox du centre métallique afin de permettre une réactivité dans le processus
de la polymérisation'*°. Les ligands les plus utilisés pour la polymérisation sont ceux composés
d’azote et de phosphore mais ceux contenant de 1’azote sont les plus souvent utilisés avec les

complexes en cuivre comme le tris[(2-pyridyl)méthyl]amine (TPMA)28:150,

Bien que ce processus présente de nombreux avantages, il présente également quelques
limites telles que I’exigence d’une grande quantité de catalyseur a base de métal de transition
nécessitant a la fin de la polymérisation de purifier le produit obtenu, ce qui augmentera le colt
de la production industrielle’>!. D*un autre coté, les traces du cuivre conduisent a des problémes

detoxicité surtout quand il s’agit d’applications biologiques. La sensibilité a I’oxygéne présente
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aussi un inconvénient majeur dans ce processus, nécessitant a la fin un dégazage complet,

augmentant le cout du processus'®.

Afin de surmonter ces limites, 1’équipe de Matyjaszewski a développé une nouvelle
méthode ATRP nommée « activateurs régénéres par transfert d’électrons (ARGET) » dont
laquelle la concentration du catalyseur peut étre réduite a 1’échelle du ppm et le niveau de

tolérance en oxygeéne peut étre prolongé!®3.

e Activateurs régénérés par transfert d’électrons (ARGET) - ATRP

L’ARGET-ATRP est la méthode développée a partir de ’ATRP pour réduire la
concentration du catalyseur*?®. Elle permet 1’utilisation des espéces qui sont plus stables &
I’oxydation comme le Cu(Il) et un agent réducteur qui réduit le catalyseur métallique Cu(II)

introduit en Cu(l) durant la polymérisation'>*1> (Figure 1-28).
+Mkp
R-X + Cu-X/Ligand ——= 'R" + Cu'-X,/Ligand

da

ki
Y
R-R + Cu'-X;/ Ligand

Oxidized Agent
Reducing Agent

Figure 1-28 : Schéma du mécanisme ARGET-ATRP proposé par Matyjaszewski et al.*°®,

Si I’agent réducteur utilisé lors de la polymérisation est trop fort par rapport au Cu(ll),
le Cu(Il) sera trop faible ce qui va réduire le controle sur le développement du poids moléculaire
et la polymérisation devient rapide (~2h)!*® et s’il est trop faible, la polymérisation ralentit ou
elle ne sera pas réalisée!®,

L’un des inconvénients de cette méthode est la quantité du ligand ajouté qui doit étre
en exces (3 a 10 fois molaire) pour assurer 1’efficacité et le contrdle de la polymérisation car il

aide a protéger le complexe catalytique des réactions déstabilisantes'4%>4,
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1.10 Description du projet de thése :

Ce projet de thése fait suite a la these de doctorat de Dr . Zied Ferdjaoui (soutenu le 27 Avril
2020, IJL, Ecole Doctorale C2MP, Université de Lorraine), dans laquelle des NPs cceur/coquille
ont été obtenues a partir de la croissance par polymérisation radicalaire controlée du copolymere
composé de methacrylate de 2-(2-méthoxy) éthyle (MEO2MA) et de méthacrylate d'oligo
(éthyléne glycol) (OEGMA), conduisant & la formation de P(MEO.MAOEGMA.y.). Le
rapport des deux monomeres a été modifié pour ajuster la température de libération (LCST) de
la Doxorubicine (DOX). Ces NPs étaient capables de charger et de libérer un médicament
modele (DOX) avec une capacité de charge del5 %, ce qui est nettement supérieuraux

performances actuelles des nanoparticules'®28:,

Durant mon travail de thése, une étude similaire sera réalisée avec un autre type de
nanoparticules cceur/coquille dans le but d’améliorer les propriétés d’hyperthermie. Ces nano-
objets combineront le diagnostic, le traitement des cellules cancéreuses et la livraison ciblée

vers le site tumoral.

Dans la premiere partie du travail, différentes tailles de nanoparticules ceeur/coquille (10,
15, 22 et 50 nm) vont étre synthétisées et caractérisées par la microscopie électronique en
transmission (MET), la spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier (IRTF), la diffraction
de rayons X (DRX) et la spectroscopie Mdssbauer. Les propriétés magnétiques de ces
nanoparticules seront étudiées par le Vibrating Sample Magnetometer (VSM) afin de

sélectionner la bonne taille avec des propriétés magnétiques les plus élevées.

Dans une seconde partie, les nanoparticules sélectionnées seront fonctionnalisées par le
P(MEO.MAOEGMA.) et la DOX sera encapsulée dans les NPs (Figure 1-29) pour étudier
I’effet de relargage du médicament en fonction du temps et de la température. L hyperthermie
de ces nanoparticules sera étudiée ainsi que leur cytotoxicité sur les cellules SKOV-3 (Cellules

du cancer ovarien).

Dans la troisieme partie, la surface des nanoparticules fonctionnalisées sera modifiée par

I’acidefolique (AF) afin de permettre de cibler d’une maniére sélective les cellules cancéreuses

(Figure 1-29).
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Figure 1-29 : Schéma du projet de thése.

Ces travaux ont été réalisés au sein de 1’ Equipe « Nanomatériaux et Santé » NaSa, Institut
Jean Lamour (IJL), Nancy, en collaboration avec :

v' L’institut de physique et de chimie des Matériaux de Strasbourg (IPCMS) pour
les analyses d’hyperthermie (Dr. Damien Mertz),

v' Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire (LCPM), Nancy pour la DLS (Dr.
Khalid Ferji)
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Chapitre I1: Synthése et caractérisations physico-chimique des
NPs

1.1 Introduction:

Comme nous I’avons mentionné dans le Chapitre I, les nanoparticules magnétiques ont suscité
un grand intérét dans le domaine biomédical notamment dans le traitement du cancer gréce a
leurs propriétés uniques : petite taille, biocompatibilité, biodégradabilité et surtout propriétés
magnétiques®. Ces caractéristiques leur permettent d’étre des candidates idéales pour combiner

’hyperthermie et la délivrance de médicament anticancéreux?.

Comme expliqué précédemment, I’hyperthermie est une méthode prometteuse pour le
traitement du cancer car elle peut traiter la tumeur d’une maniére sélective avec des effets réduits
sur les cellules saines comparativement & la chimiothérapie et la radiothérapie®. Elle est basée
sur 1’application d’un champ magnétique alternatif externe qui permet de chauffer les NPs en
augmentant leur température au-dela de 42°C*. L’institut national du cancer des Etats-Unis I’a
défini comme « Un type de traitement dans lequel les tissus corporels sont exposés a des
températures élevées pour endommager et tuer les cellules cancéreuses ou pour les rendre plus
sensibles aux effets des radiations et de certains médicaments anticancéreux »°. Dans le
traitement des cellules cancéreuses par 1’hyperthermie avec des NPs, ces derniéres sont
dispersées dans un fluide et injectées dans les cellules. Elles sont ensuite exposées a un champ
magnétique externe alternatif qui entraine un mécanisme de perte magnétique avec les deux
phénomenes de relaxation - Néel et Brown - et permet la génération de la chaleur®. Pour cela,
différents types de NPs a base de métaux magnétiques ont été suggérés pour I’hyperthermie
mais les meilleurs candidats sont les NPs d’oxyde de fer superparamagnétiques (SPIONPS) car
elles présentent un faible taux de toxicite, elles sont biodégradables et faciles a synthétiser avec

un faible codit. Ce qui les rendent appropriées pour des applications in-vivo”#.

Il a été précisé que la distribution de tailles ainsi que la morphologie des NPs sont des facteurs
clés qui déterminent leurs capacités magnétiques®®. Le controle précis de ces paramétres est
crucial pour les performances de I'nyperthermie®. Au cours de ces derniéres années, les NPs
sphériques de Fes-s040nt éte les plus souvent étudiées pour des applications d'hyperthermie mais
en raison des limitations de leurs propriétés magnétiques®®, I'étude d'une nouvelle phase semblait
nécessaire pour améliorer leurs propriétés magnétiques. Des efforts ont été consacrés a la

conception d'une structure cceur/coquille ou le cceur et la coquille peuvent étre composés
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d'oxyde de fer avec une structure spinelle "MFe204" (M représente le métal dopé comme Fe,
Co, Mn, Zn, Ni...)*2, I'avantage de ce dernier dans I'amélioration des propriétés magnétiques et
de la specific loss power (SLP) par rapport aux non dopés a été démontré dans des travaux

précédemment cités dans la littérature*1314,

A I'échelle nanométrique, I'anisotropie de surface et la distribution de la taille des particules font
également partie des parametres qui affectent les propriétés magnétiques des NPs. Dans un
travail publié par Noh et al®3, les valeurs de la saturation magnétique (Ms) et de SLP des NPs
cceur/coquille (Zno4Fe2s04s@CoFe;04) avec deux morphologies différentes : sphériques et

cubiques et avec différentes tailles ont été comparées. Les résultats obtenus ont montré :

- I'intérét de la morphologie cubique pour améliorer les capacités magnétiques des NPs
par rapport aux sphériques et cette différence s'explique par le facteur d'anisotropie de surface

quiest plus faible dans la forme cubique par rapport a la sphérique.

- I'effet de la taille sur la modulation des propriétés magnétiques des particules : plus la
taille est plus grande plus les capacités magnétiques des NPs sont plus importentes>1>16,

Dans I'étude de Noh et al. 2 le dopage de la coquille avec du cobalt (Co) semblerait étre
une idée intéressante pour améliorer les propriétés magnétiques des NPs puisque les NPs dopées
au Co présentent des valeurs les plus élevées de la SLP mais pour les applications biomédicales,
il est également nécessaire de prendre en considération la biocompatibilité des NPs sur les

cellules.

En effet, une étude récente de Papis et al'’, a démontré que les NPs a base de Co représentent
un inconvenient pour certaines applications biomédicales en raison de la toxicité du Co. Pour
cette raison, son utilisation dans le domaine biomédical ne peut étre envisagée. Par contre, il est
possible de remplacer le Co par un autre métal moins toxique tel que le Manganése (Mn)*® pour
des résultats plus fiables dans les tests biologiques. Pour cette raison, le Mn est le métal choisi

pour notre étude.

Parmi les différentes approches pour la synthése de nanoparticules d'oxyde de fer telles que :
la coprécipitation'®, I'nydrothermal?, le sol-gel?, la micelle inverse?, la solvothermal®®, le
polyol?*, la microémulsion?.., la décomposition thermique est la méthode la plus puissante pour
produire des NPs monodispersees et reproductibles avec une morphologie uniforme, une haute

cristallinité et une distribution de tailles étroite®®?”. 'acétylacétonate de fer est I'un des
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précurseurs les plus utilisés pour cette méthode, il se décompose a un point d'ébullition éleve

d'un solvant organique en présence d'un surfactant ou d'un réactif'-2628,

Dans ce chapitre, nous visons a synthétiser et caractériser des NPs cceur/coquille de différentes
tailles dans le but d’améliorer leurs propriétés magnétiques et hyperthermiquesseront qui

seront présentées a la fin de ce chapitre de these.

Les NPs étudiées sont composees d'un noyau a base de ZnosFe2604 et d'une coquille en
MnFe;O4 (Figure 01).

MnFe,O, Zn, ke, 50,

Figure 11-1 : Représentation schématique des NPs cceur/coquille.

La synthése de ces NPs a été réalisée selon la méthode publiée précédemment par Noh et al*®
ou différentes tailles ont été obtenues en changeant le ratio des réactifs (acétylacétonate de fer,
zinc et cobalt). Dans notre cas, les différentes tailles ont été obtenues en ajustant la quantité du
tensioactif (acide oléique) en remplacant le cobalt par le manganése dans la structure de la
coquille pour éviter toute cytotoxicité des NPs.
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1.2 Matériels et méthodes :

11.2.1 Produits:

La synthése des NPs est réalisée a partir de la décomposition thermique de I'acétylacétonate de
fer (Aldrich), de zinc (Merck KGaA) et de manganése (Aldrich) dans 1I’éther benzylique (pureté

99%, d'Accros Organics) en présence de I'acide oléique (Aldrich).

L'éthanol absolu anhydre et le toluene ont été achetés chez Carlo ERBA. Tous les réactifs ont

été utilises tels qu'ils ont été recus.

1122 Meéthodes:
11.2.2.1 Synthese des NPs Zng.4Fe2604:

Les NPs ZnosFe2604 ont été obtenues en mélangeant de I'acétylacétonate de fer (I11) (0,55
mmol) et de I'acétylacétonate de Zn (I1) (0,83 mmol) en présence d'acide oléique (Tableau 1)
et d'éther benzylique (52,61 mmol). Le mélange a été placé dans un ballon a fond rond a trois
cols de 250 ml et chauffé a 290°C pendant 30 minutes sous atmosphere d'argon (Figure 11-2) .
Apres 30 minutes, le mélange a été refroidi & température ambiante dans des conditions
ambiantes, de I'éthanol a été ajouté au mélange formant un précipité noir qui a été centrifugé
(10000 rpm (rotation/min) pendant 10mn) et lavé deux fois avec de I'éthanol et dispersé dans

du toluéne.

Figure 11-2 : Montage de la réaction.
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11.2.2.2 Synthése des NPs ZnosFe2604@ MnFe2Oy:

Les NPs obtenues lors de la premiére étape (Zno.sFe2.604) ont été recouvertes d'une coquille a
base de MnFe204 (5 nm d'épaisseur) en mélangeant de l'acétylacétonate de fer (111) (0,18 mmol)
et de I'acétylacétonate de Mn (11) (0,33 mmol) en présence d'acide oléique (Tableau 1) et d'éther
benzylique (52,5 mmol). Aprés I'ajout des NPs de ZnosFe2604 en suspension dans I'hexane, le
mélange a été chauffé a 290°C et maintenu sous atmosphere d'argon pendant 30 minutes.
Ensuite, le mélange a été refroidi a température ambiante et de I'éthanol a été ajouté au mélange
pour donner un précipité noir. Le mélange a été centrifugé (10000 rpm) et lavé deux fois avec de

I'éthanol et dispersé dans du toluene (Figure 11-3).

Acide oléique

Ether benzylique
Hexane
.\ T=290°C
t=30mn
7ngy Fe, 0, Argon MnFe,0, 7ny4Fe; 0,

Figure 11-3 : Schéma de la réaction des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe20s .

Tableau 1. Volume d'acide oléique en fonction du diamétre moyen ciblé des NPs.

Core NPs Oleic acid
average diameter (nm) Volume (mmol)

5 10 6.3
10 15 5,6
18 22 4.2
45 50 0.7
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1123 Materiels:
1123.1 Diffraction des rayons X (DRX) :

Le profil de diffraction des rayons X des NPs telles qu’elles été préparées ( Figure 11-4 (a) )a
été obtenu avec un diffractometre PANalytical X'Pert Pro MPD . Ce dernier a été utilisé dans une
configuration Bragg-Brentano en réflexion, équipé d'une anticathode en Cu (rayonnement Ka,
0,154 nm) et d'un détecteur X'Celerator multicanaux a haute vitesse. Les échantillons étaient
placés sur un porte-échantillon a fond zéro en silicium. Ce dernier a été installé sur un spinner
rotatif pour permettre au plus grand nombre de grains d'étre en position de diffraction et le
diagramme XRD a été enregistré a température ambiante. Pour les NPs recuites ( Figure 11-4
(b) et (c)), la chambre utilisée est nommée Anton Paar 1200N. La poudre a été placée dansun
porte-échantillon en silicium a recul zéro et I'ensemble est placé dans le porte-échantillon dans

la chambre a air.

11232  Spectroscopie Mdssbauer :

Les analyses Mossbauer (Figure 11-5) ont été réalisées en utilisant un spectrometre Mdssbauer
conventionnel dans une configuration de transmission standard a température ambiante.
L'échelle de vitesse a été calibrée avec une source de CoRh (25mCi) et une feuille de fer
métallique. L'évaluation des spectres Mdssbauer a été effectuée par ajustement des lignes par
la méthode des moindres carrés en utilisant le programme Winnormos (Wissel). L'erreur sur

tous les spectres Mdssbauer du Fe était de + 0,1 mm.s™,

11233  Microscopie électronique en transmission (MET) :

Les images MET (Figure 11-6) ont été obtenues a I'aide d'un CM200 de Philips avec une tension
d'accélération de 200kV, une résolution ponctuelle d'environ 0,27 nm et un grossissement de x
50 000 & x 750 000. Une goutte d'une solution diluée de NPs dans du toluéne a été déposée sur
une grille de carbone trouée. Cette derniere a été chauffée sur une plaque chauffante a 50°C

pendant 2 heures pour éliminer toute trace de solvant.
11234 Spectroscopie a plasma a couplage inductif (ICP-OES) :

La spectrométrie d'émission optique a plasma a couplage inductif (ICP-OES) qui a été utilisée
pour la détermination de la quantité de fer (Fe), de zinc (Zn) et de manganése (Mn) qui
composent les NPs (Figure 11-7) est un Perkin ElImer Avio 200-OES aprés minéralisation des
dépdts dans de l'acide nitrique chaud 14M. Systéme standard d'introduction des echantillons :

chambre de pulvérisation cyclonique a chicanes avec un nébuliseur Meinhardt K1. Les
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parametres de fonctionnement sont les suivants : Puissance RF:1.5kW ; débit de gaz plasma 10
L min-1, débit de gaz auxiliaire 0.2 L min, débit de gaz du nébuliseur 0.7 L min et débit
d'introduction de I'échantillon 1.0 L min™. Des longueurs d'onde ioniques ont été utilisées pour
les mesures : Zn (206,2nm) et Fe (238,204nm), Mn (257,61nm).

11235 Spectroscopie Infra rouge a transformée de Fourier (IRTF) :

Les deux spectres IRTF (Figure 11-8) ont été enregistres a I'aide d'un spectrométre commercial
Agilent FTIR 680 en mode de réflexion totale atténuée (ATR). lls ont été acquis de 400 a 4000
cm™ avec une résolution spectrale de 4 cm™. Des spectres de référence ont été acquis avant
chaque acquisition pour déterminer les spectres d'absorption dans des conditions ambiantes.
Chaque mesure a été moyennée sur 200 scans en mode continu pour améliorer le rapport

signal/bruit.
11236 Mesures magnétiques :

Les propriétés magnétiques des NPs (Figure 11-9) ont été étudiées a I'aide d'un magnétomeétre a
échantillon vibrant (VSM) de Microsense appliquant un champ magnétique de 5KOe. Plusieurs
mg de NPs purifiées et sans tensioactif ont été encapsulées dans une coupe en verre de quartz

et hermétiquement scellées.

112.3.7 Hyperthermie magnétique :

Les mesures du débit d'absorption spécifique (DAS ) (figure 11-10) ont été réalisées par une
méthode calorimétrique sur un instrument DM 100 et un applicateur DM (Nanoscale
Biomagnetics™, nB, Zaragoza, Espagne) sous le logiciel MaNIlaC (Nanoscale
Biomagnetics™). 1 mL d'une solution contenant les NPs dispersées dans du toluene (5 mg.mL"
1) a été placé dans des flacons adaptés a cette mesure et un champ magnétique alternatif de 536,5
kHz / 300 Gauss ou 796 kHz / 200 Gauss a été appliqué. L'augmentation de la température a été
enregistrée pendant 1 min (60s) . La valeur du DAS a ensuite été calculée selon la méthode décrite
par Perigo et al?®, 1a courbe AT=f(t) a été ajustée avec une fonction polynomiale du second ordre
de la forme y=a+b1*x+b2*x2 ou b1 correspond a [dT/dt]t=0. La valeur du DAS a finalement

été calculée avec I'équation suivante :

toluenexCpeoluene % d_T

m
SAR (W/g) =

mparticules
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0U Mioluene €t CProluene SONt respectivement la masse (g) et la capacité thermique (J.g-1.K1) de
I'échantillon, mparticules (g) est la masse des nanoparticules magnétiques présentes dans

I'échantillon et [dT/dt]t=0 la fonction dérivée de la température at = 0 (K.s™).

