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Titre :

Ingénierie des nanomatériaux magnétiques : de la synthése biomimétique aux applications

nanotechnologiques.
Résumé :

La nanotechnologie, un domaine de recherche a la convergence de disciplines variées telles que
la biologie, la chimie, la physique et les sciences des matériaux, a ouvert la voie a la création de
matériaux hybrides innovants. S'inspirant des structures complexes et ordonnées trouvées dans la
nature — sucres, lipides, acides nucléiques et protéines — la nano-biotechnologie a repoussé les
frontieres de la science traditionnelle. Dans ce contexte, l'utilisation des capsides virales de
plantes comme échafaudages a émergé comme une approche prometteuse, en raison de leur
homogéneité, taille uniforme, robustesse, colt abordable et leur capacité unique a se
désassembler et a se réassembler. Cette technique a permis de modifier les nano-objets en
greffant des éléments fonctionnels tant sur leur surface externe qu’interne, ouvrant ainsi de

nouvelles voies dans le domaine de la nanotechnologie.

Dans cette recherche, nous avons concentré nos efforts sur I'étude des interactions entre les virus
et les nanoparticules d'oxyde de fer. Notre approche s'est distinguée par l'utilisation des
nanoparticules d'oxyde de fer, en particulier la maghémite, contrairement a la tendance
dominante qui privilégie les nanoparticules d'or. L'objectif était de développer de nouveaux
nanobiohybrides magnétiques en utilisant des réactions d'amidation pour assembler des

nanoparticules d'oxyde de fer avec des capsides virales spécifiques.

Dans un premier temps, des nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer de trois tailles différentes
(5, 10 et 15 nm) ont été synthétisées via la méthode du polyol. Malgré leur formation réussie, ces
nanoparticules présentaient des défis de solubilité et de stabilité dans I'eau, un obstacle majeur
pour des applications biomeédicales. Pour surmonter cela, nous avons fonctionnalisé ces

nanoparticules avec différents agents, dont le citrate s'est averé étre le plus efficace.

L'étape suivante a impliqué le greffage de ces nanoparticules fonctionnalisées sur des capsides de
virus icosaédriques, en particulier le Turnip yellow mosaic virus (TYMV) et le Rice yellow
mottle virus (RYMV). Ce processus a été minutieusement caractérisé, confirmant la réussite du

greffage et la préservation de la symétrie icosaédrique des capsides. Les nanobiohybrides ainsi



formés ont été eétudiés pour leurs propriétés magnetiques et leur potentiel en hyperthermie
magnétique et photothermique, révélant une efficacité accrue par rapport aux nanoparticules non
liées.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en lumiére I'avantage des nanoparticules d'oxyde
de fer citratées assemblées sur les virus, notamment le RYMV, en termes de performances en
hyperthermie magnétique. Ces découvertes prometteuses ouvrent la voie a de nouvelles

applications en nanomédecine, en particulier pour [l'optimisation des traitements par

hyperthermie magnétique.

Mots clefs : Nanotechnologie, nanoparticules d'oxyde de fer, nanobiohybrides magnétiques,
méthode du polyol, applications biomédicales, hyperthermie magnétique, hyperthermie
photothermique.



Title:

Magnetic nanomaterials engineering: from biomimetic synthesis to nanotechnological

applications.
Abstract:

Nanotechnology, a research field at the convergence of diverse disciplines such as biology,
chemistry, physics, and materials science, has paved the way for the creation of innovative
hybrid materials. Drawing inspiration from the complex and ordered structures found in nature -
made up of sugars, lipids, nucleic acids, and proteins - nano-biotechnology has pushed the
boundaries of traditional science. In this context, the use of plant viral capsids as scaffolds has
emerged as a promising approach, due to their homogeneity, uniform size, robustness,
affordability, and their unique ability to disassemble and reassemble. This technique has enabled
the modification of nano-objects by grafting functional elements on both their external and

internal surfaces, thus opening new paths in the field of nanotechnology.

In this research, we focused our efforts on studying the interactions between viruses and iron
oxide nanoparticles. Our approach was distinguished by the use of iron oxide nanoparticles,
particularly maghemite, contrary to the prevailing trend which favors gold nanoparticles. The
goal was to develop new magnetic nanobiohybrids using amidation reactions to assemble iron

oxide nanoparticles with specific viral capsids.

Initially, magnetic iron oxide nanoparticles of three different sizes (5, 10, and 15 nm) were
synthesized using the polyol method. Despite their successful formation, these nanoparticles
presented challenges in solubility and stability in water, a major obstacle for biomedical
applications. To overcome this, we functionalized the nanoparticles with various agents, among

which citrate proved to be the most effective.

The next step involved grafting these functionalized nanoparticles onto icosahedral viral capsids,
particularly the Turnip yellow mosaic virus (TYMV) and the Rice yellow mottle virus (RYMV).
This process was thoroughly characterized, confirming the successful grafting and the
preservation of the icosahedral symmetry of the capsids. The formed nanobiohybrids were then
studied for their magnetic properties and their potential in magnetic and photothermal

hyperthermia, revealing increased efficiency compared to unbound nanoparticles.
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In conclusion, this study highlighted the advantage of citrated iron oxide nanoparticles
assembled on viruses, especially RYMV, in terms of performance in magnetic hyperthermia.
These promising findings pave the way for new applications in nanomedicine, particularly for

optimizing treatments through magnetic hyperthermia.

Keywords: Nanotechnology, Iron Oxide Nanoparticles, Magnetic Nanobiohybrids, Polyol
Method, Biomedical Applications, Magnetic Hyperthermia, Photothermal Hyperthermia.
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Chapitre |

Introduction

Actuellement, une attention particuliére est accordée aux systéemes colloidaux incorporant des
nanoparticules magneétiques en raison de leur potentiel significatif dans le domaine de la
biotechnologie. Mon travail de these a impliqué la synthese et la caractérisation d'assemblages de
nanoparticules d’oxyde de fer pour des applications biomédicales, en particulier I’hyperthermie
magnétique. 1l est crucial que ces systéemes maintiennent leur stabilité dans des environnements
aqueux et démontrent des propriétés magnétiques différentes des nanoparticules d’oxyde de fer
nues. Le premier chapitre sert d'introduction au sujet. Ensuite, dans le deuxiéme chapitre, je
détaillerai la synthése de nanoparticules de maghémite, leur assemblage sur des capsides de virus
de plantes et leur efficacité en photothermie (Chapitre 3), et enfin leurs propriétés magnétiques, y
compris leur efficacité en hyperthermie magnétique (Chapitre 4).

Dans la premiere partie de ce chapitre, je discuterai des propriétés magnétiques en genéral et de
la nécessit¢ d’avoir des nanoparticules superparamagnétiques pour des applications
biomédicales. La deuxiéme partie abordera diverses méthodes de synthése couramment
employées pour produire des nanoparticules magnétiques, en particulier la maghémite : les
méthodes sol-gel, co-précipitation, microémulsion, décomposition thermique, et hydrothermale.
La méthode du polyol, que nous avons employeée, sera examinée en detail dans le chapitre 2.
Enfin dans ce chapitre, je présenterai 1’état de I'art sur les assemblages de nanoparticules d’oxyde

de fer et les objectifs de ma thése.
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1. Magnétisme

1.1.Classification de matériaux magnétiques

Les matériaux peuvent étre genéralement classés selon leur réponse a un champ magnétique
externe, notée H. lls présentent alors une aimantation induite, notée M. Les composés
paramagnétiques et diamagnétiques développent une aimantation M positive et négative,
respectivement, mais qui disparait quand le champ est coupé. Les matériaux avec une
aimantation totale non nulle en absence de champ magnétique sont des aimants permanents ou
matériaux magnetiques, comme les composés ferromagnétiques, antiferromagnétiques et

ferrimagnétiques (Figure 1.1).

La susceptibilité magnétique y (sans dimension) ou la susceptibilité magnétique molaire ym (en
m3.mol™?) sont des grandeurs qui caractérisent la réponse d’un matériau au champ magnétique
externe H. Dans le cas des matériaux para- et diamagnétiques, la dépendance entre M et H est
linéaire, avec M = yH, avec y indépendant de H dans le cas de matériau linéaire, homogéne et

isotrope.

Un matériau paramagnétique peut étre décrit comme un ensemble de dipbles magnétiques
indépendants les uns des autres, qui prennent une orientation aléatoire en absence de champ
magnétique, et qui s’alignent dans la méme direction le champ magnétique externe. M est alors
dans le méme sens que H, et la susceptibilité molaire est positive avec des valeurs comprises
entre +10° & +10° cm®.mol. La susceptibilité dépend de la température, selon la loi de Curie : y
= CIT, C étant la constante de Curie. Un composé diamagnétique posséde quant a lui une

susceptibilité molaire négative faible (de -10° & -10° cm®.mol ™).
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Comportements magnétiques distincts des matériaux :

1.2.Ferromagnétisme et ferrimagnétisme

Classification et courbes d'aimantation et de

Le couplage par interaction d’échange des moments magnétiques entre eux permet

énergétiquement d’aligner les moments magnétiques de fagon paralléles entre eux. Les matériaux

ferromagnétiques possédent alors une aimantation spontanée. La susceptibilité magnétique

molaire est trés élevée (102 a 10° cm®.mol™) et n’est pas linéaire en fonction de H. En fonction de

la température, elle suit la loi de Curie-Weiss (éq 1), C étant la constante de Curie et Tc la

température de Curie. Pour T > Tc, le matériau subit une transition de phase et perd ses

propriétés d’aimantation spontanée, il devient alors paramagnétique, en effet 1’agitation

thermique devient prépondérante devant I’interaction d’échange et désaligne les moments

magnétiques.
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xX= (€q 1)

Pour comprendre le comportement des matériaux ferromagnétiques, on peut le diviser en
domaines de Weiss dans lesquels les moments magnétiques sont tous paralleles entre eux dans
une méme direction (Figure 1.2, cadre vert). Les domaines étant orientés de facon aléatoire, un
compos¢ ferromagnétique n’ayant jamais ¢ét€ exposé a un champ externe possede une
aimantation nulle. En présence d’un champ magnétique H croissant, I’aimantation M croit selon
la courbe de premiére aimantation (courbe pointillée, Figure 1.2) pour atteindre une valeur
maximale (aimantation a saturation Ms). Le champ magnétique externe est suffisamment fort
pour permettre 1’alignement de tous les moments magnétiques dans le matériau, il n’y a alors
qu’un seul domaine de Weiss (Figure 1.2, cadre bleu), En faisant décroitre H, 1’aimantation M
décroit selon une courbe distincte de la premiére aimantation, il y a un retard a la désaimantation
(courbe rouge Figure 1.2). A champ H nul, le matériau posséde une aimantation non nulle
(aimantation rémanente Mg), qui est liée a la conservation de I’alignement des moments
magnétiques de certains domaines bloqués (Figure 1.2, cadre rose). Pour obtenir M = 0, il faut
inverser le champ H jusqu’a une valeur -Hc (champ magnétique coercitif). En continuant de
diminuer le champ, on atteint la saturation de I’aimantation (-Ms), puis en inversant et
augmentant le champ, I’aimantation prend la valeur -Mgr & champ nul. Le cycle tracé est appelé

cycle d’hystérésis.
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Figure 1.2: Cycle d'hystérésis d'un matériau ferromagnétique : une illustration des variations de I'aimantation en fonction du
champ magnétisant, ainsi que des valeurs de Mr, Hc et Ms du matériau.

On peut classer les matériaux ferromagnétiques en deux catégories suivant la valeur du champ
coercitif. Les ferromagnétiques doux (comme la ferrite de nickel NiFe>O4) ont une valeur de Hc
faible (inférieure a 1000 A.m™), les ferromagnétiques durs (comme la magnétite FesO4) ont une

valeur de Hc supérieure a 1000 A.m™,

Les composés ferrimagnétiques peuvent étre considérés comme un sous-ensemble des composés
ferromagnétiques. En effet, ils présentent une aimantation spontanée, méme si elle est inférieure
a celle des matériaux ferromagnétiques, ils possédent des moments magnétiques antiparalléles
mais ne se compensant pas deux par deux (Figure 1.1). Comme pour les matériaux
ferrimagnétiques, ils présentent des phénoménes d’hystérésis et une transition de phase a la

température de Curie Tc au-dela de laquelle le composé devient paramagnétique.
1.3.Antiferromagnétisme

Comme pour les matériaux ferromagnétiques, il existe un couplage par interaction d’échange des
moments magnétiques en eux pour les composés antiferromagnétiques. Cependant les moments
magnétiques sont antiparalléles entre eux, ce qui donne une aimantation totale nulle du matériau.

L’alignement n’est possible qu’a une température inférieure a la température de Néel, Tn (Figure
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1.3). Pour T> Tn, le matériau devient paramagnétique. La susceptibilit¢ dépend de la

température, et suit alors la loi de Curie-Weiss (éq 2) :

<
X= T+Ty

(éq 2),

Susceptibility

Paramagnetic

Figure 1.3: Réponse de la susceptibilité en fonction de la température pour un matériau antiferromagnétique/ferromagnétique.

\

Temperature

1.4.Superparamagnétisme

Lorsque la taille des matériaux ferro- ou ferrimagnétique décroit, le nombre de domaines de
Weiss diminue jusqu’a ce que la nanoparticule soit constituée d’un seul domaine (Figure 1.1)
pour une valeur critique Dc. Pour ce monodomaine, le champ coercitif décroit quand la taille
diminue jusqu’a une valeur de taille de nanoparticule Ds, en dessous de laquelle la nanoparticule

est superparamagnétique.

Le superparamagnétisme est caracterisé par un champ coercitif et une hystéresis nuls, avec une
valeur de susceptibilité magnétique élevée en présence d’un champ magnétique externe (Figure

1.4) mais qui se désaimante en absence de champ.
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Figure 1.4: Evolution du comportement magnétique : De la courbe d'hystérésis typique d'un matériau ferromagnétique (A) d la

courbe d'aimantation d'un matériau superparamagnétique (B).
Les valeurs de Dc et Ds dépendent de la nature du matériau (Figure 1.5) et Ds est de 1’ordre de la
dizaine/centaine de nanometre. Parmi les matériaux superparamagnétiques les plus couramment
utilisés en médecine pour I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et en nanotechnologie pour
la délivrance ciblée de médicaments on peut nommer ’oxyde de fer (Fe30a), 1’oxyde de cobalt
(Co0), qui est souvent utilisé dans la fabrication de supports magnétiques tels que les disques
durs, les bandes magnétiques et les cartes magnétiques, 1’oxyde de nickel (NiO) qui est utilisé
dans la fabrication de transformateurs, d'inductances et d'autres composants électroniques et
finalement les nanoparticules de ferrite, telles que les nanoparticules de cobalt, de nickel ou de

manganese, qui sont des matériaux superparamagnétiques utilisés dans de nombreux domaines, y

compris la médecine, I'électronique et la catalyse.
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Figure 1.5: (a) Passage des nanoparticules magnétiques de la région superparamagnétique a la région multidomaine en fonction
de leur diametre. Les fleches rouges indiquent l'orientation des domaines. (b) Relation expérimentale entre la coercivité et le
diamétre des particules, principalement liée a I'énergie d'anisotropie cristalline.

Dans les monodomaines, on considére I’aimantation comme étant un seul moment magnétique
(somme de tous les moments magnétiques du grain), c’est I’approximation « Macro-spin ».
L’aimantation peut se renverser spontanément en fonction de la température. Le temps de
relaxation de Néel tn est défini comme étant le temps moyen entre deux renversements paralléle
et antiparallele séparés par une barriére énergéetiqgue KVm, K étant définie comme 1’anisotropie
magnétique et Vv le volume de la nanoparticule. Si la mesure de cette aimantation est supérieure
a tn alors, on observera une aimantation globalement nulle, il est dans un état dit
superparamagnétique. A I’inverse si le temps de mesure tm est inférieur au temps de relaxation,
I’aimantation ne se retourne pas, il est dans un état dit bloqué ou ferromagnétique. En général, le
temps de mesure est constant, seule la température varie. La température de transition entre 1’état
superparamagnétique et ferromagnétique est appelé température de blocage et a lieu quand tm =
tn. Cette température se mesure grace a des expériences appelées ZFC/FC, apres refroidissement
sous un champ nul (Zero field cooling), on mesure I’aimantation en augmentant la température
de 3 a 300 K sous un champ magnétique faible, puis on refroidit la température toujours sous
champ non nul (Field cooling). La température de blocage correspond au maximum de la courbe
ZFC (Figure 1.6). Pour la magnétite la limite de taille entre mono et multidomaine est entre 80 et

128 nm [1] [2], tandis que pour la maghémite le diamétre est inférieur a 166 nm [1].
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Figure 1.6: Mesure de l'aimantation lors des cycles de refroidissement (ZFC) et de refroidissement sous champ (FC) sur un
ensemble de nanoparticules de CoPt. L'axe des ordonnées (M (T)/M FC (5K)) représente I'aimantation mesurée, normalisée par
rapport a I'aimantation maximale mesurée lors du refroidissement ~ sous  champ a 5 °K.