I1.3 Résultats et discussions :
11.3.1 Diffraction des rayons X (DRX):

Les diagrammes de rayons X des NPs de Zno.4Fe2 04 avant et aprés le recuit a 300°C et 700°C
sont montrés dans (Figure 11-4). Le recuit des nanoparticules a ces températures était une étape

essentielle pour éliminer I'exces d'acide oléique afin de distinguer les pics de Bragg.
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Figure 11-4 : Diffractogrammes RX des NPs telles qu’elles sont préparées (a), apres recuit
a300°C (b) et a 700°C (c).

Les diffractogrammes de rayons X des NPs recuites a 300°C (b) montrent les phases d'oxyde
de fer des NPs qui sont moins cristallisées comparées a celles recuites a 700°C (c) qui
représentent un matériau bien cristallisé revient au Fe métal avec une petite quantité de
magnétite?® (expliquée plus tard par l'analyse de spectroscopie Mdssbauer). Ils peuvent
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représenter soit la magnétite (Fe203) ou la maghémite (y-Fe2Oz3), en raison de la similitude de
leurs motifs XRD, il est impossible de faire la différence entre la phase magnétite et la phase
maghémite avec l'analyse des rayons X220, Pour préciser la nature de la phase, les
nanoparticules ont été analysées par spectroscopie Mdssbauer (voir Figure 11-5). Mais il est a
noter que le recuit modifie les propriétés du matériau, de sorte qu'il n'est pas certain que I'analyse
XRD apres recuit permet de caractériser la structure actuelle du matériau.Nous avons malgré tout
effectuer des analyses par Mdssbauer mais nous considérerons que la structure des
nanoparticules sera essentiellement obtenue par des analyses de microscopie électronique a

transmission a haute résolution.

1132 Spectroscopie Mdssbauer :

Les spectres Mdossbauer obtenus des NPs telles que préparées et celles recuites a 300°C et
700°C sont montrés dans (Figure 11-5). Leurs parameétres hyperfins sont listés dans le Tableau
2.

(a)
1.00
as prepared NPs
0.98 - W -1
0.96 - _— (b)—
1.000
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at300°C
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Relative Counts
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(c)

1.00
0.98 u H -1
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at 7100’C
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-10 -5 0 5 10
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Figure 11-5 : Spectres Mdssbauer des NPs telles qu’elles sont préparées (noir), des NPs
recuites a 300°C (bleu) et a 700°C (rouge).
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Les spectres Mdssbauer des NPs telles qu’elles sont préparées (a) représentent un doublet pur
qui correspond aux NPs superparamagnétiques de FezsO4 (fer au stade d'oxydation I1l1). La
présence de Fe®" est également montrée dans le spectre (b) qui correspond aux NPs recuites a
300°C avec un pourcentage de 65% et les 35% restants représentent Fe?*. D'autre part, le sextet
bien défini obtenu a partir des NPs recuites a 700°C (c) (largeur de ligne 0.50mm/s) est attribué
au métal Fe. Le site 1 de ce spectre correspond a Fe® et le pourcentage de cette phase est de
85%, les sites 2 et 3 correspondent a la magnétite avec un pourcentage de 8%, enfin le site 4 est
attribué a 7% de NPs superparamagnétiques. Comme indiqué précédemment, nous ne pouvons
pas considérer que les données apres le recuit a 700°C puissent rendre compte de la
microstructure et de la composition des nanoparticules ce qui est confirmé par les mesures de

Madssbauer ou la quantité de Fe Il diminue drastiquement.

Tableau 2. Les paramétres hyperfins des NPs telles qu’elles sont préparées et celles recuites
a 300 et 700°C obtenus par analyse Mdssbauer.

T° (°C) Component IS (mm/s) EQ (mm/s) B(T) Phase Mass (%)
As prepared NPs 1 0,33 0,69 - Felll
300°C 1 0,19 0,74 - Felll 65
2 1,24 2,28 - Fe 1l 35
0
700°C 1 0 0 331 Fe 85
2 0,29 0 49 Fe,O, 8
3 0,62 0 46
4 0,25 0 Fe lll 7

11.3.3 Microscopie électronique en transmission (MET):

Afin de déterminer la taille et la morphologie des NPs, des caractérisations MET ont été
effectuées, les images des NPs ZnoasFe2604 et les ZnosFe260s@ MnFe204 ainsi que leurs
histogrammes de distribution de tailles sont présentées par la Figure 11-6. Les NPs sont
monodisperseées, elles ont une forme cubique et leurs diamétres moyens sont representés dans
le Tableau 3.
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Tableau 3. Diamétre moyen des NPs Zno.4Fe2.604 et des NPs Zno.4Fe260s@ MnFe204,.

Zno.4Fe2604 (1) ZNo.4F€2,60,@MnFe204(2)
Diametre (nm) Image Diametre Image
(nm)
5.0+0.4 1a 10.0+1.1 2a
10.0+0.7 1b 15.0+1.03 2b
18.0+1.7 1c 22.0+1.02 2c
45.0+1.2 1d 50.0+1.0 2d

4&«. »:} @

‘3

il &
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ﬂ P n'lll.n

Figure 11-6 : (1) Images MET (fond clair /bright field) des NPs Zno.4Fe2604: 5nm(a), 10nm (b), 18nm
(c) et 45nm (d). (2) Images MET des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204: 10nm (a), 15nm (b),
22nm (c) et 50nm (d).

Dans le but de confirmer la présence des différents éléments : Fe , Zn, O et Mn, une analyse par

la microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR) en combinaison avec

la microscopie électronique en transmission a énergie filtrée (EELS) a été réalisée sur les NPs
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Zno.4Fe2 604 de 45nm et les NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204de 50nm . Les images de cette analyse
sont representées dans la figure 11-7.

Ces images montrent la présence du Fe, O et le Zn dans les NPs ZnosFe2604 (2) ainsi que les
NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204 (b) et elles confirment la présence du Mn comme un élément qui
existe uniquement dans la coquille des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe20a. Les traces de silice en (a) et
(b) peuvent étre attribuées aux atomes de silicium constituant la diode Si du TEM excités par un
effet photoélectrique des lors que I'énergie des photos X incidentes est supérieure a celle de

I'ionisation du silicium®2,

100 nm 100 nm 100 nm

Figure 11-7 :  Images cartographie X des NPs Zno.4Fe2 604 (45nm) (a) et des NPs

Zno.4Fe2 604@MnFe204 (50nm) (b).
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Les analyses EDS représentés dans la figure 11-8 confirment les résultats de la cartographie
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Figure 11-8 : Spectres EDS des NPs Zno.4Fe2604 (45nm) (a) et des NPs

Zno.4Fez 604@MnFe204 (50nm) (b).

1134 Spectrométrie a plasma a couplage inductif (ICP-OES) :

Des analyses chimiques des NPs de Zno.4Fe2s0s@MnFe;O4 des quatre différentes tailles

(10,15,22 et 50nm) ont été réalisées par ICP- OES afin de quantifier le pourcentage de Fer (Fe),

de Zinc (Zn) et de Manganese (Mn). Les pourcentages obtenus par cette analyse et ceux calculés
théoriquement sont représentés dans la Figure 11-9.

Il Theoritecal % 50nm
[ ICP-OES % 50nm
[ Theoritecal % 22nm
[ ]ICP-OES % 22nm
Bl Theoritecal % 15nm
[ ICP-OES % 15nm
B Theoritecal % 10nm
[ ICP-OES % 10nm

Fe Zn
Dosed Metals

Mn

Figure 11-9: Analyse ICP-OES des NPs de Zno aFe2,60s@MnFe204
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Les quatre différentes tailles des NPs Zno.4 Fe26 O4s@MnFe204 10,15, 22 et 50 nm présentent des
pourcentages en Fe, Zn et Mn différents. Théoriquement et d’apreés les pourcentages calculés, le
Fe représente la phase principale pour les quatre tailles des NPs avec des pourcentages plus
élevés par rapport a ceux du Zn et Mn. Les pourcentages des métaux varient en fonction de la
taille des NPs. Le Fe et le Zn diminue pour les tailles les plus petites des NPs par contre le Mn
augmente pour les tailles les plus petites. Ceci peut étre expliqué par le changement de la taille
du coeur des NPs Zno sFe2,604 par rapport a la coquille des NPs MnFe2O4 . En effet, pour les NPs
Zno.4 Fez6 Os@MnFe;0450nm, le coeur est de 45nm et la coquille est d’une épaisseur de 5Snm.
Par contre, pour les NPs Zno.4 Fez,6 O4@MnFez04 les plus petites 10nm, le cceur et la coquille ont
la méme taille de 5nm. Pour cela, plus la taille du ceeur se rapproche de la taille de la coquille,
le pourcentage en Fe et en Zn diminue : de 80,15 et 11,31% respectivement pour les 50nm a
69,36 et 2,015% respectivement pour les 10nm. Par ailleurs, le pourcentage du Mn s’éléve : de
8,53% pour les 50nm a 28,62% pour les 10nm. Les pourcentages obtenus par les analyses ICP-
OES montrent les mémes variations des métaux par rapport aux quatre tailles des NPs avec une
différence en pourcentages. L’augmentation des teneurs en Zn et Mn par rapport au celles du Fe
peut étre attribuée aux traces libres Zn et Mn quin’ont pas été dopé avec les oxydes de fer (voir
Figure 11-7).

1135 Spectroscopie Infra-rouge a transformée de Fourier (IRTF):

Les spectres FTIR des NPs Zng.sFe2604 et des NPs ZnosFe2604@ MnFe2O4 sont présentés
dans la Figure 11-10 . Les deux spectres sont identiques, ils présentent :
- Une petite bande autour de 3391 cm™* correspondante a la liaison O-H de I'acide

oléique®.

- Deux bandes intenses situées & 2925 et 2854 cm™ qui correspondent respectivement
auxliaisons d'étirement symétriques et asymétriques des groupes CHz de I'acide
oléique.

- A 1721 cm une autre bande qui revient a la vibration d'étirement C=0 de la fonction
COOH.

- A1560cm™ et 1416 cm™ deux bandes attribuées respectivement aux modes de vibration
d'étirement symétrique et asymétrique de la fonction COO".

- Une autre petite bande présentée a 1086 cm™ qui correspond aux liaisons C-O de I'acide
oléique.

- Et enfin, une bande observée a 717 cm™ attribuée aux liaisons Fe-O.
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Figure 11-10 : Spectres IRTF des NPs de Zno.4Fe2604 (rouge) et Zno.4Fe2604@ MnFe204

(noir).
1136 Propriétés magnétiques :

Les analyses de magnétisation en fonction du champ magnétique des NPs Zno.sFe2 604 et des
NPs Zno.4Fe2604@ MnFe,O4s0nt présentées dans la Figure 11-11. Le champ appliqué dans cette

étude est de 5000 Oe. Les valeurs de cette analyse sont listés dans le Tableau 4.
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Figure 11-11 :  Courbes de magnétisation des NPs de Zng.4Fe2604 (a). NPs Zng.4Fe2 604@
MnFe204 (b). Magnétisation en fonction de la taille des NPs Zng.4Fe2 604 (). Magnétisation
en fonction de la taille des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe2O4 (d).

Tableau 4 : Valeurs de saturation magnétique des NPs Zno 4Fe2 604 et des NPs Zng.sFe2 604@
MnFe204

Z£Mo.4F€2604 Saturation ZNo.Fe2604@Mnke;04 Saturation
Taille (nm) magnetique Taille (nm) magnétique
emu/g emu/ g
5,0 £ 0,4 (rouge) 0.0122 10,0 + 1,1( rouge) 0.0655
10,0 + 0,7 (bleu) 0.0317 15,0 + 1,03 (bleu) 0.4918
18,0 + 1,7 (noir) 0.1295 22,0 + 1,0(noin) 2.8463
45,0 1,2 (vert) 7.000 50,0 + 1,0 (vert) 28,1214

Les valeurs de saturation magnétique des NPs Zno 4Fe2604 (1) de 5,0 £ 0,4 nm (rouge), 10,0 £
0,7 nm(bleu), 18,0 + 1,7 nm(noir) et 45,0 = 1,2 nm(vert) sont respectivement de 0.0159, 0.041,
0.123 et 7emu/ g, etde 0. 065, 0.478, 2.83, et 28,12 emu / g avec leur coquille correspondante
(MnFe204) 10,0 £ 1,1nm ( rouge), 15,00 £ 1,03nm (bleu), 22,00 + 1,02nm (noir) et 50,0 + 1,0
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nm (vert) respectivement (2). Les NPs Zno4Fe2.604 de 45,0 nm et les Zno.4Fe2604@ MnFe204
de 50,0 nm présentent les valeurs de saturation de magnétisation les plus éleveées (c) et (d). Ceci
expligue que les valeurs de magnétisation augmentent avec la taille des NPs. Ce comportement
dépendant revient a la contribution réduite de la surface lorsque la taille des NPs devient plus
grande'®. Les résultats obtenus montrent l'intérét de l'ajout de la coquille qui améliore les
propriétés magnétiques des NPs de plus de 4 fois. Pour les deux NPSs ZnosFezs0s et
Zno.4Fe2604@ MnFe2O4, I'aimantation est proche de 0 a champ nul, ce qui est typique de I'effet
superparamagnétique, et l'effet ferromagnétique est absent puisque les courbes d'aimantation ne

présentent pas d'hystérésis.

113.7 Hyperthermie magnétique :

Dans la figure 11-12, les valeurs de la SAR des NPs Zng.4Fe2 604@MnFe204sont présentées en
fonction de leurs différentes tailles 10, 15, 22 et 50 nm ainsi que les courbes de chauffage des
NPs ZnosFe2604@MnFe204 de 50nm en fonction du temps sous un champ magnétique
alternatif de 536,5 kHz / 300 Gauss et 796 kHz / 200 Gauss.
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Figure 11-12 : (a) Valeurs SAR des NPs Zno.4Fe2 60s@MnFe204 selon leurs différentes
tailles. (b) Courbes de chauffage des NPs Zno.4Fe2 604@MnFe>O4 de 50nm en fonction du
temps sous un champ magnétique alternatif de 536,5 kHz /300 Gauss ou 796 kHz / 200

0 —a——

Gauss.
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L'objectif principal de notre étude depuis le début était d'optimiser la taille des NPs afin
d'augmenter les propriétés d'hyperthermie. Les précédentes études de mesure magnétique ont
déja montré I'importance des capacités magnétiques des NPs de 50 nm Zno.sFe2604@MnFez04
par rapport aux plus petites tailles (Figure I11- 9). Ces capacités sont également confirmées par
I'analyse de I'nyperthermie. Les NPs Zno.4Fe2604@MnFe204 de 50nm donnent les valeurs de
SAR les plus élevées par rapport aux NPs les plus petites avec 96,92 et 110,38 W/g sous un
champ magnétique alternatif de 536 kHz et 796 kHz respectivement (Figure 11-10 (a)). La
chaleur générée par ces NPs est attribuée aux relaxations browniennes et de Néel. Les courbes
de chauffage (Figure 11-10 (b)) montrent une augmentation progressive de la température des
NPs en fonction du temps. Apres 1mn (60s) la température des NPs atteint 9,56 et 14,42 C° sous

un champ magnétique de 536 kHz et 796 kHz respectivement.
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1.4 Conclusion :

Dans cette étude, différentes tailles de NPs cceur/coquille & base d’oxyde de fer
superparamagneétiques monodisperses cubiques ont été synthétisées par décomposition
thermique. Les résultats obtenus par les analyses magnétiques montrent que les plus grosses
particules de 50 nm présentent des propriétés magnétiques supérieures a celles des plus petites.
En revanche, ils justifient le rdle de la coquille dans I'amélioration des propriétés magnétiques
des NPs par rapport au coeur seul plus de 4 fois. Les résultats d’hyperthermie ont confirmé la
capacité de ces NPs a présenter de bons résultats de chauffage aprés une courte période de temps
(60s).
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Chapitre 111 : Fonctionnalisation des nanoparticules pour
I’encapsulation et la délivrance du principe actif

1.1 Introduction:

Comme nous I’avons indiqué dans le chapitre précédent, les nano-objets a base d’oxyde de fer
ont connu un développement trés rapide dans le domaine de la nanomédecine notamment pour
la thérapie anticancéreuse grace a leurs propriétés magnéetiques et leurs faibles toxicités. Ceci a
permis leur sélection comme outil pertinent pour combiner 1’hyperthermie magnétique et la

libération controlée du médicament anticancéreux® dans le cadre de la thérapie cancéreuse.

Les nano-objets de type cceur/coquille développés dans le cadre de ce travail de these,
présentent de nombreux avantages dans le domaine de la délivrance du médicament. En effet,
la combinaison entre les propriétés magnétiques du ceeur et les propriétés macromoléculaires de
la coquille confére aux nano-objets des propriétés intéressantes. Les systemes fonctionnaliséspar
des polymeres sensibles souvent nommes « systemes intelligents » et qui répondent a un stimuli
extérieur tel que le pH?, la lumiére® ou la température* sont souvent les plus prometteurspour la
délivrance contrélée du médicament et les plus étudiés dans la littérature. Par exemple,dans le
cas des polymeres thermosensibles, une augmentation de la température conduit au changement
du comportement colloidales de ce dernier dans le solvent a une certaine température nommée
la LCST (Lower Critical Solution Temperature)®. Ce changement de 1’étathydrophile & 1’état
hydrophobe entraine la libération du médicament lorsque I’encapsulation dumédicament est

essentiellement due aux interactions hydrogénes®.

Nous avons déja mentionné dans le chapitre 1, les différents types de polyméres thermosensibles
les plus utilisés dans des applications biomédicales et nous avons justifié les avantages des
polyméres qui sont & base MEO2MA (2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate) et OEGMA (oligo
(éthyléne glycol) méthacrylate) par rapport aux autres dans le secteur de la délivrance du
médicament tels que la biocompatibilité et la biodégradabilité®. Nous avons également citer les
deux differentes techniques de greffage du polymere sur la surface des nanoparticules :

« grafting-to » et « «grafting-from » et pour une densité de greffage supérieure, nous avons
choisis d’utiliser la deuxiéme technique en faisant croitre le polymeére a partir de la surface des
nanoparticules. La technique de polymérisation utiliseée lors de notre étude et la technique de la
polymérisation radicalaire par transfert d’atome a travers les activateurs régénérés par transfert

d’¢électron (ARGET-ATRP) qui a été décrite précédemment. L’avantage de cettetechnique pour
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le greffage du polymeére ainsi que pour I’encapsulation du medicament anticancéreux

(Doxorubicine) a été démontré dans le travail de thése mené par Zied Ferjaoui et al’.

Dans ce travail, des nanoparticules de Fes-sOa4 type cceur/coquille ont été obtenues a partir de la
croissance, par polymérisation vivante contr6lée, de copolymeres basés sur des fragments de
méthacrylate de 2-(2-méthoxy) éthyle (MEO2MA) et de méthacrylate d'Oligo (éthyléne glycol)
(OEGMA), ce qui a donné P(MEO2Max-OEGMA100-x) (le rapport des deux monomeres a été
modifié¢ pour ajuster la température de libération d’un médicament mod¢le (doxorubicine). lls
ont montré que ces nanoparticules étaient capables de charger et de libérer la Doxorubicine avec
un taux de charge (DLC) de 6,6% et une efficacité de chargement de 56,1% ce qui est presque

similaire aux résultats de la littérature.

Dans ce chapitre, les nanoparticules Zno.4Fe2604@ MnFe O, présentees précédemment, seront
fonctionnalisées par le copolymere poly(MEO2MAs-OEGMA40) afin d’obtenir un systéme
thermosensible capable d’encapsuler et de libérer la Doxorubicine en changeant son
comportement colloidal sous I’effet de la température générée par le processus d’hyperthermie.
La libération de la doxorubicine en fonction de différentes températures ainsi qu’en fonction du
temps a deux températures fixes sera étudiée dans 1’eau et dans le milieu physiologique afin
d’imiter au mieux les conditions physiologiques du corps humain. L’objectif de ce chapitre est

représenté dans la figure I11-1.

W N ’
Zng sFe, s0,@MnFe,0, P (MEO,MA60- OEGMAA0)
Silanisées

Figure 111-1 : Objectif du chapitre 11I.

84



[11.2 Matériels et méthodes :

I11.2.1 Produits utilisés :

Les produits chimiques utilisés pour la silanisation des nanoparticules sont le (chlorométhyl)
phenyléthyl)  triméthoxysilane (CMPETMS) de Gelest,> 95%, I'hydroxyde de
tétraméthylammonium pentahydrate (TMAH) (99,8%), le (3-aminopropyl) triethoxysilane
(APTES), le a-bromoisobutyryl bromide (BIBB) et le toluene (réactif de laboratoire,> 99,3%)de
Sigma-Aldrich.

Pour la polymérisation , on a utilisé des fragments de méthacrylate de 2-(2-méthoxy) éthyle
(MEO2MA) (98%) et de méthacrylate d'oligo (eéthyléne glycol) (OEGMA) (98%), du diméthyl
sulfoxide (DMSO) (> 99,8%) de Sigma-Aldrich et de 1’eau Milli-Q.

La doxorubicine (DOX) médical utilisée pour I’encapsulation provient du laboratoire
« Accord » avec une concentration de 50mg/25ml. Le DMEM utilisé est de la marque Gibco. Il
contient 4,5 g/L de D-glucose, de la L-Glutamine, 25 mM de tampon HEPES et pas de pyruvate

de sodium, ni de rouge de phénol.

[11.2.2  Méthodes:
[11.2.2.1 Silanisation des NPs Zno4Fe2604@ MnFe2O4 de 22nm par le CMPETMS :

Le silane joue le role d’un amorceur de polymérisation qui permettra le greffage du

polymere sur la surface des nanoparticules.

Le protocole de la silanisation que nous avons adopté se fait en deux étapes :
> La premiére étape : consiste a disperser 100mg de NPs Zno 4Fe2604@ MnFe204 dans
une solution de 30 ml de toluéne. Le mélange est soumis aux ultrasons pendant 15 mn
pour bien disperser les NPs dans le solvant. Puis, 0,4 mmol, (V = 98,2 ul) de
chloromethylphenylethyltrimethoxysilane (CMPETMS) est injecté dans la solution. Le

mélange est chauffé a 50°C sous une pression d’argon et sous une agitation magnétique.

A cette température, 2 ml d'une solution de TMAH (217,5 mg dans 6 ml d’éthanol) a

été ajouté au mélange. Ce dernier est agité pendant 24 heures. Apres les 24h, les NPs
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sont refroidies jusqu’a la température ambiante, récupérées et lavées deux fois avec le

toluéne par une centrifugation (10000rpm/10mn).

> la deuxieme étape : les NPs sont dispersées dans 20 ml de toluene. Le mélange est
chauffé a 50°C sous une agitation et sous ’argon. A cette température, 4 ml d'une
solution de TMAH sont ajoutés. Nous laissons agir les réactifs pendant 30 mn. Enfin, le
mélange est refroidi. Les NPs sont récupérees et lavées deux fois avec le toluéne parune

centrifugation (10000rpm/10mn) (Figure 111-2).

1- Toluéne, CMPETMS, TMAH
T 50°C
0— s| = c

2- Toluéne, TMAH
Zny Fe 40, T=50°C

MnFe,0,

P{

\

Figure 111-2 : Schéma de la silanisation des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe>O4 par le CMPETMS.

111.2.2.2 Silanisation des NPs ZnosFe260:@ MnFe;Os de 50nm par les APTES-BIBB :
La silanisation des NPs avec les APTES ((3-Aminopropyl) triethoxysilane) se fait également
en deux étapes :
Premiére étape : 100mg de NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204 ont été dispersées dans un volume de
30ml de toluéne. Puis, le mélange a été mis aux ultrasons pendant 15 mn afin de bien disperser
les NPs dans le solvant. Ensuite, le mélange a été mis sous bain d’huile, chauffage a 50°C sous
agitation magnétique et sous argon pendant 30mn. A cette température, un volume de 90ul des
APTES a été ajoute goutte a goutte. Le mélange est resté sous agitation magnétique pendant

24h a 50°C et sous argon.
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Deuxiéme étape : apres les 24h, les NPs ont été récupérées par une centrifugation (1000rpm/
10mn) et lavées 2 fois avec le toluene. Puis, elles ont été redispersées dans 30ml de toluene
anhydre. Ensuite, 150l de TEA (triéthylamine) a été ajouté au mélange. Apres, le mélange a
été refroidit a 0°C avec un bain de glace. A cette température, 75ul de BIBB (a- bromoisobutyryl
bromide) a été injecté au mélange. Ce melange est resté sous agitation pendant30mn a 0°C puis
24h a une tempeérature ambiante. Enfin, les NPs ont été récupérées par une centrifugation

(1000rpm /10mn) et lavées 2 fois avec le toluéne (Figure 111-3). .

1- Toluéne, APTES
T=50°C N\ J

—> ; |

/
MnFe,0, Zn, Fe, 2- T?':JZ?(?LT;SA;CNBB \\O ’O H
N/
~Si
// -
~ &,

Figure 111-3 : Schéma de la silanisation des NPs Zno.4Fe2.60s@ MnFe204 par les APTES-
BIBB.

111.2.2.3 Polymérisation des NPs@ CMPETMS (22nm) et des NPs@ APTES-
BIBB (50nm)par le P(MEO2MAsOEGMAL) :

La fonctionnalisation des NPs@ CMPETMS et des NPs @ APTES-BIBB par le
P(MEO2MAsOEGMA0) a été realisée selon le processus ARGET-ATRP qui a été décrit dans
le premier chapitre.

Premierement, les NPs (50mg) ont été dissoutes dans le DMSO (30ml) puis dispersées aux
ultrasons pendant 15mn. Ensuite, un volume fixe de 2-(2-méthoxy) éthyle méthacrylate

(MEO2MA) (1,16ml) et d’oligo (éthylene glycol) méthacrylate (OEGMA) (1,14ml) a été ajouté
a la solution goutte a goutte. Puis, une quantité de CuBrz (200ul) (CuBr2/ TPMA/DMSO)
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(0.884 mmol CuBr2, 4.3 mmol TPMA) a été injectée. Ce dernier, joue le role d’activation de
greffage du polymeére sur le silane. La réaction est réalisée sous argon et sous agitation
magnétique pendant 30mn. Apres les 30mn, un volume d’hydrazine/DMSO (250pl) a été injecté
dans le mélange. Le mélange reste sous argon et sous agitation magnétique pendant 2 heures.
Enfin, le mélange est versé dans 300ml d’cau chauffée a 50°C pour permettre la précipitation

des NPs. Les NPs sont lavées deux fois a I’cau chaude (50°C) (Figure 111-4) .

DMSO

(a) ~
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Figure 111-4 : Schémas de la polymérisation des NPs @CMPETMS (a) et des
NPs@APTES-BIBB par le P(MEO2MAsOEGMAL0) (b).
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111.2.2.4 Encapsulation de la DOX:

la doxorubicine a été encapsulée dans les NPs en mettant en suspension 2,5 mg de NPs@
P(MEO2MAGBOOEGMA140) dans 5ml d’eau MilliQ et Sml de milieu physiologique (DMEM)
séparément. Le mélange a été mis aux ultrasons pour bien disperser les NPs. Puis, il a été mis en
contact avec 2,5mg de DOX (0,5mg.mL™). Le mélange a été agité dans 1’obscurité pendant 24h.
Apres les 24h , les NPs chargées en DOX ont été lavées par I’eau Milli-Q et par le DMEM 4 fois
jusqu’a ce que le surnageant soit clair et aucun signal de DOX ne puisse étre détecté par

spectroscopie UV-visible (Figure 111-5).

P(MEO2MAgOEGMA40)
Figure 111-5 : Encapsulation de la DOX.

A la fin les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA.0) chargées en DOX ont été dispersées dans 3 ml de
solvant (eau et DMEM) pour I’analyse UV-visible.

Le relargage d la DOX a été etudié en mesurant 1’absorbance de la DOX libérée dans le

surnageant par UV-visible & 480nm en fonction de la température et du temps.

Pour les mesures en fonction de la température, les NPs chargées en DOX ont été dispersées
respectivement dans 3 mL d’eau Milli-Q et dans 3 mL de DMEM. Ces deux solutions ont été
chauffées pendant 5 min une fois la température ciblée atteinte. Les NPs sont ensuite séparees
du surnageant grace a un aimant. Le surnageant est analysé par UV-vis puis les NPs sont a
nouveau dispersées dans ce surnageant. Cette opération est répétée pour plusieurs températures
entre 35°C et 50°C.

Les mesures de la cinétique de libération de la DOX ont été étudiées pareil dans 1’eau Milli-Q

et dans le DMEM en mesurant 1’absorbance du surnageant, obtenu de la méme maniere que
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précédemment chaque une heure de 1 a 50h. Pour chaque milieu, deux températures sont fixées :
37°C (temperature physiologique) et 42°C (LCST).

I est possible de déterminer le taux de charge du médicament (DLC) sur les NPs et ’efficacité

d’encapsulation (DLE) gréace aux formules suivantes :

masse de DOX encapsulée dans les NPs

masse de NPs

masse de DOX encapsulée dans les NPs

DLE% = x 100

masse de DOX mise en contact avec les NPs

Les résultats du relargage obtenus seront comparés aux trois modéles mathématiques
empiriques qui décrivent la nature du mécanisme de la libération du principe actif par des

NPs ceeur/coquille. Les trois modéles comparés sont®! :

Modele d’ordre zéro : Ce modele représente la vitesse de libération indépendante de
la concentration du principe actif dissous. Si la libération du principe actif suit le modéle
cinétique d’ordre zéro, cela explique que le libération du principe actif se fait d’une manicre

constante et la libération est contrdlée. Ce modéle est représenté par 1’équation suivante :
M: = Mo + Ko.t (11-1)
Ou:

Mt : la quantité de principe actif libérée au temps t,
Mo : la quantité de principe actif initiale (généralement Mo = 0),

Ko : la constante de libération d’ordre zéro.

Modeéle premier ordre : Ce modéle représente la vitesse de libération dépendante de

la concentration du principe actif dissous. Dans ce modeéle, la libération du principe actif est
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rapide au début. Cette vitesse est expliquée par la diffusion du principe actif qui est

encapsulé proche de la surface puis elle se ralentit.

L’¢équation de ce modele est représentée comme suite :

Ln(Mo — Mt) = Ln(Mo) — K1.t (111-2)
Avec :
Mo : la quantité de principe actif avant la dissolution,
Mt : la quantité de principe actif libérée au temps t,

K1 : la constante de libération de premier ordre.

Modéle d’Higuchi : Ce modéle défini la libération par diffusion et il décrit la libération

a partir des matrices solides. L’équation de ce modeéle est la suivante :

M: = KnAt (111-3)

Ou:

M : la quantité de principe actif libérée au tempst,

Kn: la constante de vitesse. La libération s’effectue par diffusion et ne dépend pas de Mo.
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111.2.3 Matériels :

111.2.3.1 Mesures d’analyse thermogravimétrique (ATG) :

Les analyses ATG ont été réalisées avec un Setaram Setsys évolution 1750. Les expériences
ont été effectuées en air sec (débit 20 mL.min—1) comme gaz porteur et une rampe de

température de 5 °C.min—1 de la température ambiante a 550 °C.
I11.23.3  Microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR):

Les images de la microscopie électronique en transmission (TEM) et de microscopie
électronique en transmission a balayage (STEM) ont été réalisées sur un microscope JEOL
JEM - ARM 200F Cold FEG fonctionnant a 200 kV et équipé d'un correcteur de sonde a
aberration sphérique (Cs). Les compositions chimiques ont été déterminées par spectroscopie
X dispersive en énergie (EDXS). Les cartes X ont été enregistrées sur un spectrométre Jeol
(SDD, Jeol DRY SD 30 GV).

111.2.3.4 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :

Les mesures de diffusion de la lumiére ont été effectuées a l'aide d'un ALV/ CGS-3 systeme
de goniometre compact , équipé d'un corrélateur numérique tau multiple ALV-7004 et un laser
He-Ne optimisé d'une puissance de sortie de 22 mW fonctionnant & une longueur A = 632,8
nm. Pendant I'analyse, I'échantillon a été conservé dans un bain de toluéne pour maintenir
une température constante de I'échantillon (de 20 °C a 50 °C) et pour supprimer les reflets du
verre-air- interface de la cellule d'échantillonnage. La lumiére diffusée a été détectée a angles

de diffusion 30° < 0 < 150° , correspondant a la diffusion régime vectoriel 0,00459
nm—1 < ¢ < 0,00255 nm—1 . qui peut étre calculée en utilisant I'équation (I11- 4), ou n est

Iindice de réfraction du solvant (eau).

q = *Mn sin (9) (111-4)
A 2

En DLS, les fonctions d'autocorrélation ont été analysées en termes de distribution du temps

de relaxation (1) en fonction de la routine REPES. Le rayon hydrodynamique moyen (RH) a

été estime a l'aide de I'équation de Stokes-Einstein (I11-5), ou DO est des nanoobjets
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déterminé de la pente de la dépendance g? du taux de relaxation (<I'> =Dq? ), kg est la

constante de Boltzmann, T est la température absolue et ns est la viscosité du solvant (eau).

—_ HeT

Ry &M s Dy (TII-3)

111.2.3.5 Superconducting Quantum Interference Device (SQUID) :

Les mesures du magnétisme réalisées dans ce chapitre ainsi que les courbes ZFC/FC des NPs
ont été réalisées a 1’aide d’un magnétomeétre MPMS3 Squid produit par « Quantum design
».Les paramétres de mesures sont comme suite : Amplitude vibration =5nm , temps moyen
= 2sec. Les échantillons ont été analysés dans une capsule gélatine fixée dans une paille en

verre.
111.2.2.6 Hyperthermie magnétique :

Les mesures du taux d'absorption spécifique (SAR) ont été réalisées par une méthode
calorimétrique sur un instrument DM 100 et un applicateur DM (Nanoscale Biomagnetics™,
nB, Zaragoza, Espagne) sous le logiciel MaNIaC (Nanoscale Biomagnetics™). 1 mL d'une
solution contenant les NPs dispersées dans le toluéne (5 mg.mL™) a été placé dans des flacons
adaptés a cette mesure et un champ magnétique alternatif de 536,5 kHz / 300 Gauss ou 796
kHz / 200 Gauss a été appliqué. L'augmentation de la température a été enregistrée pendant
2 min 40s. La valeur de SAR a ensuite été calculée selon la méthode décrite par Perigo et
all12, la courbe AT=f(t) a été ajustée avec une fonction polynomiale du second ordre de la
forme y=a+b1*x+b2*x2 ou bl correspond a [dT/dt]=o. La valeur de SAR a finalement été

calculée avec I'équation suivante :

toluene*Cptoryene % d_T

m
SAR (W/g) =

particules

ou m toluene et Cp toluéne sont respectivement la masse (g) et la capacité thermique
thermique (J.g-1.K!) de 1’échantillon, m particules (g) est la masse des nanoparticules
magnétiques présentes dans 1’échantillon et [dT/dt] o est la fonction dérivée de la

température at =0 (K.s™)
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111.3 Résultats et discussions :

I11.3.1 Analyse par spectroscopie Infra-rouge a transformée de Fourier (IRTF) :

Dans le but de confirmer le greffage du CMPETMS et du copolymeére
P(MEO2MAsOEGMA0) sur la surface des NPs Zng 4Fe2604@ MnFe;04 de 22nm et de
APTES avec le copolymére sur la surface des NPs Zno.sFe2604@ MnFe2Os de 50nm,
une analyse par spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier a été effectuée. Les
résultats en fonction du diametre des NPs considérées sont présentés dans la figure 111-
6.

Le spectre infra rouge a transformée de Fourier des NPs-CMPETMS (Figure 111-6 noir)
montre une bande a 736 cm™ caractéristique a la liaison Fe-O, une deuxiéme bande
intense et fine a 946 cm™ qui est attribuée aux vibrations des liaisons Fe-Si-O qui prouve
que la surface des NPs est bien modifiée par le Silane. La présence du Silane est aussi
bien confirmée par les vibrations d’¢longation des liaisons C-C a 1485, C=C 2 1630 cm™et
des liaisons C-H a 3024 cm™. D’aprés le spectre des ZnosFe604s@ MnFe04
@CMPETMS@P(MEO2MAscOEGMA4) (rouge), la présence du copolymere est
confirmée par la bande d'absorption située entre 2900 et 2980 cm™ et qui est attribuée a
la liaison de vibration C- H. Une autre bande trés intense et fine qui caractérise les liaisons
de vibration C=0 est située a 1700 cm™, et enfin les liaisons de vibration C-C et C-O qui

sont présentes a 1400 et 1100cm™.

Le spectre bleu montre une bande moyenne de la liaison N-H et une bande intense de la
liaison C-H qui présentent les APTES fixés sur la surface des NPs. La présence des
APTES est fortement confirmée par les liaisons CO-Br, NH-CO,C-N, Si-O et C-Br a
1683, 1645, 1244 , 1013 et 767cm! respectivement. Le spectre vert des NPs-APTES@
P(MEO2MA&OEGMA40) confirme la réussite de la fonctionnalisation des NPs-APTES
avec le copolymere P(MEO2MAgsOEGMA4) par les liaisons de vibrations C=0 et C-O
situées a 1730 et 1225cm™ respectivement.
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Figure 111-6 : Spectres IRTF des NPs-CMPETMS (noir), NPs-CMPETMS@
P(MEO2MAsOEGMA40) (rouge), NPs-APTES (bleu) et des NPs-APTES@
P(MEO2MAsOEGMA4) (vert).

111.3.2  Analyse thermogravimétrique (ATG):
L’ATG a été utilisée dans le but de déterminer la quantité de I’acide oléique et du copolymeére

sur les nano-objets Zno.4Fe2.604@ MnFe204 de 22 et 50nm.

Les résultats de cette analyse sont représentés dans la figure 111-7.
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Figure 111-7 : (a) courbes ATG des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204 (noir) et des NPs@
P(MEO2MAsOEGMAu40)(rouge) de 22nm. (b) courbes ATG des NPs Zno.sFe2 s04@
MnFe204 (noir) et des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40)(rouge) de 50nm.
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La présence de I’acide oléique dans la synthése des NPs conduit a sa formation sous forme d’une
bicouche sur la surface des NPs. La premiére couche se forme grace a des liaisons ioniques entre
son COO" et le Fe®* de I’oxyde de fer (chimisorption) et la deuxiéme couche se forme avec les
queues de la premiére (physisorption, liaison Van der Waals)#!3, La formation de cette
bicouche sur la surface des NPs explique la division de la perte de masse des NPs Zno4Fe2604@
MnFe204 en deux parties. Par contre, il est difficile de discerner dans les courbes d’ATG la
décomposition de 1’acide oléique de 1’évaporation des solvants utilisés lors de la synthese qui
malgré les différents rincages peut rester présent ainsi que le solvent des lavages . En effet nous
avons utilisé d'éther benzylique et le toluéne dont les points d’ébullitions sont de 298°et 110°C.
Nous choisissons donc de ne discuter que les résultats avec le greffage du co-polymere ou seules

les molécules d’cau restent adsorbées en surface et s’évaporent autour de 100°C.

La courbe ATG (rouge(a)) des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 22nm présente une perte de
28% qui revient a I’évaporation des gouttes d’eau a moins de 150°C (1) qui est enregistrée dans
la courbe des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm (rouge(b)) avec une perte de 22%.

La perte de masse observée de 200°C a 550°C des deux courbes des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA0) de 22nm (rouge(a)) et des NPs@ P(MEO2MAscOEGMA40) de 50nm
(rouge (b)) est attribuée a la décomposition du copolymére P(MEO2MAsOEGMA40) avec un
pourcentage de perte de 47 et 65% respectivement ceci s’explique par le fait que la masse du
copolymeére greffée sur la surface des NPs de 50nm est plus grande que celle greffée sur la

surface des NPs de 22nm.

I11.3.3 Microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET-HR):

Una analyse par le microscope électronique en transmission a haute résolution a été réalisée
dans le but d’étudier la stabilité cristalline des NPs ZnosFe2s0:@ MnFe;Os apres la

modification de leurs surfaces avec le silane et le copolymére P(MEO2MAgOEGMA40).

La figure 111-8 montre les images MET-HR des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe;O4 de 22 et 50 nm
avant et apres la fonctionnalisation par le copolymere P(MEO2MAgOEGMA40) avec leurs
histogrammes de distribution de taille. Les histogrammes sont réalisés a partir de centaines de

NPs pour chaque échantillon. La distribution a été ajustée par une distribution de Gauss.