1.5.Applications biomédicales

Polymeric Inorganic Lipid-based
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* Precise control of particle * Unique electrical, magnetic and * Formulation simplicity with
characteristics optical properties a range of physicochemical
* Payload flexibility for hydrophilic * Variability in size, structure properties
and hydrophobic cargo and geometry * High bioavailability
* Easy surface modification * Well suited for theranostic * Payload flexibility
* Possibility for aggregation applications * Low encapsulation
and toxicity * Toxicity and solubility limitations efficiency

Figure 1.7 : Révélation des diverses sous-classes de nanoparticules (NPs) présentes dans différentes classes, mettant en lumiére
leurs avantages et inconvénients en termes de chargement, de délivrance et de réponse du patient [3]
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Pour les applications biomédicales, de nombreux matériaux sont maintenant utilisés (Figure 1.7),
on trouve des matériaux polymériques, lipidiques ou inorganiques comme les nanoparticules
d’or, de silice, des quantum dots et d’oxyde de fer. Parmi ces nanomatériaux, les nanoparticules
d’oxydes de fer (NPs) sont les plus étudiés et certains ont été¢ approuvées par la FDA (Food and
Drug Administration). Les NPs sont généralement composées de magnétite (FesOs) ou de
maghémite (Fe203), de taille inférieure a 100 nm. Les trois principales applications sont, la
délivrance de médicaments, les agents de contrastes et I’hyperthermie magnétique (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Diagramme schématique illustrant les parametres importants qui influencent I'efficacité du traitement par
hyperthermie magnétique et les différents types d'applications biomédicales de I'hyperthermie magnétique.

1.5.1. Délivrance de médicaments.

La délivrance de médicaments conventionnelle utilise les voies biologiques intrinseques du corps
humain, comme la circulation sanguine, la pénétration dans les tissus ou le transport cellulaire.
Cependant beaucoup de médicaments, notamment les anticancéreux ont des faibles indices
thérapeutiques, c’est-a-dire qu’ils sont aussi toxiques pour les cellules saines que les cellules
cancéreuses. C’est pourquoi le ciblage magnétique de médicaments a été le sujet de nombreuses

études.
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Les médicaments, généralement peu solubles, toxiques, non spécifiques a une cible particuliere,
sont chargés dans les NPs par adsorption ou sont conjugués chimiquement a celles-ci afin
d’améliorer leur effet thérapeutique. De plus, certains tissus peuvent étre cibler en greffant sur
les NPs des molécules spécifiques (anticorps, peptide de pénétration cellulaire, aptameres ...).
Apres administration de ces systéemes dans la circulation, un champ magnétique peut étre aussi

applique pour cibler un tissu et améliorer la pénétration cellulaire (Figure 1.9).
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Figure 1.9: lllustration des diverses méthodes de fonctionnalisation des MNP permettant de conférer une identité théranostique.

Plusieurs études sur ces systemes magnétiques font 1’objet d’essai cliniques (Tableau 1.1). Les
prinicipales molécules anticancéreuses associés aux NPs sont la Doxorubicin, Placlitaxel,

Artemisinin, Gemcitabine, Bortezombin, Cisplatin, et Docetaxel.

Le ciblage magnétique a été exploré pour la délivrance de genes [4]. La magnétofection est
utilisée pour améliorer la transfection du matériel génétique [5]. Les NPs sont généralement
décorées de polymeres cationiques (par exemple polyethylénimine PEI) ou des lipides
cationiques pour adsorber par interactions électrostatiques les SIRNAs ou ADN plasmides. Le
champ magnétique permet d’accumuler les NPs a la surface de la cellule et ainsi améliorer la
pénétration cellulaire des acides nucléiques. Apres internalisation, la surface cationique
déstabilise les endosomes et relargue le matériel génétique dans le cytoplasme. Pour des
plasmides plus larges, I’utilisation de particules virales donne un rendement plus important pour
I’expression des geénes que les NPs. Les vecteurs viraux peuvent étre dérivés de virus de

mammiferes comme les lentivirus ou adenovirus. Ces particules virales peuvent étre conjuguées
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avec des NPs pour favoriser le transport du vecteur. Cette stratégie est plus efficace que les
systemes classiques de vectorisation pour des tissus qui ne peuvent étre transduits, comme par

exemple les tissus de 1’estomac dont le milieu est acide et avec de nombreuses enzymes

digestives.
Agents Formulation Disease Status
Ferrofluids [83] magnetite nanocrystals coated with starch Various cancers Phase [ in 1996

polymers carrying epirubicin (100 nm)

MTC-DOX [54]

Elementary iron coated with activated
carbon carrying doxorubicin (0.3-5 pm)

Hepatocellubar carcinoma

Phase ILIII stopped prematurely in
20035

Endorem®™ / Feridex Irom oxide nanocrystals coated with Liver tumor detection FDA approval in 1996 currently

LV 103 dextran (80-1350 nm) discontinued

Resovist® Irom oxide nanocrystals coated Liver tumor detection EMA approval in 2001; currently
carbocydextran (60 nm) discomtinued

Gastromark™ Iron oxide nanocrystals coated with silica Gl Tract Imaging FDA approval in 1996 and EMA

Lupmirem® {300 nam) approval in 2000; currently

discontinued

Sinerem™ [ Combidex Iron oxide nanocrystals coated with Dietecting occult lymph node Clinical imaging available in the

K2 dextran (20-40 nm) metastasis in prostate cancer Metherlands

Ferahermse™ Iron oxide nanocrystals coated with Anemia associated with FDA appeoval in 2009

Ferumoxytol

polyglucose sorbitol carboxymethylethe
{30 mm)

chronic renal failure, iron
deficiency ancmia

WanoTherm™ [37)

Iron oxide nanocrystals coated

Focal thermal ablation

EM A approval in 20010

Ongoing clinical trials with the
Imvestigational Device Excimption
{IDE) approved by FDA

treatment of glioblastoma
multiforme

Focal thermal ablation
treatment of intermediate-risk
Prostabe Cancer

aminosilane (15 nm)

Tableau 1.1: Exploration des nanoparticules magnétiques a base d'oxyde de fer : Essais cliniques et applications médicales en
cours [6]

1.5.2. Agents de contraste pour I’imagerie par résonance magnétique (IRM)

Aujourd’hui, ’imagerie médicale étre largement utilisée dans 1’établissement du diagnostic. Elle
permet notamment un suivi trés précis de 1’évolution d’une maladie en offrant la possibilité¢ d’un
examen comparatif quantitatif [6]. Elle est aussi utilisée pour aider ou assister une intervention
(imagerie interventionnelle) que ce soit un examen complémentaire requis pour un diagnostic,
comme une biopsie, ou une intervention nécessaire pour un traitement.

En IRM, les hydrogenes, principalement ceux de I’eau présente a 70% dans le corps humain,
sont excités par une impulsion radio fréquence. A la fin de 1’impulsion radio fréquence, le retour
de l’aimantation a sa position d’équilibre, appelé relaxation, se réalise selon deux temps
caractéristiques, T1 (relaxation longitudinale) et T2 (relaxation transversale) (Figure 1.10-B).

Les temps de relaxation dépendent des interactions entre 1’eau et les molécules biologiques
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voisines. Les agents de contraste permettent de changer le temps de relaxation dans les tissus
sains ou pathogeénes afin d’améliorer la sensibilité et la spécificité de I’'IRM [7]. Il existe deux
grandes familles d’agents de contraste : les agents de contraste positifs ou agents T1, et les
agents de contraste négatifs ou T2. La relaxivité exprime le taux de relaxation (R1 = 1/T1 ou R2
= 1/T2) induite par un agent de contraste en fonction de sa concentration.

A A B Relaxation longitudinale
z Signal

Temps

Relaxation transversale

Signal

Figure 1.10: (A) Effet de I'application d'un champ magnétique B1 sur I'aimantation. (B) Relaxation de I'aimantation selon les
axes z (longitudinal) et xy (transversal). (C) Images pondérées en T1 du cerveau avant (en haut) et apres I'administration d'un
agent de contraste (Gadoteridol 0,3 mmol Gd/kg). Une augmentation du contraste est observée dans la tumeur (indiquée par
une fleche) apreés l'injection.

Les agents de contraste T1 raccourcissent le temps de relaxation T1, et les zones ou se trouvent
cet agent T1 apparaissent d’autant plus claires en IRM que sa concentration est importante. Les
agents T1 commercialisés sont des complexes de Gadolinium (Ga®") paramagnétiques (Figure
10.1-C). Bien que ces agents ont été mises sur le marche, la stabilité de ces complexes a été

remises en cause et des risques de fibrose ont été recensés chez certains patients (Tableau 1.2).
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Relaxivité

Nom (3T, plasma, Risque de fibrose
Nom chimique Nom . Fabricant 37°C) Excrétion néphrogénique
commercial .o
en L/ systémique*
(mmol.s)
Gd(DTPA-BMA)(H,0) Gadodiamide Ominscan® GE 4,0 Rénale Important
Gd(DTPA-BMEA)(H,0)  Gadoversetamide  Optimark™ Mallinckrodt 4.5 Rénale Important
x Gadopentetate . 3
Gd(DTPA) (H,0) . . Magnevist® Bayer 3,7 Rénale Important
dimeglumine
Gadobenat Rénale, 4-5 %
Gd(BOPTA) (H,0)% ade enu.e Multihance® Bracco 5,5 ?nu & o Moyen
dimeglumine hépatobiliaire
- 50 %
,.  Gadoxetate Primovist®/ ;
Gd(EOB-DTPA)(H,0) o ) Bayer 6,2 Rénale, 50 % Moyen
disodium Eovist® . .
hépatobiliaire
Gd(DTPA-diphényley- Lanth
( A Gadofosveset Ablavar®/ an ) eus Rénale, 4-5
clohexylphosphate) . Medical 9,9 i . Moyen
s trisodium Vasovist® ) hépatobiliaire
(H20) Imaging
Gd(DO3A-butrol Gadovist®/
( el Gadobutrol ¢ OVI,S Bayer 5,0 Rénale Faible
(H,0) Gadavist®
Gd(HP-DO3A)(H,0) Gadoteridol Prohance® Bracco 3,7 Rénale Faible
Gadoterat
Gd(DOTA) (H,0)" ade er.q € Dotarem® Guerbet G35 Rénale Faible
meglumine

Tableau 1.2: Agent de contraste a base de gadolinium sur le marché.

Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent étre des agents T1 ou T2, méme si la plupart sont des
agents de contraste négatif, grace a leur tres grand moment magnétique. Les NPs accélerent la
relaxation de la magnétisation transverse et les images IRM apparaissent alors plus sombres. Le
taux de relaxation (R2) augmente avec le moment magnétique des NPs, ce qui peut étre amélioré
avec la taille de la phase cristalline ou en dopant avec d’autres métaux. La fonctionnalisation des
NPs (souvent par du dextran ou du PEG), qui permet en général une meilleure stabilité
colloidale, influence la relaxation, en limitant 1’accés des molécules d’eau a la NP. Donc, des
NPs de taille suffisamment grande avec une fine couche organique conduit a un R2 plus élevé.
La premiére génération des NPs commercialisés d’environ 60 nm de diamétre (Feridex 1. V et
Resovist) a des R2 d’environ 100 s*.mM™? Fe, tandis que pour les générations suivantes cette
valeur est augmentee de plusieurs ordre de grandeur.

La pénétration tissulaire des NPs peut se faire par effet EPR («enhanced permeability and
retention ») dans les tissus tumoraux [8], grace a des pores de la paroi des vaisseaux tumoraux
qui peuvent atteindre 100 nm (contre 10 nm dans les tissus sains). Cette pénétration peut étre

aussi active en greffant a la surface des NPs des ligands réagissent avec des récepteurs
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surexprimés dans les tumeurs (récepteur de la transferrine, de I’acide folique, du facteur de
croissance épidermique...). Bien que ces NPs soient acceptées pour un usage diagnostique
ponctuel, puisque le fer est peu toxique, la plupart des entreprises qui ont développé ces agents
de contraste a base d’oxyde de fer ont mis fin a leur commercialisation, par manque de succes
commercial. De plus, des limitations de 1’'usage de ces NPs ont été mentionné dans la littérature
[9][10], notamment a cause des concentrations élevées nécessaires de ces NPs pour une détection
efficace (de 0,01 a 10 mM). C’est pourquoi des études ont été menées pour concentrer les NPS
dans des nano-objets, comme par exemple 1’utilisation de magnéto liposomes qui encapsulent de
la maghémite [11].

Il faut également noter que la zone plus sombre obtenue sur les images IRM avec un agent de
contraste T2 peut interférer avec le signal d’arriére-plan, le vide dans le corps et les artéfacts
causés par le flux sanguin. C’est pourquoi des études ont été développées avec des NPs, de trés
petite taille (< 5 nm) conduisant a des agents de contraste positif [12], ce qui pourrait alors

remplacer les agents de contraste a base de Ga®*.

1.5.3. Hyperthermie magnétique

L’hyperthermie est définie comme une élévation de la température du corps et permet le
traitement de tumeurs par échauffement. Ceci est di au fait que les cellules cancéreuses sont plus
sensibles a la chaleur que les cellules saines a cause d’une vitesse de leur métabolisme accrue.
De plus, les cellules somatiques saines peuvent survivre a une température de 44°C pendant 1h
[13][14]. L’exposition des cellules cancéreuses a des températures comprises entre 39 et 45 °C
induit un choc thermique, modifiant les fonctions cellulaires, altérant la structure et fonction des
protéines, dénaturant la membrane plasmique conduisant a 1’apoptose de ces cellules. Une
température plus élevée (45 a 50 °C) peut causer une ablation thermique ou nécrose.

Le principe de [I’hyperthermie magnétique repose sur la conversion de 1’énergie
¢lectromagnétique en chaleur d’un matériau magnétique exposé a un champ magnétique
alternatif. Sous ce champ alternatif, I’aire du cycle d’hystérésis (A) correspond a I’énergie
dissipée. L’efficacité thermique est mesurée par la mesure du SAR (Specific absorption rate) et
est donc proportionnelle a 1’aire du cycle d’hystérésis (SAR = fA). Elle dépend de la

susceptibilité magnétique, de I’anisotropie magnétique et de la taille des NPs et de leur
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assemblage. Le SAR augmente avec la valeur H et la fréquence f du champ magnétique
alternatif. Cependant, pour raisons de contraintes physiologiques (stimulation neuromusculaire,
échauffement non spécifique de tout le corps), une limite de sécurité de H.f <5 x 10° Am™.s? est
imposée pour les applications cliniques. Par conséquent, le champ et la fréquence du champ
alternatif utilisé est de 1’ordre de grandeur de 10 kA/m et 100 kHz respectivement.

La dissipation thermique des NPs superparamagnétiques exposées a un champ magnétique
alternatif est principalement due a la relaxation de Néel et de Brown. La relaxation de Néel
correspond & une rotation interne du moment magnétique pour se réorienter de fagon paralléle au
champ appliqué, tandis de la relaxation de Brown correspond a une rotation de la NPs en entiére
dans le fluide pour s’aligner également dans la direction du champ appliqué (Figure 1.11- a). Le

temps de relaxation magnétique effectif d’une nanoparticule est indiqué par les équations

suivantes :
Ky
TN = T,67
___ 3nVy
‘BT kT
—_  TBTN
' T+ T

Ou 1 est le temps de relaxation de Neel, tg celui de Brown, et t le temps de relaxation
magnétique effectif, to = 10° s, K est la constante d’anisotropie magnétique, Vm le volume de la
nanoparticule, k la constante de Boltzmann, T la température, n la viscosité et Vu le volume
hydrodynamique de la nanoparticule. 1l est alors clair que le temps de relaxation dépend du
diamétre de la nanoparticule (1.11-b). Pour des nanoparticules petites, la relaxation de Néel est
dominante tandis que pour nanoparticules plus grosses, ¢’est la relaxation de Brown qui domine.
Or la relaxation de Brown dépend de I’environnement de la nanoparticule, notamment du tissu
cellulaire, et peut donc conduire a des différences importantes dans les expériences menées in
vitro et in vivo. Parce que la relaxation de Néel est indépendante du milieu, on essaiera de
favoriser celle-ci. C’est pourquoi des NPs superparamagnétiques seront privilégiés pour cette
application biomédicale.

Or les NPs superparamagnétiques ont une hystérésis nulle par définition. Cependant, en général,
les ensembles de NPs superparamagnétiques présentent une aimantation rémanente et un champ

coercitif non négligeable. Les particules autres que les NPs superparamagnetiques qui presentent
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un cycle d’hystérésis sont également d’intérét pour I’hyperthermie, comme les ferrimagnétiques
ou les assemblages de NPs superparamagnétiques qui présentent un comportement
ferromagnétique a cause des interactions magnétique entre monodomaines.

(a)
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Figure 1.11: (a) Schéma représentant les deux composantes de la relaxation magnétique d'un fluide magnétique. (b) Variation
des deux composantes de la relaxation magnétique en fonction du rayon des cristaux magnétiques.

C’est pourquoi, nous cherchons a synthétiser des assemblages de nanoparticules d’oxydes de fer
qui présenteraient des propriétés d’hyperthermie importantes. Les deux prochains paragraphes
présentent 1’état de 1’art sur la synthése de nanoparticules d’oxyde de fer puis sur les
assemblages de ces nanoparticules. Le chapitre 4 décrira plus particulierement aux propriétés
magnétiques de ces assemblages.
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2. Synthése de nanoparticules d’oxyde de fer

2.1.  Différentes méthodes de syntheses

Pour synthétiser les nanoparticules, deux types d'approches sont utilisées (Figure 1.12), approche
ascendante ou « Botton-up » et approche descendante ou « top-down » [15]. On entend par
approche ascendante la synthése des nanoparticules au moyen de réactions chimiques qui
comportent trois étapes, la nucléation, la croissance et enfin 1’agglomération. Le sel métallique
est réduit pour donner des atomes métalliques de valence zéro qui entrent en collision en solution
avec des ions, atomes ou molécules afin de former des noyaux stables irréversibles. Le diametre
de ces noyaux dépend de la force des liaisons métal-métal et de la différence entre les potentiels
d’oxydoréduction du sel métallique et de I’agent réducteur utilisé. Au cours de cette étape de
nucléation, aucun contréle chimique n’est exercé. Il s’agit d’un phénomeéne purement cinétique.

Par contre, 1’étape de croissance est influencée par la présence d’agents stabilisants.