Les images (a) et (c) montrent des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe204 cubiques monodispersées avec

une taille moyenne de 22 et 50nm respectivement avant la modification avec le silane et le
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copolymere. Les NPs fonctionnalisées par le P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm montrent
une certaine agrégation causée par les chaines du copolymere. Les NPs fonctionnalisées de

22 et 50nm sont représentées dans 1’image (b) et (d).

Figure 111-8 : Image MET (bright field- fond clair) et histogramme de distribution de taille
des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe20s 22nm (a) , des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm (b),
des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe204 50nm (c) et des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm.

Les NPs Zno 4Fe2604@ MnFe2O4 fonctionnalisées par le copolymére P(MEO2MAgOEGMA4)
gardent leurs tailles sur les images MET de 22nm (b) et de 50nm (d) ainsi que leurs formes. La
détection du carbone qui revient au copolymere n’a pas été possible sur des grilles en Cu

recouvertes d’un film de carbon qui ont été utilisées pour cette analyse.

La figure I111-9 montre des clichés de diffraction électroniques des NPs présentées
precédemment dans la figure 111-8.
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Figure 111-9 : Clichés de diffraction des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe20422nm (a) , des NPs@
P(MEO2MAOEGMA0) 22nm (b) , des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe20450nm (c) et des
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm.

Les clichés de diffraction électroniques des ZnosFe.cOs@MnFe 0, et des
NPs@P(MEO2MAsOEGMA40) des deux tailles 22 et 50 nm sont représentés dans les images
(@), (b), (c) et (d) respectivement. Ces clichés présentent des taches ponctuelles bien organisées
associees aux différents plans cristallins de la magnétite (les plans sont présentés sur les images)
et qui sont similaires a ceux obtenus par la diffraction des rayons-X. Ces clichés montrent que la

fonctionnalisation des NPs n’affecte pas la structure cristalline des NPs.

Une analyse chimique par ’EDS a été réalisée pour les NPs étudiées. Les spectres de cette

analyse sont représentés dans la figure 111-10.
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Figure 111-10 : Spectres EDS des NPs Zno.4Fe2.604@ MnFe20422nm (a) , des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA0) 22nm (b) , des NPs Zno 4Fe2604@ MnFe20450nm (c) et des
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm (d).

Les spectres EDS des NPs ZngsFe2604@ MnFe;O4 22nm (a) , 50nm (c) et des NPs @
P(MEO2MAgOEGMA40) 22nm (c) et 50nm (d) montrent les différents éléments : Fe, Zn, O et
Mn qui forment les NPs. Comme il a été mentionné précédemment, il n’est pas possible de
détecter le Carbone qui est présent dans le silane et le copolymere P(MEO2MAgOEGMA40) a
cause du type de grille MET utilisé.

[11.3.4 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :

Afin d’étudier le comportement colloidale des NPs@ P(MEO2MAsgOEGMA4o dans le milieu
aqueux sous I’effet de la température , une analyse par la diffusion dynamique de la lumiére a
éte realisée. Dans la figure 111-11 nous présentons 1’évolution du diamétre hydrodynamique
des NPs@ P(MEO:MA&OEGMA4) 22 (a) et 50nm (b) a différentes températures de 20
jusqu’au 50°C.

A des températures inférieures de 40°C, on ne remarque pas un changement significatif du
diametre hydrodynamique soit pour les NPs @P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm (a) ou celles
de 50nm (b).
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Au-dela de 40°C, le diamétre hydrodynamique des deux tailles diminue brusquement jusqu’a

ou il atteint une certaine stabilité.
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Figure 111-11 : Comportement colloidale des NPs @ P(MEO2MAgOEGMA40) 22nm (a) et
50nm (b) en fonction de la température

En dessous de 40°C qui est une température tres proche de la LCST des ZngsFe260:@MnFe204
@ P(MEO2MAsOEGMA40) 22 et 50 nm dans 1’eau, le diamétre hydrodynamique des NPs est
plus grand car les chaines du copolymere greffées sur la surface des NPs sont hydrophiles et donc

elles sont gonflées par 1’eau via les liaisons hydrogénes entre le copolymére et I’eau.

La diminution du diameétre hydrodynamique a des températures supérieurs a 40°C s’explique
par le changement colloidal du copolymeére de 1’état hydrophile a 1’état hydrophobe par la

rétraction des chaines.

111.3.5 Propriétés magnétiques des NPs@ P(MEO:MAscOEGMAL) :

Des mesures de magnétisation en fonction du champs magnetique (Figure 111-12) ainsi que des
analyses d’aimantation type ZFC/FC (zéro field cooling/field cooling) (Figure I11-13) ont été
réalisées par un SQUID dans le but d’étudier les propriétés magnétiques des NPs Zno.4Fe2.604@
MnFe204 et des NPs@ P(MEO2MAsOEGMAL0) ainsi que 1’effet de la fonctionnalisation des
NPs avec le copolymere sur les propriétés magnétiques des NPs.

La figure 111-12 montre les courbes de magnetisation en fonction du champ magnétique (7

Tesla) appliqué a une tempeérature constante de 310K des Zno.4Fe2.604@ MnFe2O4 22nm (a),
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NPs@ P(MEO:MAsOEGMA40) 22nm (b), des Zno.sFe260s@ MnFe204 50nm (c) et des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm (d).
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Figure 111-12 : Valeurs de la magnétisation en fonction du champs magnétique des NPs
Zno.4Fe2604@ MnFe20422nm (a) , des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm (b), des NPs
Zno 4Fe2604@ MnFe20450nm(c) et des NPs@ P(MEO2MAscOEGMA40) 50nm (d).

Les résultats obtenus lors de ces mesures montrent que les NPs Zno 4Fe2604@ MnFe204 et les
NPs@P(MEO:MA&OEGMA4) de 22 et 50nm possedent des propriétés super-
paramagnétiques. L’effet superparamagnétique des NPs@ P(MEO:MAsOEGMA40) est

conduit par le ceeur magnétique des NPs et non pas la couche polymériquel®.

Les valeurs de saturation magnétiques des NPs Zno.4Fe2604@ MnFe204 22 et 50nm et des
NPs@ P(MEO:MAsOEGMA4) 22 et 50nm a une température constante de 310K sont

représentees dans le tableau I111-1.
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Tableau I11-1. Valeurs de la saturation magnétique des NPs en fonction du champ
magnétique (7 Tesla) a T=310K.

No.4F€2.6VU4 nFe204 22nNM 24
NPs@ P(MEO:MAsOEGMA40) 22nm 22
Zno.4Fe2604@ MnFe204 50nm 51
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm 48

Les NPs de 50 nm présentent les meilleures valeurs de magnétisations avant et apres la
fonctionnalisation avec le copolymére P(MEO2MAsOEGMA40) comparant a celles de 22 nm
et celles synthétisées précédemment dans I’équipe qui présentaient une saturation magnétique

de 30emu/g’.

La diminution de la valeur de magnétisation de 24 a 22 emu/g et de 51 a 48 emu/g par rapport
aux NPs de 22 et 50nm respectivement est di au copolymere qui est greffé sur la surface des
NPs qui représente 47 et 65% de la masse totale des NPs (voir analyse ATG figure 111-7) et qui

entraine une diminution de I’interaction magnétique entre les NPs®®.

La figure 111-13 montre les courbes ZFC /FC (zéro field cooling/field cooling) a un champ
magnetique constant de 250e des ZnosFe260:@ MnFe20s 22nm  (a), NPs@
P(MEO2MAgOEGMA4g) 22nm (b), des ZnosFe2604@ MnFe204 50nm (c) et des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm (d).
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Figure 111-13 : Courbes ZFC/FC des NPs Zno4Fe2604@ MnFe20422nm (a) , des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm (b), des NPs Zno.aFe2.604@ MnFe20450nm (c) et des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm (d).

Les courbes ZFC/FC (a), (b), (c) et (d) montre une augmentation de 1’aimantation en fonction
de la température sous un champ magnétique constant 25 Oe. La valeur maximale de chacune
de ces courbes correspond a la température de blocage des NPs. Cette température est la
température en dessous de laquelle les NPs sont dans 1’état superparamagnétique et

I’aimantation des particules est bloquée®®.

Les valeurs de ces températures sont regroupées dans le tableau I111-2.
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Tableau I11-2. Températures de blocage des NPs

No.4F€2.6VU4 nFe204 22nNM 200 + 10
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm 200 + 10
Zno.4Fe2604@ MnFe204 50nm 225 + 10
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm 225 + 10

111.3.6 Encapsulation de la Doxorubicine (DOX) :

111.3.6.1 Analyse infra rouge a transformée de Fourier (IRTF) des
NPs@P(MEO2MABG0OEGMAA40) chargées en DOX :

Une analyse IRTF a été effectuée dans I’objectif d’étudier I'interaction de la DOX avec le
copolymeére. La figure 111-14 présente les spectres IRTF des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40)
(bleu), de la DOX (rouge) et des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) chargées en DOX (noir).

Le spectre de la DOX (rouge) montre une bande large intense a 3419 cm™ qui correspond a une
liaison de vibration O-H. Une liaison C-H est présente & 2933 cm™. A 1727 cm™ et 1622 cm?
le spectre enregistre deux bandes d’étirement attribuées aux liaisons C=0 et N-H dans NH:

respectivement. Les bandes enregistrées a 1417 ,1255,1109 et 990 cm™ représentent les liaisons
: C=C, C-0O, C-N et HC=CHpa respectivement des fractions aromatiques de la DOX.

Le spectre des NPs@ P(MEO2Meso-OEGMAu40) chargées en DOX (noir) montre des pics a 3400,
2898, 1421 et 1100cm™ caractéristiques aux liaisons : O-H, C-H, C=C et C-O qui représente le
copolymere greffé sur la surface des NPs. La présence de la DOX encapsulée dans les NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) est confirmée par les liaisons C=0, N-H et C-N enregistrées a 1720,
1645 et 1234cm™ respectivement.
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Figure 111-14 : Spectres IRTF des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) (bleu), de la DOX
(rouge) et des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) chargées en DOX (noir).

111.3.6.2 Libération de la DOX en fonction de la température :

La libération de la DOX chargées sur les ZnosFe260:@  MnFeOs
@P(MEO2MAsOEGMAY0)de 22 et 50nm a été étudiée en fonction de différentes températures
de 37 a 50°C pendant 5min (chaque température) afin de fixer la LCST (lower critical solution
temperature), la température a partir de laquelle le copolymeére change son comportement
colloidal en devenant hydrophobe!’. Ce changement permettra la libération de la DOX. Cette
étude permettra également a quantifier la concentration de la DOX qui a pu étre chargée entre
les chaines du copolymere et qui a pu étre relarguée par le systeme sous 1’effet de différentes
températures. L’encapsulation de la DOX entre les chaines du copolymére se fait grace a des
liaisons hydrogéne quand les chaines sont hydrophiles sous la LCST, elles forment des
interactions typehydrogene avec les molécules d’eau (H20) ce qui aide la DOX a étre bloquée

entre les chaines®®.
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Au-dela de la LCST, les chaines du copolymere se rétrécit en devenant hydrophobe ce qui va

conduire & casser ces liaisons hydrogene et par la suite a libérer la DOX.

Dans la figure 111-15 nous présentons les resultats de la libération des Zno.sFe2 604@ MnFe204
@P(MEO2MAsOEGMA4) de 22 et 50nm chargées en DOX en fonction de différentes
températures (37-50°C). Chaque analyse a été réalisée trois fois afin d’assurer la reproductibilité

de la libération de la DOX sous les différentes conditions étudiées (température, temps et milieu

d’analyse).
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Figure 111-15 : Courbes de relargage de la DOX en fonction de la température. (a) NPs@
P(MEO:MAOEGMA4) 50nm dans le DMEM. (b) NPs@ P(MEO:MAsOEGMA4) 22nm
dans le DMEM. (¢) NPs@ P(MEO2MAsOEGMA4) 50nm dans 1’eau. (d) NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm dans I’cau.
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Les quatre courbes de relargage présentent une augmentation de la quantité de la DOX libérée
en fonction de la température. A des températures inferieurs de 39°C et de 40°C dans les deux
milieu DMEM et ecau respectivement, il n’y a presque pas de DOX libérée pour les deux tailles
de NPs (22 et 50nm). La libération de la DOX commence a partir de 40°C dans le DMEM pour
les NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22 (b) et 50 nm (a). De 42°C pour les NPs 50nm dans
’eau (c) et de 41°C pour les NPs de 22nmdans I’eau (d). Ces températures représentent les LCST
des NPs@P(MEO2MAgOEGMA,) dans les deux milieux (DMEM et eau). Les pourcentages
de la DOX libérée par les quatre systémes et pour chaque tempeérature sont listées dans le tableau
11-3.

Tableau I11-3. Pourcentage de la DOX libérée par les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 22 et

50nm en fonction de la température.

NPs DOX libérée (%) DOX libérée (%)
Température NPs 22nm NPs 50nm
(°C) DMEM EAU DMEM EAU
37 5,00 8,88 1,92 1,45
38 4,58 6,29 3,31 1,75
39 6,52 7,05 4,44 1,94
40 42,52 7,82 32,38 2,77
41 56,62 33,38 42,72 3,32
42 71,84 59,70 42,08 25,26
43 78,88 60,73 51,93 34,3
44 74,23 67,35 53,17 46,29
45 81,33 72,73 71,68 S7,7
46 77,99 88,32 86,33 81,53
47 89,17 90,03 87,62 80,37
48 88,01 90,23 89,33 82,05
49 96,02 96,40 90,79 84,45
50 100 100 97,35 100

Nous observons qu’il n’y a pas d’influence du rayon de courbure des nanoparticules sur la

LCSTdu copolymeére. Par contre I’influence du milieu est tres visible, elle conduit a la libération
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de laDOX a destempératures plus basses ;40°C dans le milieu et 41-42°C dans I’ecau. Les milieux
de cultures contenant un mélange de sel, d’acides aminés et de protéines conduit ces éléments a
interagir avec les groupements C-O de la chaine de polymere et rentrer en compétition avec la
DOX qui interagit avec les chaines via des liaison hydrogénes* . Ce résultat est en total adéquation

avec les travaux précédents.

111.3.6.3 Libération de la DOX en fonction du temps :

Dans 1’étude précédente, nous avons mentionné qu’au-dela de la LCST, les chaines du
copolymere changent leur comportement colloidal et elles passent d’un état gonflé a un état
contracté a la surface des nanoparticules. Cette transition est dirigée par lastabilité de
I’interaction hydrogéne qui sera rompue via le mécanisme au niveau des liaisons hydrogene

avec les molécules H20.

D’apres les résultats obtenus lors de I’analyse précédente, le copolymére greffé sur la surface
des NPs posséde une LCST qui varie entre 40 et 42°C et dépend du milieu dans lequel 1’analyse
a éte étudiée. C’est a cette méme température que les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) changent
leur comportement et commencent a libérer la DOX. Ce qui confirme que 1’interaction entre la

DOX et les chaines du copolymere est dirigée principalement par les interactions hydrogénes.

Pour déterminer la durée nécessaire pour la libération de la masse totale de la DOX encapsulée,
nous avons envisagé d’étudier la libération de la DOX en fonction du temps de 1 a 50 heures a
deux température fixes : 37°C qui est la température physiologique afin de se rapprocher des

conditions biologiques et 42°C qui est la LCST.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 111-16 et la figure 111-17.
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Figure 111-16 : Courbes de relargage de la DOX en fonction du temps a 37°C. (a) NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm dans le DMEM. (b) NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) 22nm
dans le DMEM. (¢) NPs@ P(MEO2MAsOEGMA4) 50nm dans 1’eau. (d) NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm dans I’cau.

Les quatre courbes de relargage présentent une augmentation de la DOX libérée en fonction du
temps. A 37°C, la quantité de la DOX libérée dans le DMEM et dans 1’eau par les NPs de 50 et
22nm apres une heure est de 5% (a, b) et 2,5% (c, d) respectivement. A cette température et
aprés 29h, les NPs@P(MEO:MAgOEGMA4) 50 nm libérent la moitié de la quantité
encapsulée de la DOX (50%) dans le DMEM (a) et dans I’eau (c¢). La méme quantité est libérée
par les NPs@P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm dans le DMEM (b) et dans 1’eau (d) aprés une
durée de 14 et 47h respectivement (b). Au bout de 50h, le relargage de la DOX dans le DMEM
et dans I’eau atteint son maximum. A 37°C les quatre systémes de NPs ne libérent pas la quantité
totale de la DOX encapsulée.
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Figure 111-17 : Courbes de relargage de la DOX en fonction du temps a 42°C. (a) NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm dans le DMEM. (b) NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) 22nm
dans le DMEM. (c) NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) 50nm dans 1’eau. (d) NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) 22nm dans I’cau.

A 42°C, on observe une libération de la DOX par les NPs@P(MEO2MAsgOEGMA40) de 50 nm et
22nm dans le DMEM a partir de la premiére heure avec un pourcentage de 40 et 55%
respectivement. Comme attendu, le pourcentage de la DOX libérée par les deux tailles est plus faible
dans I’eau par rapport a la libération dans le DMEM et représente 30 et 40% la premiére heure pour

les NPs de 50 et 22nm respectivement.

Aprés 4h, les NPs 50 et 22nm liberent plus que la moitie (50%) de la DOX encapsulée et le relargage
atteint son maximum au bout de 50h dans les deux milieux.

Les trois modeles mathématiques décrits précedemment dans ce chapitre ont été comparés dans

le but de déterminer la nature du mécanisme de relargage du principe actif (DOX).
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Les paramétres Ko, Ki et Kn des trois modeles : Ordre zéro, premier ordre et Higuchi

respectivement ainsi que leurs coefficients de corrélations « R? » sont présentés dans le tableau

11-4.

Le mécanisme de relargage de la DOX par les NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40 22 et 50nm suit

le modéle « Ordre Zéro ». Les deux autres modeles étudiés : premier ordre et Higuchi ne

conviennent pas bien aux résultats du relargage car ils présentent des coefficients de corrélation

(R2) faibles. Ces résultats expliquent que la vitesse de la libération du principe actif par nos NPs

est une vitesse indépendante de la concentration du principe actif dissous. C’est-a-dire, qu’elle

se fait d’une maniére constante méme si la concentration du principe actif est plus grande®*.

Tableau I11-4. Données cinétiques de la libération de la DOX par les NPs @
P(MEO2MAsOEGMA40) 22 et 50nm pour des températures egales a 37°C et 42°C dans les
deux milieux : eau et DMEM.

Ordre Zéro Premier ordre Higuchi
NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40)

Taille /milieu/température Ko R2 K1 R2 Kn R2
22nm/eau /37°C 0,97698 | 0,96926 | -0,01517 | 0.93689 | 1.58015| 0.71051
22nm/eau [42°C 0,61331 | 0,90373| -0.05245 | 0.76351 | 1.98536 | 0.83084

22nm/DMEM /37°C 1,21033 | 0,92986 | -0.02163 | 0.82966 | 2.70648 | 0.91864
22nm/DMEM [42°C 0,67446 | 0,79273| -0.01949 | 0.7661 | 1.12731| 0.71982
50nm/eau /37°C 0,86345 | 0,97536| -0.01753 | 0.75783 | 0.05094 | 0.68616
50nm/eau /42°C 0,84315 | 0,89371| -0.03386 | 0.65722 | 1.63579 | 0.68912
50nm/DMEM /37°C 0,74956 | 0,92914| -0.0154 | 0.81511| 2.91797| 0.76788
50nm/DMEM /[42°C 0,8457 | 0,82184| -0.02649 | 0.8131 | 2.66878 | 0.81627
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Les valeurs de la DLC et la DLE qui ont été obtenues pour une quantité de 2,5mg (0,5mg.mL"
1) de DOX mise en contact avec les NPs a partir de ces deux systemes sont regroupées dans le
tableau I11-5 comparées avec ceux obtenues par une étude réalisée précedemment dans 1’équipe

« Nanomatériaux et santé 403 ».

Tableau I11-5. Valeurs DLC et DLE des NPs

Nano- objets Taille (nm) DLC (%) DLE (%) | Réf
Fes-s O4@P(MEO2MA6-OEGMA40) 10 6,6 56,1 !
NPs @ P(MEO:MAsOEGMA40) 22 5,2 52,9 -
NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) 50 7 70,28 -

Les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50 nm présentent un taux de charge du médicament

et une efficacité de charge plus importante comparant aux autres systemes.

I11.3.7  Hyperthermie magnétique :

Des analyses de mesure des propriétés magnétiques de nos nanovecteurs ont été réalisées dans
le but d’étudier leurs capacité d’échauffement sous un champs magnétique externe afin
d’envisager leur utilisation dans le traitement de la tumeur. Ces analyses ont été effectuées en

collaboration avec Mr. Damien Mertz et Mlle. Joelle Bizeau de I’'TCPMS a Strasbourg.

Dans des analyses précédentes, nous avons étudié 1’effet de la température sur le comportement
colloidal de nos NPs et il a été démontré qu’elles présentent une LCST comprise entre 40 et
42°C. Cette valeur de LCST varie selon la taille des NPs ainsi que le milieu dans lequel I’analyse
a éteé faite (eau ou DMEM). L’échauffement des NPs jusqu’a cette température permettra la

libération du médicament anticancéreux encapsulé sur les NPs dans la tumeur.

Il a été démontré aussi par les mesures magnétiques que nos NPs @ P(MEO2MAgOEGMA40)
de 22 ou de 50nm possedent des propriétés superparamagnétiques. Ce qui explique leur
échauffement par les deux phénomeénes de relaxation de Brown ou/et de Néel'®. Ces mesures
ont aussi confirmé I’influence de la taille des NPs sur leurs capacités magnétiques. Les NPs

avec la plus grande taille (50nm) présentent des propriétés magnétiques plus importantes que
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les plus petites (22nm) cela expliquera leurs capacités d’échauffement une fois soumise a un

champs magnétique externe.

3.5
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Figure 111-18 : Températures des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm (a) et des 50nm
. sous un champs magnétique alternative dans le DMEM et I’eau a 536,5 et

796 KHz.

Les nanoparticules NPs@P(MEO:MAsOEGMA) de diamétre 22 nm (a) présentent des
propriétés d’hyperthermie magnétique 3 fois plus faible que celles du diametre 50nm (b). Une
augmentation de la température de 3 et 2°C a été observée apres seulement 160 s dans 1’eau et
dans le DMEM respectivement a 536,5 KHz par les NPs de diamétre 50 nm (équivalent a une
SAR de 57,81 et 53,21 W.g* respectivement). Ces résultats restent trés faible comparés aux
augmentations des NPs non polymérisées (voir Figure 11-12). La chute des valeurs de la
température s’explique par la présence du copolymere P(IMEO2MAgOEGMA40) sur la surface
des NPs. Ces résultats montrent des valeurs prometteuses comparant aux résultats obtenus
précédemment dans 1’équipe qui donnent des températures de 2 et 1,6°C dans I’eau et le milieu

physiologique aprés le méme temps de mesure’.
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111.4 Conclusion :

Dans ce chapitre, plusieurs analyses ont été mis au point pour étudier nos NPs. Nous avons
réussi a fonctionnaliser les NPs synthétisées dans le chapitre précédent par le silane et par le
copolymeére thermosensibles P(MEO2MAsOEGMA40) sans aucun effet sur la structure
cristalline des NPs ZnosFe2604@ MnFe;O4 Le changement du comportement colloidal du
copolymeére sous I’effet de la température a été démontre par les analyses DLS. Ce changement
de I’état hydrophile a 1’état hydrophobe permet aux NPs@ P(MEO:MAsOEGMA0)
d’encapsuler la doxorubicine et la libérer a des températures contrélées. Par la suite, nous avons
montré la libération de la DOX en fonction de différentes températures et a différent temps dans
deux milieux différents ce qui nous a permis de calculer leurs efficacité et taux de chargement
du médicament et dans cette partie que nous avons montré que nos NPs @
P(MEO2MAgOEGMA40) de 50nm ont une efficacité et un taux de charge de DOX plus
important que celles de 22 nmet celles étudiées précédemment dans notre équipe.

Dans le prochain chapitre, nous allons étudier les performances biologiques de nos nanovecteurs
en présence des cellules cancéreuses dans différentes conditions.
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Chapitre 1V : Evaluation biologique des nanovecteurs
thermosensibles

IV.1 Introduction:

Comme il a été démontré dans le chapitre précédent, les nanovecteurs thermosensibles dont
le cceur présente des propriétés magnétiques peuvent étre utilisés pour le diagnostic et la
libération contrdlée d’un principe actif anticancéreux (ici la DOX). Afin d’améliorer leur
efficacite thérapeutique, il est nécessaire d’avoir une connaissance approfondie sur leur
cytotoxicite vis-a-vis des cellules. La toxicité qui peut étre apportée aux cellules cancéreuses
par les NPs peut se présenter par une inflammation, la formation d’espéces réactives
oxygénées (ROS), la condensation des chromosomes ainsi que la diminution de I’activité

mitochondriale 3.

Etant donné que la taille de ces particules est trés petite (entre 1 et 100nm)* par rapport a
celle des cellules (entre 5 et 50 pm)® elle va leur permettre de traverser la membrane nucléaire
et provoquer des mutations. La pénétration des NPs a I’intérieur de la cellule ne se fait pas
par phagocytose (absorption de grosses molécules) a moins de la formation d’agrégats. Par
contre elle peut étre réalisée par différents mécanismes. Les plus connus sont : la diffusion
passive®, , par la clathrine’ , par la cavéoline® et I’endocytose médiée par les récepteurs. Cette

derniére peut jouer pour tous les types cellulaires®.

L’entrée des NPs a I’intérieur de la cellule est un mécanisme compliqué capable a
déclencher des effets indésirables. Ces effets dépendent du type de la cellule ainsi que des
propriétés physico-chimique des NPs telles que leur taille, morphologie, concentration et la
composition de leur surface'®. La faible solubilité des nanoparticules nues est aussi un
phénoméne qui cause la mort cellulaire par I’agglomération de ces derniéres! ce qui peut
conduire & une obstruction au niveau des vaisseaux sanguins'?. L’ajout d’une enveloppe
biocompatible recouvrant les nanoparticules améliore leur stabilité et leur biocompatibilité
dans les milieux biologiques en évitant leur agglomération et en améliorant leur durée de

circulation dans les milieux phisiologiques®®.

Dans le cas des SPIONS, une fois qu’elles pénéctrent la membrane cellulaire, il a été
démontré qu’elles sont dégradées en ions Fe?* par des enzymes qui se présentent dans les

lysosomes. Ces ions permettent la production des espéeces d’oxygéne actives (ROS) qui
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altérent le fonctionnement des mitochondries a 1’intérieur de la cellule conduisant a la mort

cellulaire!*15,

Pour chaque nouvelle mati¢re susceptible d’étre en contact avec le vivant, des analyses
biologiques et de cytotoxicité sont nécessaires a réaliser. Ces études peuvent étre soit in vitro
en mettant les NPs en contact avec des cellules ou in vivo en les injectant dans un organisme
entier (plus souvent les rongeurs)®. 1l existe différentes méthodes pour 1’étude de la
cytotoxicité des NPs in vitro telles que : les tests d'exclusion au bleu trypan, les méthodes
Alamar bleu basées sur la résazurine ® et les tests colorimétriques basés sur la réduction de
différents types de sels de tétrazolium (MTT et WST-1)Y7.

Dans ce chapitre, la cytotoxicité des NPs@P(MEO2MAsOEGMA) vis-a-vis des cellules
SKOV-3 (cellules cancéreuses de I’ovaire) qui sont sensibles a la DOX'® sera étudiée via le
test WST-1.
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V.2 Matériels et méthodes :

IV.2.1 Matériels :

Les cellules SKOV-3 (lignée cellulaire dérivée de l'adénocarcinome ovarien) ont été

achetées chez Sigma-Aldrich et cultivées dans le milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), complété par 10 % (v/v) de sérum bovin feetal (SVF), 2 % de L-glutamine, 1 % de

pénicilline-streptomycine et 0,05 % d'amphotéricine B. Tous les réactifs de culture cellulaire
ont été fournis par Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Tableau V-1 : Role des différents composants

Composant

Role

Sérum bovin feetal

Supplément de croissance riche en protéine
qui aide les cellules a survivre, grandir et se

multiplier'®.

L-glutamine

Acide aminé : source majeur d’énergie pour

la prolifération cellulaire?.

Pénicilline-streptomycine

Des antibiotiques qui aident a éviter la
contamination bactérienne des cultures

cellulaires?..

Amphotéricine B

Empéche la croissance des champignons en
causant une perméabilité accrue au niveau de

leurs membranes plasmiques fongiques?2.
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IV.2.2 Méthodes :

IV.2.2.1 Test de viabilité cellulaire WST-1 :

La lignée cellulaire a été cultivée dans des flacons T75 & 37°C, 5 % de CO., avec un passage

deux fois par semaine.

La veille de la réalisation du test, les cellules SKOV-3 ont été traitées a la trypsine, récupérées

dans du milieu DMEM complet et ensemencées dans une plaque & 96 puits & un débit de 1.10°

cellules / mL (1.10* cellules par puits).

L’ensemencement des cellules se fait selon les étapes suivantes :

Vérification de 1’état des cellules au microscope inverse ;
Le milieu usagé a été remplacé par 5 mL de nouveau milieu ;

4 mL de trypsine a été ajouté au milieu. Le melange reste incubé pendant environ 5
minutes ;

Les cellules ont été vérifiées par le microscope inversé afin d’assurer leur bon
détachement ;

La réaction a été arrétée en ajoutant 1 mL de SVF ;

Les cellules adhérentes sur le fond de la boite ont été décollées par un flusher;

La suspension cellulaire a été récupérée dans un tube falcon de 15 mL puis centrifugée
a 890 rpm a une température ambiante pendant 5 minutes ;

Le surnageant a été jeté et le culot a été mis dans un milieu complet frais. Dans cette
étape, le flusher a été réutilisé pour resuspendre et individualiser les cellules ;

20 uL de suspension cellulaire a été prélevée et placée dans un tube eppendorf de 200
pL ;

20 pL de bleu trypan a été ajouté au mélange. 20 pL du mélange a été déposé dans une
lame de comptage pour compter les cellules ;
L’ensemble des cellules a été ensemencées a 100 000 cellules.mL™ (soit 10 000 par
puit) dans 100 pL de milieu complet ;
Cette solution est versée dans un bac blanc et I’ensemble de 1’ensemencement s’effectue
avec une pipette multicanal réglée sur 100 uL.

La solution a été incubée pendant 24h a 37°C, 5% de CO2 pour que les cellules
s’accrochent au fond des puits.

Le lendemain les cellules ont été exposées aux nanoparticules avec différentes concentrations
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(3,125,6,25, 12,5, 25, 50 et 100 ug.mL'l) et déposées dans I’incubateur pendant 24, 72 et 5h

a 37 et 42°C (selon I’analyse).

Une fois que les cellules sont traitées par les nanoparticules, un volume de 10pL de WST-1 a
été ajouté dans chaque puit.

La lecture des plaques se fait apres 1hde I’ajout du WST-1 par le spectrophotometre.

V.3 Résultats et discussions :

IV.3.1 Cytotoxicité des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm et 50nm
sur les cellules SKOV-3 apres 24 et 72 h a 37°C :

La Figure IV-1 et Figure IV-2 montrent les résultats de la viabilité cellulaire des SKOV-3 apres
leur exposition a différentes concentrations de NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22 et 50nm
(3,125 ;6,25 ; 12,5 ;25 ; 50 et 100ug.mL-1) a 37°C (température physiologique) pendant 24 et
72h.

Les tests WST-1 démontrent une viabilité cellulaire dépendante de la concentration

croissante des nanoparticules sur les cellules cancéreuses SKOV-3.

IV.3.1.1 NPs @ P(MEO2MAs-OEGMA4) 22 nm

Les NPs @ P(MEO2MAs-OEGMA40) 22 nm (Figure 1V-1) présentent néanmoins une
faible cytotoxicité. En effet, pour une concentration de 25ug.mL™ a 37°C elles présentent une
viabilité cellulaire supérieur a 89% apres 24h et de 88,92% aprés 72h. Pour une concentration
de 50pug.mL™2, la viabilité cellulaire est de 84,47% et 86,47% aprés 24 et 72h respectivement et

plus de 77 et 88% pour une concentration de 100ug.mL™.
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Figure V-1 : Viabilité des cellules SKOV-3 apres 24h et 72h de contact avec les NPs@
P(MEO2MAgOEGMA40) de 22nm.

Tableau V-2 : Pourcentages des viabilités cellulaires des cellules SKOV-3 aprés 24h et
72h de contact avec les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 22nm.

Concentrations NPs@
P(MEO2MAsOEGMA4) | 0 | 3,125| 6,25 | 125 25 50 100

(Mg .mL-1)

R IN e e 100 | 97,98 | 93,31 | 92,36 | 89,91 | 84,28 | 77,66
24h (%)

Viabilité cellulaire aprés | 100 | 97,25 | 97,98 | 87,46 | 88,92 | 86,47 | 88,19
72h (%)

IV.3.1.2 NPs @ P(MEO:MAg-OEGMA4) 50 nm

Les NPs@P(MEO2MAg-OEGMA4) 50 nm (Figure 1VV-2) montrent aussi une cytotoxicité
faible contre les cellules SKOV-3. Elles présentent un pourcentage de viabilité de 95 et 87%

aprés 24 et 72h respectivement pour une concentration de 25pg.mL1. La viabilité des cellules

diminue. Pour une concentration de NPs de 50ug.mL-1 a des valeurs de 89,40 et 81,32% apres
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24 et 72h respectivement et pour la concentration la plus élevée de 100ug.mL™, les

pourcentages de la viabilité sont de 77,41% apreés 24 et 72h.

1201 [ I NPs@P(MEO,MA,-OEGMA ;) - 50nm -24h
1104 | [_INPs@P(MEO,MA,-OEGMA,,) - 50nm -72h

100 4
90 4
80 1
70-
60 4
50 -
40 4
30-
20 4
10
0_-

Cell viability (%)

(0) | (3,125) | (6.25) ' (12.5) ' (25) ' (50) ' (100)
Concentrations (ug/ml)
Figure 1V-2 : Viabilité des cellules SKOV-3 aprés 24h et 72h de contact avec les NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm.

Tableau 1V-3 : Pourcentages des Viabilités cellulaires des cellules SKOV-3 aprés 24h et
72h de contact avec les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 50nm.

Concentrations NPs@
P(MEO2MAsOEGMA4) | 0 | 3,125| 6,25 | 125 25 50 100

(Mg .mL-1)

NN e 100 | 97,98 93,56 | 97,73| 95,76 | 89,40 77,41
24h (%)

Viabilité cellulaire aprés | 100 | 97,98 | 94,80 | 92,10 | 87,46 | 81,32| 77,41
72h (%)

La diminution de la viabilité cellulaire en fonction de la concentration des NPs est expliquée
par ’augmentation de la concentration des ions métalliques qui composent les NPs et qui
entraine une cytotoxicité vis-a-vis des cellules SKOV-3 23, Cette cytotoxicité est due a la faible

solubilité des ions Fe?*/Fe** au pH physiologique lorsque leur concentration augmente au-dela du
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seuil critique®* et qui provoque une perturbation mitochondriale qui pourrait donner lieu a
différentes réactions tissulaires telles que la génération d’espéces réactives de I’oxygene (ROS)

qui peut provoquer la mort cellulaire?®.

IV.3.2 Cytotoxicité des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm et 50nm sur
les cellules SKOV-3 apreés 24h a 37°C et 5h a 42°C :

Apres avoir déterminé les valeurs de la LCST qui varient entre 40 et 42°C et a partir desquelles
les NPs commencent a libérer la DOX, il est important d’étudier 1’influence de la température
et le temps sur la cytotoxicité des NPs.

Dans la Figure 1V.3 et la Figure 1V.4, nous présentons les résultats de ces études. La
cytotoxicité des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA0) de 22 et 50nm vis-a-vis des cellules SKOV-
3 a eté étudiée a deux températures différentes : a 37°C (température physiologique) pendant 24h
et a 42°C (LCST) pendant 5h.

IV.3.2.1 NPs @ P(MEO2MAs-OEGMA4) 22 nm

Les NPs @ P(MEO2MAgOEGMA40) 22nm présentent des valeurs de cytotoxicité faibles

méme a des concentrations les plus élevées a 37 et 42°C.

A 37°C, pour une concentration de 100ug.mL-1 les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 22nm
présentent des valeurs de viabilité cellulaire supérieures a 90% et pour les concentrations
inferieures : 50 et 25ug.mL?, les pourcentages sont de 98,28 et 96,42% respectivement.

Les valeurs de la viabilité cellulaire diminuent apres avoir augmenté la température du milieu
a 42°C mais les viabilités restent supérieures a 88, 86 et 75% pour des concentrations de 25,50

et 100ug.mL respectivement.
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Figure 1V-3 : Viabilité des cellules SKOV-3 aprés 24h a 37°C et 5h a 42°C de contact
avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm

Tableau 1V-4 : Pourcentages des viabilités cellulaires des SKOV-3 aprés 24h a 37°C et
5h & 42°C de contact avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm

Concentrations NPs@

P(MEO:MAxOEGMA4) | 0 | 3,125| 6,25 | 125 | 25 | 50 | 100
(kg -mL-1)

100 | 98,98 | 96,87 | 94,52 | 96,42 | 98,28 | 90,52

Viabilité cellulaire aprés | 100 | 94,28 | 90,07 | 89,12 | 88,42 | 86,77 | 75,01
5h & 42°C (%)

IV.3.2.2 NPs @ P(MEO2MAg-OEGMA4) 50 nm :

L’activité métabolique des cellules diminue légerement en les exposant aux NPs@
P(MEO:MAgOEGMA4) de 50 nm par rapport a celles de 22nm (Figure 1V-4). Cette
diminution est expliquée par la quantité des métaux qui est supérieure dans les NPs de 50nm
(voir I’analyse ICP-OES Chapitre 11- Figure 11-).

126



Pour des concentrations de 25, 50 et 100pug.mL™2, les NPs@ P(MEO;MAsOEGMAL0) de
50nm présentent des valeurs de viabilité cellulaire de 90,86, 85,23 et 77,66% a 37% et 89,91,

84,28 et 78,39% a 42°C respectivement.

120 BN Ps@ P(MEO MA,-OEGMA )- 50nm- 24h- 37°C
110 [_INPs@ P(MEQ MAg-OEGMA )- 50nm- 5h- 42°C
100 4
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 4
0 _-

Cell viability (%)

(0) | (3,125) | (6,25) | (12,5) | (25) | (50) | (100)
Concentration (ug/ml)
Figure 1V-4 : Viabilité des cellules SKOV-3 apres 24h & 37°C et 5h & 42°C de contact avec
les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 50nm

Tableau 1V-5: Pourcentages des viabilités cellulaires des SKOV-3 apres 24h & 37°C
et 5h a 42°C de contact avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 50nm

Concentrations NPs@

P(MEO:MA&OEGMAw) | 0 | 3125 625 | 125 | 25 50 | 100
(g .mL™)

100 | 100 | 97,98 | 95,54 | 90,86 | 85,23 | 77,66

Viabilité cellulaire aprés | 100 | 100 | 93,09 | 92,36 | 89,91 | 84,28 | 78,39
5h & 42°C (%)
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IV.3.3 Cytotoxicité des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA ) - DOX de 22nm et 50nm sur
les cellules SKOV-3 apres 24 a 37°C et 5h a 42°C :

Dans le chapitre précédent, nous avons démontre [I’cfficacité des nanovecteurs NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) des deux tailles 22 et 50nm comme systéme capable d’encapsuler et
de relarguer le principe actif anticancéreux (DOX) sous 1’effet de la température.

Afin de valider ce systeme comme un outil de traitement de cancer, il est nécessaire d’analyser
la cytotoxicité des NPs chargées en DOX a 37 et 42°C température physiologique et LCST a
partir de laquelle les NPs commencent a relarguer la DOX respectivement vis-a-vis des cellules

cancéreuses et les comparer a la DOX libre.