3
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Figure 1.12: Les deux techniques de synthése des nanoparticules : approche ascendante et approche descendante.
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Par contre I’approche descendante implique la décomposition du matériau en structures ou
particules nanométriques. Les approches descendantes sont intrinséequement plus simples dans
I’élaboration et dépendent soit de I'élimination ou de la division du matériau, soit de la
miniaturisation des processus de fabrication pour produire la structure souhaitée avec les
propriétés appropriees. Le principal inconvénient avec I'approche descendante est I'imperfection
de la structure de surface qui peut contenir beaucoup d'impuretés. Elle peut étre aussi colteuse et
complexe, ce qui la rend difficile pour une production a grande échelle. Elle peut aussi abimer la
structure du matériau et rendre difficile le contréle précis de la taille et la forme des particules, ce

qui est un probléme pour des usages qui nécessitent des particules uniformes.

Par conséquent, la partie suivante, sera dédiée exclusivement a la description des différentes

méthodes de 1’approche ascendante pour la synthese des nanoparticules :

2.1.1. Sol-gel

Le sol-gel est une méthode de synthése des nanoparticules en utilisant des conditions trés douces,
a basse température (de 20 a 150 °C). Elle est basée sur la réaction d'hydrolyse et de
condensation de précurseurs d’alcoxyde [16] [17]. La méthode sol-gel comprend généralement
plusieurs réactions : 1’hydrolyse des groupements alkoxy du précurseur métallique, qui permet
d’obtenir une solution colloidale appelée « sol » d’un état liquide, la condensation du « sol », la
congélation et I’évaporation pour sécher et former un gel (vieillissement et séchage). Ensuite le
gel est traité a haute température (calcination) pour éliminer les groupes alcoxy et hydroxyle et
améliorer la condensation (Figure 1.13). La derniére étape est le broyage du gel pour récupérer
les nanoparticules [18]. L’avantage de cette méthode est la facilité de controler les conditions
expérimentales comme le pH, la température, la vitesse d'hydrolyse et la condensation des
précurseurs. Elle permet de synthétiser des nanoparticules de tailles comprises entre 5 et 200 nm,
avec une pureté et homogénéité trés élevées, des structures cristallines bien définies et un

comportement magnétique important.
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Figure 1.13: Etapes des réactions impliquées dans le processus sol-gel pour synthétiser les NPMs

2.1.2. Co-précipitation

Ce procédé de synthése est basé sur la co-précipitation de sels métalliques dans un milieu
basique. La précipitation des ions Fe(Il) et Fe(Ill) est initiée par 1’addition d’une base. Cette
précipitation est I’indication de la formation des nanoparticules d’oxyde de fer (FesOs) (Figure
1.14). Le mécanisme de formation des NPMs dépend des conditions de synthése comme la
nature et la concentration des précurseurs, la vitesse d'agitation, la temperature, le pH, la
séquence d'ajout de réactif et de stabilisant [19]. Ces conditions peuvent modifier la phase
d'oxyde avant ou pendant la formation des phases magnétiques souhaitées, c'est-a-dire la
magnétite (Fe3O4) ou la maghémite (y-Fe203) et par consequent, la cinétique de nucléation, ainsi
que les propriétés finales des NPMs synthétisés. Cependant, les synthéses par co-précipitation
sont sensibles aux conditions de réaction, et sont connues pour produire des nanoparticules d'une

magnétisation relativement faible et d'une polydispersité élevée.
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Figure 1.14: Synthése de nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer en utilisant la méthode de co-précipitation

2.1.3. Microémulsion

Le principe de cette technique est basé sur la précipitation des sels métalliques dans les
microémulsions (Figure 1.15) de deux phases aqueuse-huileuse (eau dans I’huile) qui sont
stabilisées par des tensioactifs [20][21]. Il existe différents tensioactifs qui peuvent étre utilisés,
tels que cationiques, anioniques ou non ioniques. Le choix du tensioactif dépend des
caractéristiques physico-chimiques du systéme. La taille des micelles dépend du rapport molaire
du tensioactif / eau [22]. L’addition d’un solvant organique (acétone ou éthanol) suivi d’une
centrifugation, permet de récupérer les nanoparticules. L’avantage de cette technique est la
synthese de nanoparticules qui présentent une forme et une dimension contrdlables variant de 10
a 50 nm, une stabilité, un comportement superparamagnétique avec une aimantation élevée
tandis que le principal inconvénient associé a cette technique est I’effet néfaste des tensioactifs

résiduels sur les propriétés magnétiques des nanoparticules synthétisées.
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dans un solvant organique noir de magnétite

Figure 1.15: Synthése de nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer en utilisant la méthode de microémulsion.
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2.1.4. Décomposition thermique

Cette méthode de synthése est basée sur la décomposition thermique du précurseur de type
organomeétallique dans des solvants organiques (Figure 1.16) a haute température (> 200 °C), en
stabilisant le mélange par des agents tensioactifs tel que les acides gras [23]. Pour controler la
taille et la morphologie des nanoparticules synthétisees, la température, le temps de réaction et
les rapports entre le précurseur, I'agent tensioactif, et le solvant sont modifiées. Apres la
purification et le transfert de phase, des nanoparticules d’oxyde de fer monodisperses et de

morphologie contrélée, sont obtenues avec des tailles comprises entre 5 et 20 nm.

Environnement
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| Purification
e
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par l'eau

Echauffement
140°C-280°C

Tensioactif et catalyseur suspension dans Précipité aqueux
dans un solvant organique un solvant organique noir de magnétite

Figure 1.16: Synthése des nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer par décomposition thermique.

2.1.5. Hydrothermale

Cette technique est basée sur la précipitation des sels métalliques dans 1’eau ou dans un solvant
organique porté a haute température pour obtenir des nanoparticules par des réactions chimiques
en phase liquide, monophasique ou multiphasique [24]. Les réactions hydrothermales [25] sont
effectuées dans un autoclave, avec des pressions de vapeur élevées et a haute température pour
des durées allant de 6 & 72h (Figure 1.17). Ces réactions sont affectées par deux parametres : plus
la concentration en précurseur est élevée, plus la taille des nanoparticules est grande ; plus le
temps de réaction est court plus les nanoparticules sont monodispersées. L’avantage de cette
méthode est le contrble facile des parametres de synthése qui affectent la croissance des
nanoparticules, I’obtention des nanoparticules de taille allant de 10 a 50 nm, avec un rendement

élevé mais I’inconvénient est leur manque de stabilité.
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Figure 1.17: Représentation schématique de la synthése des nanoparticules d’oxyde de fer en utilisant la technique
hydrothermale
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2.1.6. Résumé (tableau récapitulatif)

Meéthode de Conditions expérimentales Avantages Inconvénients Taille des NPs | Aimantation
synthese synthétisées (emu/qg)
T. de réaction : quelques jours Simple, rapide. Temps de réaction long 5-200 nm 47 2 62
Sol-gel Température (°C): de_ 20 a4 150 Peu cc_)Oteuse. _
Solvant : Organique Contrdle précis de la taille, la
structure et les conditions
expéerimentales.
T. de réaction : quelques minutes Procédures expérimentales Distribution de taille large. 10 -60 nm 16 482
Co-précipitation Température (°C): de 20 a 90 sir_nples. Agrégatiqn des nanoparticules.
Solvant : eau Productivité élevée. Oxydation non contrdlable.
Faible cristallinité.
T. de réaction : quelques heures Contréle de la taille et la Grandes quantités de solvant 10-50 nm 20a 80
Microémulsion Température (°C): d(_e 20a50 morphologie dc_es particules. organique nécessaires.
Solvant : Organique Homogénéité éleve. Chronophage.
Faible rendement.
Décomposition T. de réaction : quelques heures Controle de la taille et de Température de réaction 5-20 nm 20282
thermique Température (°C): de _100 a 300 forme. élevée
Solvant : Organique Rendement élevé.
T. de réaction : quelques heures Contréle facile de la taille et Temps de réaction long. 10-50 nm 53a82
Hydrothermale Température (°C): de _110 a180 de la forme des particules. Pression et tgmpérqture élevée.
Solvant : Organique Nanoparticules instables
Polyol T. de réaction : quelques heures Controle facile de la taille et Température élevée 2-100 nm 50 a 69 emu/g
Température (°C): de 100 a 300 de la forme des particules. Temps de lavage long
Solvant : Organique Haute cristallinité
Rendement : élevée
Tableau 1.3: Résumé des différentes techniques de synthése des nanoparticules magnétique
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2.2. Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules

2.2.1. Intérét de la fonctionnalisation des nanoparticules

La synthése des nanoparticules peut étre divisee en deux grandes catégories, une synthése
impliquant des conditions hydrophobes et une synthese directe en phase aqueuse, aboutissant
respectivement a des nanoparticules hydrophobes et hydrophiles. Cependant, pour utiliser ces
nanoparticules pour des applications biomédicales, les nanoparticules doivent étre solubles
dans les milieux biologiques. De plus, dans le cas des nanoparticules magnétiques, des
agrégations peuvent se produire a cause de la forte attraction magnétique ou des forces de van
der Waals entre les particules. Par conséquent la solubilisation, la fonctionnalisation et la
stabilisation sont les étapes clés pour utiliser ces nanoparticules dans les applications
biomédicales. Les nanoparticules peuvent étre stabilisées électrostatiquement ou stériquement
en ajoutant des molécules chargées ou des chaines polymériques, respectivement [26]. Cela a
pour but d’empécher 1’agglomération, d’augmenter de la stabilité colloidale pour avoir une
monodispersité. Une fonctionnalisation appropriée permet de plus d’assurer la

biocompatibilité avec des propriétés physicochimiques améliorées.