Cette étude a été réalisée avec différentes concentrations de laDOX (figures 1V-5 et 1V-6). Ces
concentrations représentent la quantité de la DOX qui a pu étre encapsulée par les quantités des

NPs (22 et 50 nm) étudiées précédemment dans les analyses WST-1.

Dans les analyses suivantes, les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) chargées en DOX seront
nommées NPs@DOX.

IV.3.3.1 NPs @ P(MEO2MAs-OEGMA40) 22 nm :

Les NPs@DOX de 22nm (Figure 1V-5) présentent également des pourcentages de viabilité
cellulaire qui décroit d’une maniére proportionnelle avec les concentrations de la DOX
encapsulées et la DOX libre. Les SKOV-3 montrent une viabilité cellulaire de 84, 90, 76, 90 et
71,50% a 37°C apreés avoir été exposées a 1,32 ; 2,64 et 5,29 pg.mL* de DOX chargée dans les
NPs respectivement pendant 24h. A 42°C et apres 5h la viabilité des SKOV-3 diminue a 78,56
: 67,02 et 72,45% respectivement. Le traitement des SKOV-3 par les NPs chargées en DOX
montrent des pourcentages de viabilité cellulaire proches de ceux obtenus pas les SKOV-3

traitées par la DOX libre.
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Figure 1V-5 : Viabilité des cellules SKOV-3 aprés 24h a 37°C et 5h a 42°C de contact

avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm chargée en DOX et la DOX libre.

Cell viability (%)

Tableau IV-6 : Pourcentages des viabilités cellulaires des SKOV-3 aprés 24h a 37°C et 5h a
42°C de contact avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22nm chargées en DOX et la
DOX libre.

Concentrations DOX encapsulée
(Mg .mL7Y) 0 | 016 | 0,33 | 0,66 | 1,32 | 2,64 | 529
100 | 100 | 91,69 | 87,96 | 86,77 | 79,95| 71,97

DOX
libre

100 | 100 | 85,82 | 87,25| 77,85| 63,97 | 65,63

Viabilité cellulaire 100 | 81,38 | 94,54 | 93,59 | 84,90| 76,90 | 71,50
apres 24h a 37°C (%)

100 | 100 | 87,48 | 82,29 | 78,56 | 67,02 | 72,45

NPs@DOX
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IV.3.3.2 NPs @ P(MEO2MAs-OEGMA4) 50 nm :
Dans le cas des NPs@P(MEO2MAsOEGMA.0) de 50nm (Figure 1V-6), la viabilité des SKOV-

3 décroit fortement une fois exposées aux NPs chargées en DOX a 42°C par rapport a la DOX libre.
Les pourcentages de viabilité cellulaire des SKOV-3 traitées par 1,86 ; 3,73 et 7,46 pug.mL? de
NPs@DOX sont de 92,40, 46,35 et 41,19% a 37°C pendant 24h respectivement et de 50,83, 44,72
et 33,42% a 42°C pendant 5h respectivement. Le traitement des SKOV-3 par les NPs @DOX
montrent des pourcentages de viabilité cellulaire inférieurs par rapport a ceux obtenus par le

traitement de la DOX libre. Ces pourcentages sont montrés dans le tableau 1V-7.

120
: [l Free DOX- 37°C
110 [ |Free DOX- 42°C
1 [ |NPs@DOX- 37°C
100 Il NPs@DOX- 42°C

Cell viability (%)

90
80 4
704
60 4
50 4
40-
304
204
104

o]

(0,23) (0,46) (0,93) (1.86) (3,73) (7.46)
Concetrations (ug/ml)

Figure 1V-6 : Viabilité des cellules SKOV-3 apres 24h a 37°C et 5h a 42°C de contact
avec les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 50nm chargées en DOX et la DOX libre.
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Tableau 1V-7 : Pourcentages des viabilités cellulaires des SKOV-3 apres 24h a 37°C et 5h a
42°C de contact avec les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) de 50nm chargées en DOX et la
DOX libre.

023 | 046 | 093 | 186 | 3,73 | 7,46
99,46 | 98,28 | 97,60 | 93,35| 92,88 | 91,69

99,46 | 98,04 | 97,80 | 93,12 | 92,88 | 91,93

Viabilité cellulaire 97,36 | 88,20 | 83,95| 92,88 | 46,35| 40,96
apres 24h a 37°C (%)

94,30 | 87,01 | 72,69 | 51,07 | 4516 | 33,42
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IV.4 Conclusion:

Les resultats de ces analyses biologiques démontrent que les NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) de 22 et de 50 nm non chargées par le principe actif (DOX) sont des
nanovecteurs non ou peu cytotoxiques vis-a-vis des cellules cancéreuses de I’ovaire (SKOV-3)
a des concentrations pouvant atteindre les 50ug.mL™ . La cytotoxicité de ces nanovecteurs
augmente une fois chargées par la DOX et elles présentent une cytotoxicité plus élevée vis-a-
vis des cellules cancéreuses comparativement a la DOX libre. Ce phénoméne démontrent
Iefficacité du traitement des cellules cancéreuses par la libération de la DOX encapsulée dans
les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA0) par rapport a la DOX libre. L’efficacité du traitement
augmente encore plus a des températures supérieures ou égale a la LCST (42°C). A cette
température, les NPs@P(MEO2MAgOEGMA4) chargees en DOX presentent des pourcentages
de viabilité cellulaires proches de ceux de la DOX libre ce qui confirme que nos nano-objets

sans ligands ne permettent pas une augmentation drastique de I’efficacité thérapeutique .

Dans le but d’améliorer I’efficacité du traitement des cellules cancéreuses par nos
nanovecteurs, ces derniers seront greffés avec un ligand de ciblage spécifique pour les cellules

cancéreuses de 1’ovaire dans le chapitre suivant de ce manuscrit.
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Chapitre V : Etude des performances thérapeutiques de la
vectorisation des NPs @ P(MEO:2MAsOEGMA4) modifiées

par I’acide folique

V.1 Introduction:

Dans ce chapitre, notre but est d’améliorer les performances thérapeutiques des nanoparticules
présentées dans les chapitres précédents via leur vectorisation. La modification de la surface des
NPs par un agent de ciblage est une approche intéressante pour obtenir un systéme avec une
libération controlée qui évite la dégradation du médicament et ses effets toxiques sur les cellules
saines®. L’acide folique fait partie des agents de ciblage les plus reconnus dans la littérature qui
sont stables, peu couteux et non-immunogénes® pour cibler spécifiquement les cellules
cancéreuses grace a ces récepteurs qui sont fréquemment surexprimés sur la surface de ces
cellules par rapport aux cellules saines®. Ces récepteurs ont été identifiés comme des marqueurs

de tumeur, en particulier dans les tumeurs ovariennes®.

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré 1’efficacité de nos nanovecteurs comme un
systeme capable d’encapsuler la doxorubicine et de la libérer de maniére contr6lée a 42°C. Pour
améliorer les performances thérapeutiques de ces nanovecteurs, nous avons choisi de greffer sur
les bouts des chaines polymériques de 1’acide folique qui permettra le ciblage de ces

nanovecteurs vers les cellules cancéreuses de I’ovaire (SKOV-3).

Dans un travail publié par Fong et al® et dans le but de cibler des cellules cancéreuses du sein
(MCF-7), des nano-objets a base d’oxyde de graphéne (GO) sensibles au pH ont été greffés par
I’acide folique (GOFA) et chargés avec la doxorubicine (DOX) (GOFA-DOX). Les GOFA-
DOX ont été encapsulés dans un hydrogel thermosensible composé de 1’acide hyaluronique-
chitosan-g-poly(N-isopropylacrylamide) (HACPN) afin d’assurer une libération intra-tumorale
de laDOX. La libération de la DOX se fait apres une degradation lente du HACPN (3 semaines)
et une absorption cellulaire des GOFA-DOX par les cellules tumorales a 1’aide des interactions
entre les GOFA-DOX et les récepteurs du folate sur la surface des cellules tumorales. Le noyau
des cellules MCF-7 a été marqué par le bleu de Trypan et les GOFA-DOX par la DOX chargée.
Les cellules ont été mises en contact avec GOFA-DOX pendant 1h. Aprés ce temps, des images

ont éte prises par le microscope confocal.
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Ces images montrent le ciblage des noyaux des cellules cancéreuses (MCF-7) par les GOFA-
DOX °.

Le groupe de Wang et al ® a synthétisé des liposomes magnétiques thermosensibles enveloppés
par le 7-Allylamio-17-desmethoxygeldanamycin (17-AAG). Le 17-AAG est un inhibiteur de

HSP90 qui a la capacité d’augmenter la sensibilité des cellules cancéreuses a I’hyperthermie

sans sensibiliser les cellules saines. Le HSP90 est un type de protéines de choc thermique (HSP :
Heat Shock Proteins) qui sont surexprimeées par les cellules dans le cas de stress, en particulier
a des températures élevées. Ces magnéto-liposomes ont eté greffés par 1’acide folique (7 — AAG
IMTSLSs - FA) pour cibler les cellules tumorales de 1’ovaire (SKOV-3). Le ciblage des cellules
a été etudie in vitro et in vivo en combinaison avec I’hyperthermie. La prolifération des cellules
SKOV-3 par les liposomes ainsi que leur apoptose ont été confirmées par les analyses MTT, la
cyrtométrie en flux, le microscope optique et le MET. Des expériences in vivo utilisant un
modele sous cutané de souris et un modéle de xénogreffe de tumeur d’ascite ont montré la
stabilité des 7-AAG/MTSLs-FA in vivo et I’efficacité du ciblage des cellules tumorales qui
surexpriment le récepteur des folates. Cette étude a montré que 1’acide folique était capable

d’augmenter 1’absorption cellulaire des liposomes en présence de 1’hyperthermie °.

Dans un autre travail réalisé par Afzalipour et al ” et pour le méme objectif de cibler les cellules
cancéreuses par I’acide folique, I’efficacité du traitement des nanoparticules magnétiques
chargées de témozolomide (TMZ) greffées avec ’acide folique (TMZ/MNPs-FA) sur le gliome
C6 des rats a été étudiée en présence d’un champ magnétique alternatif (AMF). Les gliomes C6
des rats ont été injectés par voie intraveineuse par le TMZ libre, des MNPs-FA et des
TMZ/MNPs-FA en présence et en absence de I’AMF (43°C). Aprés deux heures, les rats ont
été anesthésiés par la kétamine/xylazine. Les tétes des rats ont été placées dans une bobine
magnétique alternative (13,56MHz, 40 A/m) pour bien localiser la tumeur pour une durée de 8
ou 20mn. L’efficacité du traitement a été évaluée en surveillant le volume tumoral et la durée
de survie des rats. Le traitement avec TMZ ou AFM seul n’était pas tres efficace. Avec ce
traitement, le volume de la tumeur a augmenté lentement par rapport aux tumeurs sans
traitement. Le volume de la tumeur a aussi augmenté apres le traitement des cellules avec
MNPs-FA sans AFM.

L’association du AFM au traitement avec le TMZ ¢tait plus efficace. Il a conduit a une
augmentation de la survie du rat a 67 jours avec une diminution du volume de la tumeur (3 fois
moins que le témoin). Les NPs chargées de TMZ ont présenté des résultats similaires : une

augmentation de la survie a 71 jours et la diminution du volume de la tumeur jusqu’au 3,6 moins
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que le témoin. Le traitement aves les MNPs-FA chargées de TMZ associé avec I’AMF a montré
la meilleure réponse. Le volume de la tumeur a diminué 7-10 fois et la survie du rat a augmenté
jusqu’au 97-106 jours. Ces résultats ont confirmé que la combinaison de I’AMF avec les
TMZ/MNPs-FA a pu supprimer la croissance tumorale en favorisant 1’apoptose’.

Dans les travaux précédents de I’équipe, le ciblage des cellules cancéreuses a été étudié par Dr.
Zied Ferjaoui. Dans cette étude, des NPs magnétiques thermosensibles NPs@P(MEO2MAx-
OEGMA100-x) ont été greffées avec I’acide folique dans le but de mettre en évidence 1’impact
de cette molécule sur le ciblage des cellules cancéreuses (SKOV-3)8.

Dans ce chapitre, les NPs synthétisées précédemment (50nm) dans le chapitre 1l recouvertes du
copolymeére thermosensible P(MEO2MAg-OEGMA40) dans le chapitre I11 vont étre greffées
par I’acide folique dans 1’objectif d’étudier son effet sur le ciblage des cellules SKOV-3 par les

NPs. L’objectif de cette étape est résumé dans la figure V-1.

P (MEO,MAx- OEGMA100-x) Acide folique Doxorubicine

AFM
(42°C)

4 " Cellules endothéliales
. >

- Cellules cancéreuses

I - . )
Récepteurs d'acide folique

Figure V-1 : Objectif du chapitre V.
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V.2 Matériels et méthodes :

V.2.1 Modification des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40) par I’acide folique:
La molécule de 1’acide folique modifiée (annexe) a été greffée sur la surface des NPs@ P

(MEO2MAg-OEGMAL0) selon les étapes suivantes:

Une masse de 200 mg d’acide folique a été dispersée dans un volume de 20ml d’éthanol. Le
mélange a été soumis aux ultrasons pendant 30mn afin de bien disperser 1’acide folique. Puis,
6 mg de NPs@P(MEO2MAsOEGMA40) ont été ajoutés au mélange et dispersés encore par les
ultrasons. 200 uL de CuBr2 / TPMA (0,884 umol CuBr2 / 4,3 umol de TPMA) ont été injectés
dans le mélange. Le mélange a été agité sous argon pendant 30mn. Ensuite, 250 uLL d’hydrazine
(7,1 mg mL-1 dans du DMSO) ont été ajoutés et le mélange a été agité sous argon pendant 24

h. Apres 24h, le mélange a été versé dans 200 ml d’eau Milli-Q chaude & 50°C afin de précipiter

les NPs. Les NPs ont été récupérées a 1’aide d’un aimant et lavées 3 fois a 1’eau chaude (50°C)
(Figure V-2).
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Figure V-2 : Modification des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) par I’acide folique.
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V.2.2 Encapsulation de la doxorubicine dans les NPs@ P(MEO2MAsOEGMAu4)-AF:

L’encapsulation de la DOX a éteé faite selon les étapes du protocole cité dans le chapitre 111
(page 89).

La figure V-3 représente les NPs@ P(MEO;MAgOEGMA) modifiées par I’acide folique.

Figure V-3 : NPs@ P(MEO:MAsOEGMAu0)- AF.

V.3 Résultats et discussions :

V.3.1 Analyse par spectroscopie Infra-rouge a transformée de Fourier (IRTF) :

Comme pour chaque étape de modification de surface des NPs, I’analyse par la spectroscopie
Infra rouge a transformée de Fourier a été faite dans 1’objectif de confirmer la modification de
la surface des NPs@ P(MEO2MAgOEGMAu4) par I’acide folique. Le résultat de cette analyse

est présenté dans la FigureV-4.

Le spectre infrarouge montre trois pics a 1122 ;1493 et 1693 cm™ qui correspondent aux
vibrations d’élongation des liaisons C-O, C=C et C=0 respectivement du copolymére
P(MEO2MAg-OEGMA40). La présence du copolymere est aussi confirmée par la liaison C-H
située a 2849 cm™. Le greffage de 1’acide folique sur la surface des NPs@ P(MEO2MAgo-
OEGMA0) est confirmée par les vibrations d’élongation des liaisons N-H et C-N situées a 3300
cm? et & 1307 cm ainsi que par la liaison N-H & 750 cm™.
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Figure V-4 : Spectre IRTF des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA0)- AF.

V.32 Microscopie électronique a transmission a haute résolution (MET-
HR):

Dans cette étape de fonctionnalisation des NPs@ P(MEO2MAsOEGMAu40) par I’acide folique,
I’analyse par la microscopie électronique a transmission a haute résolution a été refaite dans

I’objectif de confirmer la stabilité cristalline des NPs apres le greffage.
Les images de cette analyse sont présentées dans la FigureV-5.

Le cliché de la microscopie électronique (a) montre des NPs@ P(MEO2MAgOEGMA0)-AF.
Ces particules sont monodispersées et elles gardent la méme taille des NPs ZnosFe260:@

MnFe2O4 qui est d’une moyenne de 50nm ainsi que la forme cubique.

Le cliché de diffraction réalisé par le microscope électronique a haute résolution (MET-HR) (b)
présente des taches bien organisées qui correspondent aux plans cristallins : (111), (400), (311),
(200) et (220) qui sont identiques a ceux de la magnétite présentés dans le Chapitre 11 de ce

manuscrit.
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Cette analyse nous confirme que la fonctionnalisation des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) par
I’ AF n’altére pas la structure cristalline du coeur des NPs.

Figure V-5 : Image MET (bright field-fond clair) et histogramme de distribution de taille
des NPs@P(MEO2MAsOEGMA40)- AF (50nm) (a). Cliché de diffraction des NPs@
P(MEO2MAsOEGMA0)- AF (50nm) (b).

V.33 Evaluation biologique des NPs @ P(MEO:MAsOEGMA)- AF:

La cytotoxicité des nanoparticules fonctionnalisées a 1’acide folique sur les cellules SKOV-3 a
été évaluée grace au test de viabilité cellulaire WST-1. Leur effet cytotoxique a été quantifié
aprés incubation des cellules en présence des nanoparticules pendant 24 et 72 heures a 37°C
pour les mémes concentrations en nanoparticules étudiées dans le chapitre 1V (de 3,125 pg.mL-
14100 pg.mL-1) .

La Figure V-6 présente les resultats de la viabilité cellulaire des NPs @ P(MEO2MAgo-
OEGMA0) -AF en fonction de différentes concentrations de NPs. Les valeurs des pourcentages

de ces viabilités sont regroupés dans le tableau V-1.

Cette analyse démontre une cytotoxicité dépendante de la concentration croissante des
nanoparticules sur les cellules cancéreuses. Les NPs@P(MEO2MAs-OEGMA0)-AF
présentent néanmoins une faible cytotoxicité. En effet, pour des concentrations de 25 ; 50 et
100pg.mL-1, elles présentent une viabilité cellulaire autour de 83 ;47 ; 78,31 et 61,40% aprés
24h et de 80,42, 70,31 et 54,59% apreés 72h.
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Figure V-6 : Viabilité des cellules SKOV-3 aprées 24h et 72h de contact avec les NPs@
P(MEO2MAgOEGMAu40)-AF de 50nm.

Tableau V-1 : Pourcentages des viabilités cellulaires des cellules SKOV-3 apres 24h et
72h de contact avec les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40)-AF de 50nm.

0 [3125| 6,25 | 12,5 25 50 100

100| 100 | 95,71 | 87,96 | 83,47 | 78,31 | 61,40

100 100 | 92,42 | 86,31 | 80,42 | 70,31 | 54,59
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V.34 Evaluation biologique des NPs @ P(MEO:2MAscOEGMAu40)- AF
chargées en DOX:

Apres avoir charge les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA40)-AF avec la DOX, leur cytotoxicite a
été étudiée vis-a-vis de la lignée cellulaire SKOV-3. La viabilité cellulaire des NPs a été
analyseée a deux températures 37°C (température physiologique) et 42°C (LCST) et elle a été
comparée aux différentes concentrations de la DOX libre (0,23 ; 0,46 ; 0,93 ; 1,86 ; 3,73 et
7,46 pg.mL™1). Ces concentrations présentent la quantité de la DOX chargée dans les NPs de 50
nm (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 et 100 pg.mL* qui ont été précédemment analysées dans le chapitre
V.

Nous présentons les analyses de cette étude dans la Figure V-7 et les pourcentages obtenus

dans le tableau V-2.

Les résultats montrent une viabilité cellulaire supérieure a 93 ; 92 et 91% pour des
concentrations de DOX de 1,86 ; 3,73 et 7,46 pg.mL™ a 37 et 42°C. Une grande diminution de
la viabilité est observée lors du traitement des cellules aves des NPs modifiées avec I’AF et

chargées en méme temps avec la DOX.

A37°C et pour des concentrations de DOX de 1,86 ;3,73 et 7,46 ug.mL™? | la viabilité cellulaire
est de 73,60 ; 51,51 et 33,19% respectivement.

A une température de 42°C et a laquelle les NPs liberent la DOX chargée, la viabilité des SKOV-
3 est de 34,85; 22,16 et 17,44 ug.mL* pour les méme concentrations de la DOX. La viabilité
cellulaire des SKOV-3 traitées par les NPs @ P(MEO2MAgOEGMA0)-AF chargées en DOX
a 42°C est largement inférieure a celle de la DOX libre a la méme température. En effet, elle
diminue de 91,93 jusqu’au 17,20% a une concentration de DOX de 7,46 pg.mL™. Cette
diminution peut étre due a la présence de la molécule de I’acide folique fonctionnalisée sur la

surface des NPs et son role dans I’internalisation des NPs vers les SKOV-3.
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Figure V-7 : Viabilité des cellules SKOV-3 aprés 24h a 37°C et 5h a 42°C de contact
avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA0)-AF chargées en DOX et la DOX libre.

Tableau V-2 : Pourcentages des viabilités cellulaires des SKOV-3 aprés 24h &4 37°C et 5h &
42°C de contact avec les NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40)-AF de 50nm chargée en DOX et
la DOX libre

0| 023 | 046 | 093 | 1,86 | 3,73 | 7,46
100 | 99,46 | 98,28 | 97,60 93,35| 92,88 | 91,69

100 | 99,46 | 98,04 | 97,80 | 93,12 | 92,88 | 91,93

Viabilité cellulaire 100 | 98,51 | 90,30 | 78,56| 73,60| 51,51 | 33,19
apres 24h a 37°C (%)

100 | 93,83 | 94,75| 78,56 | 34,85| 22,16 | 17,44
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V.3.5 Hyperthermie magnétique :

Le comportement des NPs @ AF (50nm) soumise a un champ magnétique alternative d’une
fréquence de 536,5 et de 796KHz et a une amplitude de 300 et 200 Oe respectivement dans I’cau
et le DMEM est présenté dans la Figure V-8.

e E g u-798KHZz- 300 Gauss
2,5 fumme. DM E M -7 96KHZ- 200 Gauss
e DM E M-536,5KHz- 300 Gauss
e Equ-536,5KH z- 200 Gauss
NPs @AF

2,04

1,54

Delta T(C®)

1,04

0,54

0,0 —7r1r r r r r - 1t r 1 1 *r 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Time (s)

Figure V-8 : Températures des NPs @ AF (50nm) sous un champs magnétique

alternative dans le DMEM et 1’eau a 536,5 et 796 KHz.

Lorsque elles sont soumise a un champ magnétique alternative d’une fréquence de 536,5 et
796KHz, les NPs @ AF (50nm) présentent des températures de chauffage comprises entre 2 et
2,5 °C dans I’eau et le DMEM apres seulement 2min et 40 secondes. La diminution de la
température de 3 °C des NPs @ P(MEO2MAsOEGMALo) (Figure 111-18) a une température
de 2,5°C dans I’eau a 796KHz est expliquée par la présence de la molécule d’acide folique sur

la surface des NPs.

145



V.4 Conclusion

Dans cette étape, nous avons réussi a greffer I’AF comme une molécule de ciblage des cellules
cancéreuses au bout des chaines du copolymére P(MEO2MAscOEGMA40) qui enveloppent les
NPs Zno.aFe2604@ MnFe20y4.

La modification de surface de ces NPs par I’AF a été confirmée par la spectroscopie infra rouge
a transformée de Fourier. La microscopie électronigque a transmission a haute résolution nous a
prouvé que le greffage de cette molécule n’altére pas la structure cristalline des NPs

Zno.aFe2604@ MnFe20a. qui reste la structure d’un cube a faces centrées.

Les NPs @ P(MEO2MAsOEGMA0)- AF ont montré une bonne viabilité cellulaire vis-a-vis
des SKOV-3 apres 24 et 72h. Cette viabilité diminue lorsque les cellules sont traitées par les
nanovecteurs chargées en DOX ce qui nous prouve que la quantité de la DOX chargée dans les

NPs est suffisante pour avoir un bon taux d’apoptose des SKOV-3.

Malheureusement, dans ce chapitre de thése, nous n’avions pas la possibilité de présenter des

analyses d’internalisation de ces nanovecteurs du au temps limité des expériences.
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Conclusion Générale

Durant ce travail de these, une formulation de NPs type cceur/coquille a base d’un ceeur
magnétique et une coquille thermosensible a été développée. Cette formulation est capable
d’encapsuler un médicament anticancéreux et le libérer prés du site tumorale sous 1’effet de la

température.

Ce travail a été présenté en quatre chapitres :

e Syntheses et caractérisations physico-chimique des NPs ;

e Fonctionnalisation des nanoparticules pour 1’encapsulation et la délivrance du principe
actif ;

e Evaluation biologique des nanovecteurs thermosensibles ;

e FEtude des performances thérapeutiques de la vectorisation des NPs @
P(MEO2MAsOEGMA40) modifiées par 1’acide folique.

I . Synthéses et caractérisations physico-chimique des NPs :

Dans ce chapitre, quatre différentes tailles de NPs Zno.4Fe2.604@ MnFe>O4 0nt été synthétisées
dans le but d’étudier I’influence de cette derniére sur leurs propriétés magnétiques et
hyperthermiques. Les NPs synthétisées ont été caractérisées par différentes méthodes de
caractérisations physico-chimique. La taille et la morphologie des NPs ont été identifiées par la
microscopie électronique en transmission (MET). Leur composition chimique a été déterminée
par le diffraction des rayons X (DRX), la spectroscopie d’émission de plasma a couplage
inductif (ICP-OES) et la spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier (IR-TF). Les
propriétés magnétiques des NPs ont été analysées pour chaque taille de NPs. Nous avons
démontré par ces analyses I’influence de la taille des NPs sur leurs propriétés magnétiques et
les NPs Zno.Fe2604@ MnFe204 de la taille la plus grande de 50nm montrent des valeurs de

saturations magnétiques et des valeurs de SAR les plus élevées par rapport aux autres tailles.
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I1. Fonctionnalisation des nanoparticules pour I’encapsulation et la délivrance du

principe actif :

Dans ce second chapitre, les NPs synthétisées précédemment ont été fonctionnalisées par un
copolymeére thermosensible P(MEO2MAsOEGMA40). Le procédé de polymérisation utilisé
lors de cette étape est fondé sur la polymérisation radicalaire par un transfert d'atomes (ATRP),
a travers les activateurs régenérés par un transfert d'électrons (ARGET), connus sous
I’acronyme ARGET-ATRP. Le changement du comportement colloidal du copolymeére sous
I’effet de la température a été démontré par les analyses DLS. Ce changement de 1’état
hydrophile a I’état hydrophobe permet aux NPs@ P(MEO2MAsOEGMA40) d’encapsuler la
doxorubicine et la libérer a des températures contrdlées. La libération de la DOX en fonction de
la température et du temps a été étudiée grace a I’UV-visible. Ce qui nous a permis de fixer les
valeurs LCST de nos NPs et de calculer leur efficacité et le taux de chargement de médicament.
Les résultats de ces études ont montrés que nos NPs @ P(MEO2MAsgOEGMA4) de 50nm
donnent des valeurs de la DLC et la DLE plus élevées que celles de 22 nm et celles étudiées
précédemment dans notre équipe. Dans ce chapitre, nous avons bien réussi a développer des
nanovecteurs thermosensibles capable a encapsuler un médicament anticancéreux et le libérer

a une température controlée.

[11. Evaluation biologique des nanovecteurs thermosensibles :

Dans cette troisiéme partie de thése, la cytotoxicité des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) de 22
et 50 nm avec et sans DOX a été étudiée vis-a-vis des cellules cancéreuses de 1’ovaire (SKOV-
3) en fonction de différentes concentrations de NPs et sous I’effet du temps et de la température
(37et 42°C). Les résultats de ces analyses biologiques ont démontré que les NPs@
P(MEO2MAsOEGMA40) de 22 et de 50 nm non chargées par le principe actif (DOX) sont des
nanovecteurs non ou peu cytotoxiques vis-a-vis des SKOV-3 a des concentrations pouvant
atteindre les 50pug.mL™ . La cytotoxicité de ces nanovecteurs augmente une fois chargés par la
DOX a 42°C et elles présentent une cytotoxicité plus élevée vis-a-vis des SKOV-3
comparativement a la DOX libre. Ces analyses prouvent I’efficacité du traitement des cellules
canceéreuses par la libération de la DOX encapsulée dans les NPs@ P(MEO2MAgOEGMA0)
par rapport a la DOX libre.
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IV. Etude des performances thérapeutiques de la vectorisation des NPs @
P(MEO2MAsOEGMA40) modifiées par I’acide folique :

Dans ce dernier chapitre, la surface des NPs@ P(MEO2MAsOEGMA4o) a été modifiée par
I’acide folique au bout des chaines du copolymére P(MEO2MAsgOEGMALg) greffé sur la
surface des NPs ZnosFe2604@ MnFe2O4 dans le but de cibler les cellules cancéreuses. La
modification de surface de ces NPs par I’AF a été confirmée par la spectroscopie infra rouge a
transformée de Fourier. Les analyse de cytotoxicité des NPs P(MEO2MAsOEGMA4 @AF ont
montré une bonne viabilité cellulaire vis-a-vis des SKOV-3 aprés 24 et 72h. Cette viabilité
diminue lorsque les cellules sont traitées par les nanovecteurs chargées en DOX. Les analyses
d’internalisation de ces nanovecteurs n’ont pas pu étre finalisées pour ce chapitre de these a cause
du temps limité de la thése mais I’efficacité de I’internalisation a ’aide de 1’acide folique a été

déja prouvée dans des travaux précédents de notre équipe de recherche.
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Perspectives

L’objectif principal de ce projet de thése se concentre sur la libération du médicament
anticancéreux (DOX) via des NPs thermosensibles type cceur /coquille a base d’oxyde de fer.
La vectorisation de la DOX a été réalisée en deux étapes complémentaires . En premier lieu,
nous nous sommes concentrés sur la synthése d’un nouveau type de NPs a base d’oxyde de fer
dopées avec du zinc et du manganése, leurs caractérisations physico-chimique ainsi que leur
fonctionnalisation par un copolymere thermosensibles. La deuxieme étape consiste a charger
les NPs élaborées dans la premiére étape par la DOX et étudier la libération de cette derniére en
fonction de la température et du temps. La toxicité de ces NPs a été évaluée in vitro grace aux
cellules SKOV-3.

Les résultats de cette étude nous a permis d’envisager des perspectives qui suivent ce projet de
recherche afin de le compléter.

- Les résultats préliminaires des NPs @ P(MEO2MAsOEGMA40) -AF chargées en DOX
nous encourage a étudier I’internalisation de ces NPs et quantifier le pourcentage de la
DOX libérée.

- Une autre molécule de greffage sera greffée sur la surface des NPs@
P(MEO:MA&OEGMA4) (Pph® : triphénylphosphonium) pour un ciblage
mitochondriale.

- D’insertion d’une deuxiéme drogue 5-Fluoro-Uracile (5-FU) : la stabilité et le taux du
chargement en drogue des NPs seront caractérisés.

- Des études in vitro de ces nouvelles formulations seront réalisées qui visent a évaluer
I’activité cytotoxique, a inhiber les résistances et adéfinir le taux d’internalisation.

- Ces études nous permettront de sélectionner des formulations qui présenteront une
meilleure stabilité dans le milieu biologique, une activité cytotoxique plus efficace, une
internalisation plus importante et une inhibition compléte des résistances. Ces
formulations seront analysées sur des systemes micro-fluidiques et in-vivo.
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Résumeé : Les nanoparticules coeur/coquille offrent des applications prometteuses en
nanomédecine en raison de leur multifonctionnalité. Une attention particuliere a été accordée
aux nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques (SPIONS) type cceur/coquille pour le
traitement ciblé du cancer. La conception des nanoparticules développées dans ce travail de
thése est basee sur la polymeérisation contrdlée initiée en surface de monomeres a la surface d'un
coeur a base d'oxyde de fer. Ces nouveaux nanomatériaux peuvent tirer parti des propriétés
physiques du noyau et des propriétés macromoléculaires de I'enveloppe réactive (un copolymere
réactif a été développé a partir de notre procédé). Ces nanomatériaux intelligents sont alors
capables de transporter un meédicament anticancéreux et de le délivrer a température controlee
dans I'environnement physiologique a proximité du site tumoral. Les nanomatériaux finaux
peuvent alors combiner 1’hyperthermie et la chimiothérapie. Dans ce travail, différentes tailles
de nanoparticules ceeur/coquille d'oxyde de fer dopées au zinc et au manganése (Zno.4Fez6 Os @
MnFe204) avec une morphologie cubique ont été synthétisées par décomposition thermique et

fonctionnalisées par un copolymeére thermosensible a base de (2- (méthoxy éthoxy)méthacrylate
d'ethyle/méthacrylate d'éthylene glycol (MEO.MA/OEGMA). Pour induire le ciblage du cancer
et l'internalisation des nanoparticules vers les cellules cancéreuses, les nanoparticules
synthétisées ont été fonctionnalisées avec I'acide folique, puisque ces cellulessurexpriment les
récepteurs qui se lient au folate 3. Dans ce travail nous présenterons nos résultats récents sur
les nouveaux nanomatériaux que nous développons et leur caractérisation complete.

Mots-clés : Nanoparticules d’oxydes de fer superparamagnétiques (SPIONs), P(MEO:MA-
OEGMA), doxorubicine (DOX), délivrance du médicament, hyperthermie magnétique, acide
folique, SKOV-3.

Abstract :Core/shell nanoparticles offer promising applications in nanomedicine due to their
multifunctionality. Particular attention has been given to superparamagnetic iron oxide
nanoparticles (SPIONS) core/shell type for the targeted treatment of cancer. The design of the
nanoparticles developed in this thesis work is based on the surface-initiated controlled
polymerization of monomers of an iron oxide-based core. These new nanomaterials can take
advantage of the physical properties of the core and the macromolecular properties of the
reactive envelope (a reactive potential has been developed from our process). These smart
nanomaterials are then able to transport an anti-cancer drug and deliver it at a controlled
temperature in the physiological environment near the tumor site. The final nanomaterials can
then combine hyperthermia and chemotherapy. In this work, various sizes of core/shell
nanoparticles of iron oxide doped with zinc and manganese (Zno.sFe26 Os @ MnFe204) with a
cubic morphology were synthesized by thermal decomposition and functionalized by a heat-
sensitive associate based on of (2-(methoxy ethoxy)ethyl methacrylate/ethylene glycol
methacrylate (MEO>MA/OEGMA)). To induce cancer targeting and internalization of
nanoparticles to cancer cells, the synthesized nanoparticles were functionalized with folic acid,
since these cells overexpress receptors that bind folate a3. In this work, we present our recent
results on the new nanomaterials we develop and their complete characterizations.

Keywords: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs), P(MEO2MA-OEGMA),
Doxorubicin (DOX), drug delivery, magnetic hyperthermia, folic acid, SKOV-3.
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Annexes

Annexe 1 : Techniques de caractérisations

A.1.1 Diffraction des rayons X (DRX) :

La diffraction des rayons X est une technique polyvalente non-destructive utilisée pour I’analyse
quantitative et qualitative des matériaux cristallins. Elle définit la structure cristalline des solides,
la distance entre les plans qui forment le solide, la texture, la déformation, I’orientation des

monocristaux et du poly cristallins ainsi que 1’épaisseur de films.

Cette technique est décrite par la loi de Bragg (Equation 1) :

niA = 2dsin@ (1)
Avec :
n:unentier
A lalongueur d’onde de la lumiere incidente,
d : la distance entre les plans atomiques,

0 : I’angle d’incidence,

Lorsque la loi de Bragg est satisfaite, une interférence constructive survient. La différence de la

longueur A+B est égale a un nombre entier (n) d’oscillations de ’onde lumineuse? (Figurel).

incident diffracted

S

Figure 1 : lllustration schématique de la DRX lorsque la loi de Bragg est satisfaite?.
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Le diffractomeétre utilisé pour la caractérisation de nos nanoparticules est un PHILIPS
PANalytical X'Pert Pro MPD (Figure 2).

Figure 2 : Diffractometre PHILIPS PANalytical X'Pert Pro MPD.

A.1.2 Spectroscopie Mdssbauer :

La spectroscopie Mdsshauer est une méthode de spectroscopie basée sur 1’absorption des rayons
gamma par les noyaux atomiques dans un solide. Elle permet de déterminer le degré
d’oxydation d’un élément chimique par la mesure des transitions entre les niveaux d’énergie de

ces noyaux®.

Un spectrométre Mdossbauer est constitué principalement d’une source de rayons , un
collimateur et un détecteur (figure 3).
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Figure 3 : Schéma d’un spectromeétre Mdssbauer?

Un échantillon solide est exposé a des rayons gamma. L’intensité du signal des rayons est
transmise a travers 1’échantillon est mesurée par un détecteur. Dans le spectrométre Mdssbauer,
le collimateur permet d’obtenir un faisceau de rayons de lumiére paralléle a partir de la source.
Les atomes de la source émettrice doivent étre du méme isotope que dans I'échantillon par

exemple pour le fer 57, on utilise une source au cobalt 57, qui produit par capture électronique
un noyau de fer 57 dans un état excité.

Le spectrometre Mdssbauer utilisé dans notre étude est un appareil home made (Figure 4)

Figure 4 : Montage Mossbauer
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A.1.3 Spectroscopie infra rouge a transformée de Fourier (IRTF) :

La spectroscopie Infra rouge a transformée de Fourier est une méthode qualitative pour la
caractérisation physico-chimique des materiaux. Cette technique permet la détermination de la
nature chimique d’un matériaux en identifiant ses liaisons chimiques qui sont présentés sous
forme de bandes d’absorption dans le spectre infra rouge®. Le principe de cette technique est
basé sur la mesure de la quantité de la lumiére absorbée par un échantillon en fonction de la
longueur d’onde. Lorsque I’énergie du faisceau est proche de 1’énergie de vibration de la
molécule, cette derniere absorbe un rayonnement ce qui va diminuer 1’intensité transmise du
faisceau’. Le domaine infra-rouge entre 4000 cm-1 et 400 cm-1 (2.5 — 25 um) correspond aux
domaines d'énergies de la vibration des molécules. Congu par Michelson, I’interférométre de
Michelson pour la spectroscopie infra-rouge se compose de deux miroirs perpendiculaires 1’un

a I’autre et un séparateur de faisceau qui fait un angle de 45° avec les miroirs® (Figure 5).

movable mirror

laser

_______ ———— fixed
.............. R Ve rifror

half-transparent
mirror

R s e e e e e e T
R R R p—

screen

Figure 5 : Interférométre de Michelson congu pour la spectroscopie infra-rouge®.
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Un miroir est fixé dans une position stationnaire et l'autre peut étre déplacé dans une direction
perpendiculaire a sa surface frontale a une vitesse constante. Entre le miroir fixe et le miroir
mobile se trouve un séparateur de faisceau, qui divise la lumiére entrante de la source, C'est-a-

dire 50 % est transmise et 50 % est réfléchie.

La figure 6 représente le spectrophotometre utilisé pour la caractérisation de nos échantillons.

Figure 6 : Spectrophotometre infra-rouge a transformée de Fourier.

A.1l.4 Spectrometre d'émission optique a plasma a couplage inductif (ICP-
OES) :

L’ ICP-OES est une méthode qui consiste a analyser un échantillon par la spectrométrie optique
de photons générés par un plasma a couplage inductif . Elle consiste & ioniser 1’échantillon en
I’injectant dans un plasma d’argon ou d’hélium afin de transformer les atomes de la matiére en
ions par une flamme chaude qui peut atteindre les 8000K. Elle permet une détection de 1’ordre
du pg/L en phase dissoute et en mg/kg en phase solide. Lors d’une analyse ICP, le plasma est
généré dans une torche située a I’intérieur de I’inducteur. La torche permet la formation d’un
plasma stable et évite la formation d’un arc pour pouvoir introduire 1’échantillon. L’échantillon
est injecté via 1’injecteur sous forme d’un aérosol liquide directement au coeur du plasma.
L’échantillon se transforme en aérosol par un nébuliseur'®. L’émission des photons qui sont
caractéristiques a 1’échantillon se fait grace a la désexcitation des especes présentes dans le

plasma. Ces photos sont ensuite triés par un spectrometre et detectée.
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L’ICP-OES utilisé pour la caractérisation des NPs lors ce travail de these est un Perkin Elmer
Avio 200 (Figure 7).