La méthode de revétement est I'approche de modification de surface la plus courante pour
conjuguer des matériaux a la surface des nanoparticules. Les matériaux utilisés dans la
modification de surface sont classés en matériaux organiques et en matériaux inorganiques.
Les molécules de matériaux organiques sont des petites molécules ou des polyméres, tandis
que les matériaux inorganiques comprennent la silice, le carbone, les métaux et les
oxydes/sulfures métalliques. Les nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées possédent a leur
surface des groupements hydroxydes, et présentent des atomes de fer possédant des lacunes
électroniques. Ceux-ci peuvent alors étre complexés par des ligands possédant des fonctions
amines [27], alcool, acides carboxyliques, etc [26] (Figure 1.18), ce qui peut éviter 1’oxydation
ultérieure des nanoparticules d'oxyde de fer nu. Dans le cas des nanoparticules magnétiques,
la fonctionnalisation augmente les interactions répulsives entre les nanoparticules et par

conséquent diminue la formation d’agrégats.

La stabilité de la liaison entre les molécules fonctionnelles et les nanoparticules est décisive
pour la plupart des applications biomédicales ainsi la sélection de la molécule de
fonctionnalisation est trés importante. Différentes approches de fonctionnalisation des
nanoparticules magnétiques de maghémite avec du citrate, de la dopamine ou I’APPA

(Aminopropyl phosphonic acid) sont présentées dans la partie suivante.
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Poly ( L-lysine) Polyacrylic acid Polyethylene glycol

(Babic et al. 2008) (wang et al. 2014) (Chung et al. 2011)

Aminopropyl phosphonic acid Carboxymethylcellulose Dextran

(Mohapatra et al. 2009) (sivakumar et al. 2013) (Hong et al. 2004)

Dopamine Polyethylene glycol with Polyvinylalcohol

(Sherwood et al.2011) terminal carboxyl groups (Hu et (Mahmoudi et al. 2008)
al. 2010)

Polyethylene glycol with terminal Pluronic

amine groups Alginate (Jain et al. 2009)

( Chung et al.2011) (Bar-shir et al. 2014)

Ethlenamine Polymethacrylic acid

(Arndt et al. 2014) (Wiogo et al. 2012)

Citrate (Lartigue et al. 2012)

Figure 1.18: Molécules organiques et polymeres en fonction des groupes fonctionnels utilisés pour la fonctionnalisation et la
stabilisation des NPMs.

2.2.2. Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules par le citrate

Les nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées possedent a leur surface des groupements
hydroxydes et des atomes de fer (Figure 1.19). La fonctionnalisation est réalisée en formant
des liaisons covalentes entre le fer présent a la surface des nanoparticules et ’oxygéne des
groupes carboxylates présents sur le citrate [28]. Les ions citrate a la surface des particules
créent une couche chargée négativement. Ceci contribue a une répulsion électrostatique entre

ces nanoparticules qui empéche leur agrégation, et permet leur stabilisation.

a < b 5nm, 10nm
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0O OH
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Fe,0; Acide Citrique Fe,0; @Citrate

Figure 1.19: Fonctionnalisation des nanoparticules d'oxyde de fer avec I'acide citrique (a) des nanoparticules recouvertes des
groupes carboxyliques (b)
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2.2.3. Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules par Dopamine

La dopamine est parmi les molécules biologiques la plus utilisée en tant qu'agent de
fonctionnalisation [29] en raison de ses propriétés chélatrices, car elle peut former un
métallocycle a cing chainons dans sa formule moléculaire. En effet, la dopamine forme une
ancre stable et robuste a la surface de I'oxyde de fer. La fonction amine sur la surface des
nanoparticules permet la conjugaison avec diverses molécules biologiques telles que les
protéines, les polypeptides ou les anticorps afin d'améliorer leur biocompatibilité et de cibler

spécifiquement des cellules d’intérét (Figure 1.20).

Figure 1.20: Des nanoparticules d'oxyde de fer superparamagnétiques fonctionnalisées avec Dopamine.

2.2.4. Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules par APPA

La fonctionnalisation des nanoparticules d'oxyde de fer en utilisant la molécule de couplage
organophosphorée comme 1’acide aminopropyl phosphonique (APPA) est intéressante pour la
modification de surface [30]. Les agents de couplage organophosphorés se lient sélectivement
a la surface de I'oxyde de fer via le site acide phosphonique car ils présentent une excellente
affinité envers les métaux et les supports contenant des métaux de transition (Figure 1.21).
Apres fonctionnalisation avec I’APPA, les nanoparticules présentent a leur surface des

groupes fonctionnels actifs susceptibles d’étre conjugués avec des molécules biologiques.
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Figure 1.21: Fonctionnalisation des nanoparticules d'oxyde de fer avec APPA

3. Assemblages de nanoparticules magnétiques

Deux approches ont été généralement étudiées pour assembler des nanoparticules
magnétiques, approche ascendante et approche descendante. L’approche descendante ou «
top-down » est composée de quatre techniques principales : la lithographie, la gravure, la
déposition et le dopage. Dans cette partie nous nous intéresserons uniquement sur
I'assemblage ascendant ou « Bottom-up ». Cette approche se subdivise en plusieurs catégories
: assemblage induit par un stimulus externe, assemblage via un échafaudage chimique ou

biologique, et I'auto-assemblage.
Auto-assemblage

L'auto-assemblage est une stratégie clé dans la fabrication nanotechnologique, exploitant la
capacité des molécules a s'organiser spontanément en structures ordonnées sans intervention
externe. Dans le cadre des particules magnétiques, ce phénoméne prend une importance
particuliére. Ces particules, souvent composées d'oxydes de fer comme la magnétite (FesOa)
ou la maghémite (y-Fe:0s), possedent des propriétés magnétiques uniques qui peuvent étre

exploitées dans de nombreuses applications, allant de la médecine a I'électronique.

L'auto-assemblage est un processus fondamentalement basé sur des interactions non
covalentes. Dans le contexte des particules magnétiques, ces interactions peuvent étre dues a
des forces magnétiques, des forces de van der Waals, des liaisons hydrogéne ou encore des
interactions électrostatiques. D'autre part, la méthode polyol offre une voie de synthese
attrayante pour I’auto-assemblage des particules magnétiques [31]. Les conditions de la
réaction, telles que la température, la concentration et le choix du solvant, peuvent étre

ajustées pour obtenir des structures spécifiques, telles que des nanofleurs magnétiques (Figure
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1.22). Les nanofleurs magnétiques, obtenues a partir de l'auto-assemblage, sont de petites
structures ayant des caractéristiques uniques qui les rendent idéales pour diverses
applications, notamment dans le domaine des nanotechnologies. Leurs formes spécifiques et
leur organisation les rendent parfaites pour des usages ou les propriétés magnétiques sont
essentielles. Par exemple, dans le domaine de la thérapie contre le cancer, notamment pour la
thérapie thermique. Gréce a leurs propriétés magnétiques, elles peuvent générer de la chaleur
sous l'effet d'un champ magnétique externe, offrant ainsi un moyen de tuer sélectivement les

cellules cancéreuses sans affecter les tissus sains environnants.

Ces nanofleurs peuvent également étre utilisées comme canaux pour la délivrance dirigée de
médicaments, ou elles peuvent agir en tant que véhicules efficaces pour transporter et libérer
de maniére ciblée des médicaments au sein de I'organisme. En tant que matériaux de stockage
d'information, elles peuvent contribuer a la mise au point de dispositifs de stockage d'énergie
a haute capacité et efficacité, comme des batteries et des supercondensateurs, grace a leur
grande surface spécifique et leur conductivité électrique. De plus, ces structures peuvent aussi
étre utilisées comme blocs de construction pour développer des matériaux et des dispositifs
nanotechnologiques avances, tels que les catalyseurs dans diverses réactions chimiques. Elles

augmentent la vitesse de ces réactions et rendent les processus plus efficients et écologiques.

Figure 1.22: Image en microscopie électronique a transmission de nanofleurs magnétiques synthétisées par la méthode
polyol, avec des diamétres moyens de 13 nm et 26 nm respectivement.

Cette capacité catalytique est d'une grande importance pour l'accélération des réactions dans
de nombreux processus industriels. Finalement, dans les domaines de I'électronique et de la
photonique, les nanofleurs sont utilisées pour élaborer des composants électroniques
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miniaturisés, ouvrant ainsi la voie a l'avancement des technologies électroniques et
photoniques [32][33].