Figure 7 : Perkin EImer Avio 200- ICP-OES

A.15 Analyse thermogravimetrique (ATG) :

L’analyse thermogravimétrique est une technique d’analyse thermique quantitative utilisée pour
la mesure de la perte de masse des materiaux et leurs decompositions, la perte des solvant,
d’humidité ainsi que ’oxydation des substances. Elle enregistre la masse d’un échantillon a
partir d’'une masse de 1mg a plusieurs grammes sous I’effet de la température qui peut
augmenter jusqu’au 1600°C sous un flux de gaz. Quand la température augmente, la masse de
I’échantillon diminue ce qui explique sa décomposition , I’évaporation des composés volatils

ou bien la dégradation de son état d’oxydation.

L’appareil de ’ATG se compose d’un plateau d’échantillon qui est le creuset (en platine ou en
alumine). Ce dernier est soutenu par une balance de précision, mit dans un four et chauffé et
refroidi pendant I’expérience. La masse de 1’échantillon est enregistrée pendant 1’expérience en
fonction de la température ou du temps en présence d’un gaz. Ce gaz peut étre soit I’argon,

I’azote ou les deux a la fois (figure 8).
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Figure 8 : Montage intérieur d’un appareil ATG

Les analyses ATG ont été réalisées avec un Setaram Setsys évolution 1750 (figure 9).

Figure 9 : Appareil ATG Setaram Setsys évolution 1750
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A.1.6 Spectroscopie UV-visible (UV-vis):

La spectroscopie UV-visible permet de déterminer la concentration de soluté dans une solution
a partir de son absorbance ou de sa transmittance. Lorsqu’un champ électromagnétique traverse
une solution, I’énergie portée par les photons excite les électrons des molécules en solution. Il
s’agit d’une transition électronique : les électrons vont sur des orbitales plus hautes en énergie
(figure 10). La différence d’énergie entre les niveaux est liée a la longueur d’onde d’absorption
par la dualité onde-corpuscule de De Broglie :

__hc
AE = 7 (2)

AVEC:

AE : la différence d’énergie (J ou eV)
h=6,626.10"3* J.s la constante de Planck
c=3.10 m.s? la vitesse de la lumiére

A la longueur d’onde (m)

Rayonnement incident

AE_h.c
=

— & - E,

absorption

Figure 10 : Principe de la spectroscopie UV-visible
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Pour des AE comprises entre 1 eV et 10 eV, il s’agit de transitions électroniques et les longueurs
d’ondes correspondantes sont dans le domaine spectral UV-visible, soit entre 300 nm et 800

nm.

En spectroscopie UV-vis, la transmittance T de la solution est mesurée. Il s’agit du rapport entre

I’intensité de la lumiére transmise notée | et I’intensité de la lumiére incidente (lo).

Onnote: T =1_
Io

L’absorbance est définiepar: A = log (') =log T
Io

La relation entre ’absorbance A et la concentration C est donnée par la loi de Beer-Lambert :

A=s.lC

Avec :
¢ : le coefficient d’absorption molaire (L.mol*cm™) ;
[ : I’épaisseur de solution traversée (cm) ;

C : la concentration molaire en soluté (mol.L™%).

Un spectrometre UV-vis permet de tracer I’absorbance A ou la transmittance T en fonction de
la longueur d’onde du rayonnement électromagnétique A. Mesurer I’absorbance a Amax pour
différentes concentrations connues permet de tracer une droite d’étalonnage. Cette droite sert
ensuite & calculer des concentrations inconnues de solutions contenant le méme soluté,
connaissant leur absorbance. En effet la concentration C est directement proportionnelle a

[’absorbance A.

Le spectrophotometre UV-visible utilisé lors de notre étude vient de chez Agilent technologie.

Il est représenté dans la figure 11.
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Figure 11 : Spectrophotometre UV-visible

A.1.7 Diffusion dynamique de la lumiére (DLYS) :

La diffusion dynamique de la lumiere est une technique d’analyse spectroscopique qui consiste
a envoyer un faisceau lumineux a travers un échantillon et a decrire le profil de distribution de
taille de petites particules au sein d’une solution en mesurant I’intensité i de la lumiére diffusée
(figure 12). Cette derniére provient des propriétés optique de I’échantillon mesuré. Les
propriétés optiques d’ensemble d’un mélange est défini par son indice de réfraction. Le rayon
hydrodynamique Ry des particules est mesuré en analysant le coefficient de la diffusion en
translation & partir de 1’équation de la loi de Stocke-Einstein (équation) :

Kg T
Ru = 6Mns DO
Rn: rayon hydrodynamique (nm),
T : température (K),
Do : coefficient de la diffusion en translation (m? / s),
1nS: viscosité du solvant (kg / m2),

K : constante du Boltzmann.

Lors de la mesure DLS, différents facteurs peuvent influencer le mouvement brownien des
nanoparticules qui pourra modifier par la suite la taille apparente des NPs, comme la
concentration des NPs dans le milieu, la force ionique du milieu utilisée pour I’analyse, la forme

162



des NPs et leur surface comme ils peuvent influencer la taille du copolymere greffé sur la

surface des NPs et modifier sa taille de plusieurs nanométres®*.

Monochromatic
Laser Light Sample
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Figure 12 : Schéma représentatif de la DLS.

Lorsque la lumiere du laser traverse les nanoparticules en solution dans la cuvette, elle diffuse
dans toute les directions. L’intensité de la lumiére diffusée par les particules peut étre mesurer
a différents angles ou a unangle fixe (90° typiquement). Le mouvement Brownien des particules
dans le milieu est dU a 1’agitation thermique. L’intensité de la lumiére diffusée a chaque point
au fils du temps est mesurée par un corrélateur automatique. La variation de la taille des
particules obtenue lors de I’analyse se présente par un graphique en fonction de I’intensité de la

lumiére diffusée.

Les mesures de diffusion de la lumiére ont été effectuées a l'aide d'un ALV/ CGS-3 systéme de
goniometre compact (Figure 13) , équipé d'un corrélateur numérique tau multiple ALV- 7004
et un laser He-Ne optimisé d'une puissance de sortie de 22 mW fonctionnant a une longueur

A=632,8 nm.

163



Figure 13 : Goniométre compact ALV / CGS-3

A.1.8 Microscope électronique en transmission a haute résolution (MET-
HR) :

Le microscope électronique en transmission est un instrument particulierement important pour
I’étude structurale locale des materiaux a 1’échelle de quelques nanometres en microscopie a
moyenne résolution et de quelgues dixiemes de nanomeétres en microscopie en haute résolution.
Il est basé sur le principe de la diffraction des électrons et pouvant atteindre le matériau analysé
peut-étre visualis€é a I’échelle atomique puisque il est possible d’atteindre des résolutions
spatiales de 0,1 a 0,2nm. 1l est utilisé pour avoir en particulier des informations sur les défauts,

limites des grains, la taille, la forme, la composition chimique...

Dans un MET, I’échantillon en solution est déposé sur une grille de carbone de 3mm de
diameétre . La grille est mise dans un porte échantillon de I’appareil. Ce dernier est introduit dans

la colonne du microscope pour I’analyse.

En mode imagerie, ce sont les électrons transmis a travers 1’échantillon qui sont analysés. Leur
longueur d’onde A est de 1’ordre du picometre. Ces électrons sont accélérés dans la colonne sous
le vide de W : 10-3-10-4 Pa, LaB6 : 10-5-10-6 Pa a une tension d’accélération qui varient entre
100 et 300Kv. Ce qui produit des électrons avec une longueur d’onde entre 3,7.10° nm et
1,97.10°° nm*2. Les électrons émis par la source (canon a électrons (figure 14) sont focalisés et
condensés a I’aide d’un systéme de lentilles électromagnétiques. La largeur du faisceau est

définie par le plan focal choisie qui influence 1’éclairage de 1’objet. Une lentille magnétique est
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sous forme d’une bobine parcourue par un courant. Ce courant peut étre de plusieurs amperes
et nécessitent d’étre refroidies afin d’assurer la stabilité de 1’appareil ainsi que la qualité des
images. L’eau de refroidissement provient d’un circuit d’eau thermostaté. L’avantage de ces
lentilles se présente dans le changement de la focalisation en changeant le courant qui passe
dans les bobines. En modifiant la focalisation de projection de ces lentilles, on pourra travailler
soit avec le mode d’imagerie ou le mode de diffraction. Ces deux modes sont les deux principaux
modes de fonctionnement d’un MET. Dans le mode image, Le faisceau électronique interagit
avec I’échantillon selon sa nature ( épaisseur, densité ou composition chimique) ce qui conduit a
la formation d’une image contrastée. On pourra observer cette image dans la zone d’observation
en placant le détecteur dans la plan image. Dans le mode de diffraction, C’est le comportement
ondulatoire des électrons qui est exploité. Lorsque le faisceau traverse un échantillon cristallisé,

il est diffracté ce quirévéele des informations sur sa structure cristalline.

—Canon a électrons

Canalisation de pompage —— £ F
— Faisceau d’¢lectrons

— Alignement du faisceau dans 1'axe

N Concentration du faisceau

Condenseur =

Commande de sélection de I'ouverture
Diaphragme d’ouverture —

E

\ } Lentilles de mise au point

4 \

\
') > Ou -
orte-specimen

Chambre & vide - Q

Transmission de 'image

Figure 14 : Schéma représentatif d’un microscope électronique en transmission

Les images des nanoparticules ont été obtenues par un CM200 TEM de Philips avec une tension
d'accelération de 200 kV, une résolution ponctuelle d'environ 0,27 nm et un grossissement de
x 50 000 a x 750 000 (Figure 15 (a)). Les images de la haute résolution ont été réalisées sur un
microscope FEG froid JEOL JEM - ARM 200F fonctionnant a 200 kV et équipé d'un correcteur
de sonde d'aberration sphérique (cs). Les compositions chimiques ont été déterminées par
spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie (EDXS). Les cartes X ont été enregistrées sur
un spectrométre Jeol (SDD, Jeol DRY SD 30 GV) (Figure 15 (b)).
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Figure 15 : (a) MET Philips CM200. (b) MET-HR JEOL JEM - ARM 200F.

A.1.9 Dispositif supraconducteur d'interférence quantique (SQUID) :

Un SQUID (Superconducting Quantum Interference Device en anglais) est un dispositif trés
sensible pour mesurer les champs magnétiques faibles. 1l est capable de mesurer des champs
magnétiques aussi faibles que 5 aT (5x107*® T). Il est constitué d’une bobine de champ
permettant d’appliquer un champ constant de 5 a 7 Tesla sur 1’échantillon. Cette bobine est
capable de détecter les changements de flux magnétique dans I'échantillon en fonction du
champs magnétique appliqué. Le contrdle de la température de 1’échantillon est possible de 5K
a 400K (avec des extensions a 2K et 1000K)™. Il combine deux propriétés de la
supraconductivité : I'effet tunnel des paires de Cooper a travers un milieu non supraconducteur
(I'effet Josephson) et la quantification de flux dans une boucle supraconductrice!®.
L'inconvénient initial d'utiliser un magnétometre SQUID est le colt de fonctionnement de
lI'instrument ainsi que la durée d’analyse. Typiquement un seul balayage de température ou
d'intensité de champ peut prendre plusieurs heures, ce qui entraine la consommation d'une

grande quantité d'hélium liquide®.
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Les mesures du magnétisme des NPs ont été réalisées a 1’aide d’un magnétométre MPMS3

Squid produit par « Quantum design » (Figure 16).

Figure 16 : Magnétometre MPMS3 Squid de « Quantum design ».

A.1.10 Vibrating magnetometer sample (VSM) :

Un VSM est un magnétometre qui mesure les propriétés magnétiques sur la base de la loi
d'induction de Faraday. Il détecte les changements dans le flux magnétique du matériau de
I'échantillon. L'échantillon est monté sur une tige qui est attachée a un oscillateur dans une
région d'espace entre deux p6les d'un grand électroaimant. Un champ magnétique est appliqué
a I'échantillon au moyen de ce dernier et un flux magnétique est généré dans I'échantillon.
L'échantillon est ensuite mis en vibration a une fréquence définie et une force électromotrice
(EMF) est induite dans des bobines de détection situees sur les pdles de I'électroaimant. Ce
signal est finalement traité pour déterminer la réponse magnétique de I'échantillon®®. Un simple
VSM fonctionne dans la plage de température de 4,2 K a 1 273 K, mais il existe également des
VSM cryogéniques qui peuvent fonctionner a des températures aussi basses que 1,6 K . Les
électroaimants utilises dans les VSM peuvent généralement générer des champs jusqu'a environ
35TY.
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Le VSM utilisé lors de travail de these pour les mesures magnétiques des NPs est un VSM de

chez Microsense (Figure 17).

Figure 17 : Magnétométre VSM de Microsense
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Annexe 2 : Syntheses

A.2.1 Centrifugeuse :

Une centrifugeuse est un appareil utilisé pour la séparation des composés d’un mélange en
fonction de leur différence de densité (soit deux liquides ou des particules solides en suspension

dans un liquide) grace a une force tournante a grande vitesse.

Dans ce travail de thése, la centrifugeuse « multifuge X1, thermo scientific » (figure 18 (a)) a
été utilisée pour séparer les NPs en suspension dans les solvants. La figure 18 (b) représente les

NPs aprés la centrifugation.

()

Figure 18: Centrifugeuse multifuge X1, thermo scientific

A.2.2 Modification de I'acide folique (AF) :

La modification de I'AF a été réalisée selon le protocole présenté dans la figure 19 :

e Une masse de 2g (4,53 mmol) d’AF a été dissoute dans 20mL de DMSO,

e Puis, 1,04 g (5,4 mmol) du chlorhydrate de N- (3-diméthylaminopropyl) -N
thylcarbodiimide (EDC) et 0,62 g (5,4 mmol) de N-hydroxysuccinimide (NHS) ont
été ajoutés. Le mélange a été agité pendant 3 heures.

e Apres 3 heures, 0,71ml (4,53 mmol) de 2-hydroxyéthyl-2bromoisobutyrate ont été
injectes dans le mélange et agités pendant 24h,

e Apres 24 heures, I’ AF modifié a été précipité dans un exces de dichlorométhane et le
solide orange resultant a été lavé plusieurs fois avec du dichlorométhane et de
I'acétone et séché sous le vide.
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Figure 19 : Synthese de ’acide folique modifié par I'acide 2-bromoisobutyrate
d'hydroxyéthyle
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Annexe 3 : Calculs

Dans cet annexe, nous représentons les masses ainsi que les pourcentages théoriques des
éléments Fe, Zn, Mn et O qui constituent les NPs Zng sFe2604@ MnFe;O4 de 10,15,22 et 50nm
dans le but de les comparer avec les pourcentages obtenus par I’analyse ICP-OES.

Tableau 1: Masse globale de chaque élément y compris oxygene dans les

ZnosFe2,604@ MnFe2O4en fonction de la taille des particules

Coeur/coquille Masses (mg)
Metaux/tallle w0 | 15 [ 2 [ 50

2,50496.102¢  8,9351.10% 3,0416. 103 3,75898. 102

Zn 7,2782.102° 5,8230.102° 3,3959. 1024 5,3062. 1023
Mn 1,0337.10% 2,8059. 10% 5,6899. 10-% 4,0022.10%
0 1.38282.10%*  4.6951. 10 1.49418.102%  1.76492. 10
Masse total 4,9943.102¢ 1,7017.10% 5,4439. 103 6,4542. 1022

Tableau 2 : Pourcentage globale de chaque élément y compris oxygéne dans les

Zno.aFe2604@ MnFe;O4 en fonction de la taille des particules

Gdad 0«
weanate T T 5 = %

50,15 52,42 55,86 58,23
Zn 1,45 3,42 6,23 8,22
Mn 20,69 16,48 10,45 6,20
(0) 27,68 27,58 27,44 27,34
% total 100 100 100 100
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Tableau 3: Masse globale de chaque élément sans oxygene dans les ZnosFe2604@

MnFe2O4 en fonction de la taille des particules

Ceeur/coquille Masses (mg)
Metauxlta-"e w0 | 15 | 2 | 5 |

2,50496.10%*  8,9351.10% 3,0416. 102 3,75898. 1022

Zn 7,2782. 1026 5,8230.10% 3,3959. 1024 5,3062. 10
Mn 1,0337. 1024 2,8059. 10 5,6899. 1024 4,0022. 1023
Masse total 3,61114.10%* 1,23233.102% 3,95018.102° 4,68982. 1022

Tableau 4 : Pourcentage globale de chaque élément sans oxygéne dans les

Zno.sFe2,604@ MnFe;O4 en fonction de la taille des particules

—

69,36 72,50 76,99 80,15
Zn 2,015 4,72 8,59 11,31
Mn 28,62 22,76 14,40 8,53
% total 100 100 100 100
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Annexe 4 : Courbes d’absorbance et d’étalonnage de la DOX

Cette partie d’annexe représente les courbes d’absorbance et d’étalonnage de la DOX médicale

dans les deux milieux : eau et DMEM a différentes températures : ambiante, 37et 42°C.

e Dansl’eau:

(a)

(b)

Figure 20 :

—— DOX médicale EAU 31,25 pg/mL Abs
——DOX médicale EAU 62,5 pg/mL Abs
DOX médicale EAU 125 pg/mL Abs
—— DOX médicale EAU 250 pg/mL Abs
—— DOX médicale EAU 500 ug/mL Abs

absorbance
O = MW s

&
/

300 400 500 600 700
longueur d'onde

—— DOX medicale EAU 37°C 31,25 pg/mL Abs
—— DOX medicale EAU 37°C 62,5 pug/mL Abs
DOX medicale EAU 37°C 125 pg/mL Abs
—— DOX medicale EAU 37°C 250 pg/mL Abs
——— DOX medicale EAU 37°C 500 pg/mL Abs

absrobance
O o= MW s

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

—— DOX medicale EAU 42°C 31,25 pg/mL Abs
—— DOX medicale EAU 42°C 62,5 pg/mL Abs
DOX medicale EAU 42°C 125 pg/mL Abs
—— DOX medicale EAU 42°C 250 pg/mL Abs
—— DOX medicale EAU 42°C 500 pg/mL Abs

absorbance
O = MW s N

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

Absorbance de la DOX médicale dans I'eau a différentes températures : ambiante
(@), 37°C (b) et 42°C (c) selon la concentration
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Figure 21 : Courbes d'étalonnage de la DOX dans I'eau selon la température

e Dans le DMEM :

(a)

(b)

(c)

Figure 22 :

absorbance

O R, N WA U O

absorbance

W

absorbance
O = NW R U O

——— DOX médicale DMEM 31,25 pg/mL Abs
——DOX médicale DMEM 62,5 pg/mL Abs
DOX médicale DMEM 125 pg/mL Abs
——DOX médicale DMEM 250 pg/mL Abs
——— DOX médicale DMEM 500 pg/mL Abs

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

—— DOX médicale DMEM 37°C 31,25 ug/mL Abs

—— DOX médicale DMEM 37°C 62,5 pug/mL Abs
DOX médicale DMEM 37°C 125 pg/mL Abs

—— DOX médicale DMEM 37°C 250 pg/mL Abs

o ——— DOX médicale DMEM 37°C 500 pg/mL Abs

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

——— DOX médicale DMEM 42°C 31,25 pg/mL Abs
—— DOX médicale DMEM 42°C 62,5 pg/mL Abs
DOX médicale DMEM 42°C 125 pug/mL Abs
—— DOX médicale DMEM 42°C 250 pg/mL Abs
——— DOX médicale DMEM 42°C 500 pg/mL Abs

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)

Absorbance de la DOX médicale dans DMEM a différentes températures :

ambiante (a), 37°C (b) et 42°C (c) selon la concentration
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© 1 - R2=0.9991

xssif'
0
0 50 100 150 200 250 300
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»*  absorbance T ambiante »*  absorbance 37 °C X  absorbance 42°C
------- Linéaire (absorbance T ambiante) ------- Linéaire (absorbance 37 °C) ------- Linéaire (absorbance 42°C)

Figure 22 : Courbes d'étalonnage de la DOX dans le DMEM selon la température
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