En somme, l'auto-assemblage des particules magnétiques offre un énorme potentiel pour la

fabrication de matériaux et de dispositifs a I'échelle nanométrique.
3.1. Stimuli externe

Les assemblages bottom-up de nanoparticules magnétiques par un stimulus externe font
référence a la formation d'agrégats ou de structures organisees a partir de nanoparticules
magnétiques individuelles, en utilisant un stimulus externe pour contrdler leur arrangement.
Differentes méthodes existent pour réaliser cet assemblage de nanoparticules magnétiques, en
utilisant des champs magnétiques (Figure 1.23) statiques ou oscillants, des gradients de
champ magnétique, des champs électriques (Figure 1.24) ou des champs thermiques pour
guider l'organisation des particule [34]. En fonction des conditions expérimentales et des
interactions entre les particules, lorsqu'un stimulus externe est appliqué les nanoparticules
magnétiques peuvent former différents types d'assemblages. Cela peut inclure des chaines
lineaires, des agrégats tridimensionnels, des structures en forme de réseau, des monocouches
ou des multicouches. Par exemple, I'application d'un champ magnétique, [35][36] peut
provoquer l'alignement des nanoparticules dans une direction spécifique, tandis qu'un champ
magnétique non uniforme peut induire des interactions entre les particules, conduisant a la
formation d'assemblages structurés. En ajustant les parametres du champ magnétique tels que
I'intensité, la fréquence ou le gradient, la concentration, la taille et la forme des particules

permet de controler précisément 1’organisation des nanoparticules magnétiques [36].
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Figure 1.23: (a) Des nanofils superparamagnétiques peuvent étre alignés dans un champ magnétique. (b) Les nanofils
composites Ni/Au/Ni ou Ni/Bi/Ni s'alignent spontanément le long des lignes du champ magnétique, comme le montre cette
image de microscopie optique. (c) Des nanofils individuels de nickel peuvent étre assemblés de maniére autolimitée en
utilisant des tableaux de aimants modélisés, comme illustré sur cette image optique.

Figure 1.24: (a) La polarisation des nanofils dans un champ électrique peut diriger I'alignement de ces structures. (b) De
grandes quantités de nanofils de séléniure de cadmium peuvent étre assemblées, comme le montre I'image optique. (c, d)
Images SEM des nanofils d'oxyde de zinc assemblés entre des électrodes. (e-g) Images SEM et optiques des nanofils souples
de sélénium (e, f) avant et (g) aprés assemblage.

Ces assemblages peuvent étre utilisés dans divers domaines, tels que la nanotechnologie, la
médecine et I'électronique. Par exemple, ils peuvent servir a la fabrication de matériaux
magnétiques avances, a la détection de biomolécules ou a la manipulation de cellules pour des
applications biologiques, ou encore a la création de dispositifs de stockage de données

magnétiques.
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3.2. Echaffaudage chimique

L'assemblage ascendant par échafaudage chimique représente une technique sophistiquée
dans la fabrication de nanostructures. Au cceur de cette méthode se trouve l'utilisation
d'échafaudages, qu'ils soient organiques, polymeres ou autres composés chimiques, qui
servent de structures guides pour faconner les nanostructures. Ces échafaudages, qu'ils soient
temporaires ou permanents, fournissent un moyen de diriger la croissance ou l'assemblage de

molécules a I'échelle nanométrique.

Diverses méthodes peuvent étre employées dans cette approche. Les molécules tensioactives,
par exemple, peuvent s‘organiser en micelles ou vésicules, fournissant un échafaudage pour
d'autres structures comme les nanoparticules ou les nanocomposites [37]. Considérons la
synthése des nanoparticules or-silice via la méthode de microémulsion inverse. Des
surfactants comme le Triton X-100 et le n-hexanol sont mélangés a de l'eau et du
cyclohexane, formant des gouttelettes d'eau en phase huileuse. Dans cette structure, le sel d'or
HAuCl4 est réduit, formant un cceur d'or stabilis¢ par le mercaptoéthanesulfonate. Les
luminophores sont attachés a la structure et enveloppés d'une couche de silice, dont I'épaisseur
est ajustée par les précurseurs TEOS et APTES. Aprées l'ajout d'un catalyseur et une

maturation de 24 heures, les nanoparticules sont prétes (Figure 1.25).

Figure 1.25: Synthése séquentielle des nanoparticules or-silice par la microémulsion inverse.

Les polymeres conducteurs, de leur c6té, peuvent orienter la croissance de nanostructures
conductrices [38]. De plus, diverses stratégies de chimie de surface peuvent étre mises en
ceuvre pour fonctionnaliser les nanoparticules magnétiques avec des groupes chimiques
spécifiques qui favorisent leur assemblage. Par exemple, des ligands spéecifiques peuvent étre

attachés a la surface des nanoparticules (Figure 1.26), leur permettant de former des liaisons
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chimiques avec d'autres nanoparticules portant des groupes complémentaires [37]. Des
réactions de couplage chimique, telles que des réactions d'échange de ligands, peuvent étre
utilisées pour lier les nanoparticules entre elles [39].
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Figure 1.26: Exemples de nanoparticules magnétiques enrobées de polysaccharides et décorées avec des récepteurs
multifonctionnels.

Un des avantages majeurs de cette méthode est le controle précis qu'elle offre sur la taille, la
forme et la composition des structures magnétiques en modulant les réactions chimiques
utilisées et les conditions expérimentales, telles que la concentration des nanoparticules, la
température et le pH. On peut ainsi définir des conditions réactionnelles ciblées pour obtenir

des assemblages aux propriétés souhaitées.

Le procédé sol-gel s'inscrit dans le contexte de l'assemblage par échafaudage chimique,
orienté particulierement vers la création d'oxydes métalliques. Il combine des précurseurs
métalliques en solution, dépose ces précurseurs sur des substrats adaptés, puis effectue un
traitement thermique pour aboutir au matériau final solide. Il offre une maitrise remarquable
de la composition, de la microstructure et de la nanostructure des matériaux élaborés. Les

travaux de Zhao et al. [40] illustrent bien I'efficacité de cette méthode. Ils ont fabriqué des
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films hiérarchiques de LDH (layered double hydroxides) par le procédé sol-gel, montrant une
grande adaptabilité dans le traitement de I'eau (Figure 1.27). De plus, ils montrent une forte
capacité d'adsorption pour les molécules de colorant et les ions Cr(VI) dans I'eau. De méme,
les films minces nanostructures issus du sol-gel ouvrent la voie a de nouvelles applications,

notamment la création de surfaces et films superhydrophobes [40].

Figure 1.27: Images SEM du film NiAl-LDH/papier obtenues & (a) faible grossissement et (b) fort grossissement.

En outre, cette stratégie facilite I'ajout de propriétés chimiques aux assemblages, ouvrant la
porte a des applications diversifiées, allant des matériaux magnétiques pour I'électronique a
des systemes de détection sensibles aux champs magnétiques, sans oublier les dispositifs
d'imagerie médicale et la thérapie ciblée. En conclusion, l'assemblage ascendant par
échafaudage chimique est une approche robuste pour créer des nanostructures complexes avec

un haut degré de controle.
3.3. Echafaudage biologique

C’est une approche spécifique, ou les nanoparticules inorganiques magnétiques, fluorescentes,
plasmoniques ou électroconductrices sont assemblées en utilisant des composants biologiques
tels que des protéines, des peptides, ou des acides nucléiques. Cette approche exploite les
propriétés d'auto-assemblage et de reconnaissance moléculaire présentes dans les systemes
biologiques pour créer des structures magnétiques complexes a I'échelle nanométrique. Dans
ce cas les composants biologiques lient les nanoparticules entre elles et forment des structures
ordonnées. Par exemple, des peptides ou des acides nucléiques peuvent étre utilisés pour
capter et lier spécifiquement les nanoparticules, formant ainsi des arrangements précis ou des
composites hybrides aux propriétés uniques [41] [42]. Ces assemblages sont principalement
dirigés par des interactions non covalentes.

Les assemblages bottom-up par échafaudage biologique peuvent effectivement utiliser des
virus végétaux [43]. Ces virus ont une structure bien définie et peuvent étre génétiquement
modifiés pour exprimer des protéines d'intérét a leur surface (Figure 1.28). Grace a des
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techniques avancées de biologie moléculaire, il est possible de fonctionnaliser des
nanoparticules avec des peptides ou des protéines qui ciblent spécifiquement les protéines
virales exposees a la surface du virus [44]. Elles se lient spécifiquement aux sites d'interaction
sur la surface du virus, entrainant ainsi leur auto-assemblage en structures ordonnées. A titre
d'exemple, le virus de la mosaique du niébé (CPMV) [44], présente des propriétés uniques

rendant possible I'assemblage des nanoparticules, comme le montre également la Figure 1.28.
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Figure 1.28: a) Structure de la capside de CPMV a partir de données cristallographiques ; b) modification de la surface avec
une cystéine (points blancs) par sous-unité ; c) modification de la surface avec deux cystéines par sous-unité ; d) greffage des
nanoparticules d'or de 5 nm liées aux cystéines insérées ; e) greffage avec des nanoparticules d'or de 2 nm liées aux
cystéines insérées.

Un autre exemple notable est le virus de la mosaique du tabac (TMV), illustré dans la Figure
1.29. Cette figure dépeint comment les nanostructures du TMV entourent les nanoparticules
d'or, formant des structures étoilées avec les nanoparticules comme cceur central et de
nombreux bras de nanotubes. L'interaction entre 'ADN oligomere des nanoparticules d'or et
I'ARN du TMV assure une liaison séquence-spécifique, garantissant a la fois une densité
controlée de nanotubes et une haute spécificité de liaison [45].
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Bottom-up-assembly

Figure 1.29 : Création de nanoétoiles suite a I'hybridation d'ARNs synthétiques issus du TMV avec des oligonucléotides
attachés a des nanoparticules d'or, et assemblage ultérieur dirigé par I'ARN du CP viral (a, c).

Les assemblages par échafaudage biologique, utilisant notamment des virus végétaux,
combinent des nanoparticules inorganiques et des composants biologiques pour une
reconnaissance moléculaire spécifique. Cette synergie permet une conception flexible de
structures tridimensionnelles et l'intégration de fonctionnalités diverses. Les avantages
majeurs sont la sélectivité accrue, la capacité a créer des configurations élaborées, et le

potentiel d'innovations hybrides entre les domaines biologique et inorganique.

51



4. Objectives

L'étude des virus et de leurs interactions avec des nanoparticules est un domaine en plein
essor dans la littérature scientifique. Notamment, l'utilisation des nanoparticules d'or en
association avec des virus a dominé une grande partie des recherches récentes. Cependant,
souhaitant apporter une contribution innovante et distincte a ce champ d'étude, j'ai opté pour
une orientation différente : I'exploration des nanoparticules d'oxyde de fer. Dans cette
perspective, j'ai défini mes objectifs de recherche, avec une attention particuliére portée a
I'assemblage des nanoparticules d'oxydes de fer avec deux capsides virales icosaédriques
specifiques : le Virus de la mosaique jaune du navet (TYMV) et le Virus de la panachure
jaune du riz (RYMV). Mon ambition est de développer de nouveaux nanobiohybrides

magnétiques grace a des réactions d’amidation.

Pour réaliser cela, j'ai d{i, dans un premier temps, procéder a la synthése de nanoparticules
magnétiques d'oxydes de fer de trois tailles différentes (5, 10 et 15 nm). Ces dimensions ont
été spécialement choisies pour leur adéquation avec la taille des virus. La méthode du polyol a
été employée pour cette syntheése, en privilégiant spécifiquement le type maghémite. Une fois
cette étape franchie, j'ai entrepris la fonctionnalisation des nanoparticules synthétisées. Une
caractérisation minutieuse de leurs nanostructures, surfaces et propriétés magnétiques a

ensuite été effectuée pour garantir leur stabilité.

Par la suite, un travail d'optimisation des conditions de greffage pour les deux types de virus a
été mené. Apres avoir réussi ce greffage, une phase cruciale de purification et de

caractérisation des nanobiohybrides magnétiques nouvellement formés a été entreprise.

Finalement, ces nouveaux nanobiohybrides ont fait I'objet d'une étude poussée pour évaluer
leurs propriétés magnétiques. Leur potentiel en hyperthermie magnétique et photothermique a

également été exploré, mettant en lumiere I'efficacité de ces nanomatériaux innovants.
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Chapitre |1

SYNTHESE, FONCTIONNALISATION ET
CARACTERISATION DES NANOPARTICULES
MAGNETIQUES.

Au cours des derniéres décennies, une grande attention a été accordée aux nanoparticules
magnétiques (NPMs) en raison de leurs propriétés magnétiques ajustables et de leur
excellente biocompatibilité. Certaines de leurs applications, telles que le ciblage magnétique
(médicaments, génes, produits radio-pharmaceutiques), I'imagerie par résonance magnétique,
les diagnostics et le traitement du cancer (Figure 2.1), nécessitent un contréle extréme de leurs
propriétés, qui sont liées aux conditions physico-chimiques imposées lors de la syntheése,
garantissant une reproductibilité élevée, un controle de la taille, ainsi qu'une stabilité a long
terme, méme apreés des modifications de surface.

Dans ce chapitre, je détaillerai la synthése et la fonctionnalisation des nanoparticules par la
voie polyol, ainsi que le role des divers parametres expérimentaux dans le controle de la taille
et de la morphologie des nanoparticules. Puis j’expliquerai pourquoi une fonctionnalisation de
leur surface améliorera leur stabilité, leur biocompatibilité, et leurs efficacités globales pour
les applications biomédicales. Cette fonctionnalisation de surface peut étre réalisée par
conjugaison via des liaison covalentes ou non covalentes de produits chimiques ou de
biomolécules, comme I'acide folique, les peptides ou les anticorps [1][2]. Les nanoparticules
fonctionnalisées ont de bonnes propriétés physiques, comme 1’anticorrosion, 1’anti-

agglomération, la stabilité et des caractéristiques non invasives.
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Figure 2.10: Schéma des applications biomédicales des nanoparticules d'oxyde de fer.

Pour ce travail, nous avons choisi de synthétiser puis de fonctionnaliser des nanoparticules
d’oxyde de fer « maghémite » de différentes tailles 5, 10 et 15 nm avec un comportement
superparamagnétique dans une configuration monodomaine. Dans la derniére partie,
j’exposerai donc les caractérisations physicochimiques des nanoparticules synthétisées et
fonctionnalisées gréace a la diffusion dynamique de la lumiére (DLS), la diffraction des rayons
X (DRX), le microscope é€lectronique a transmission (MET), la spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier (FTIR) et la spectrométrie photoélectrique X (XPS).

1. La méthode polyol

Cette méthode de syntheése repose sur I’hydrolyse et la réduction des sels inorganiques de
précurseurs métalliques et la condensation de ces ions pour former des nanoparticules
métalliques, a haute température dans un milieu de polyols (Figure 2.2) [3]. Les polyols dans
cette technique offrent des propriétés intéressantes en raison de leurs constantes diélectriques
et leurs points d'ébullition élevés, qui aident a dissoudre les composés inorganiques. Ces
polyols agissent a la fois comme solvant et agent complexant, stabilisant les ions Fe?* et
prévenant leur oxydation en ions Fe3*, tout en contrélant la croissance des nanoparticules et
en empéchant I’agrégation interparticulaire. Cette méthode offre 1’avantage de contrdler les
conditions expérimentales telles que le temps, la température, le taux dhydrolyse et la
condensation des précurseurs, ce contréle permet d'obtenir des nanoparticules avec une

distribution de taille étroite et une forme contr6lée. Des nanoparticules d’oxydes de fer sont
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obtenues avec des tailles allant de 2 a 200 nm, de haute qualite, homogénes avec des

structures cristallines bien définies et des propriétés magnétiques tres intéressantes.

Acétate de fer
Eau distillée '
Polyol
— v "~ ~ ~ ¥
6° C/min Agitation mécanique sous Refroidissement
ébullition (xh)

Figure 2.11 : Image illustrant la synthese des nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer par la voie polyol.

Cette partie décrit les différents parametres (le taux d’hydrolyse, la concentration des
précurseurs, la température et le temps de la réaction) de la synthese par voie polyol, qui
affectent la taille, la nature des nanoparticules magnétiques, et qui permettent d’améliorer le
rendement de cette synthese. La méthode polyol a été développée par Fievet et al. en 1984 [4].
Cette méthode de synthése par chimie douce consiste @ mettre en suspension un précurseur
métalliqgue dans un solvant polyol et a chauffer le mélange jusqu’a atteindre son point
d’ébullition. Cette technique est la plus simple et la plus avantageuse pour synthétiser des
poudres métalliques nanométriques solubles dans 1’eau, monodisperses, monocristallines avec

des propriétés magnétiques idéales.

1.1. Propriété des polyols

Les études confirment que le choix du solvant est essentiel pour obtenir des nanoparticules de
haute qualité avec la taille souhaitée et avec une distribution de taille étroite [5][6]. La nature
du solvant utilisé polaire ou apolaire a une influence trés importante pendant la synthése et

peut affecter les étapes de nucléation et de croissance des nanoparticules.

Dans le processus de synthése de nanoparticules inorganiques, les polyols couramment
utilisés se catégorisent généralement comme des a-diols, a I'instar du 1,2-éthanediol (EG) et
du 1,2-propanediol (PG). Il existe également des alcools dérivés de la condensation d'a-diols,
tels que le diethyleneglycol (DEG), le triéthylene glycol (TEG)et le tétraéthyleneglycol (TEG)
[7] (Figure 2.3).
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Ces solvants polaires permettent sans I'aide d’une haute pression ou d'autoclaves de conduire
des réactions de synthése a haute température entre 200 a 320°C, grace a leur point
d’¢bullition élevé, en comparaison avec celui de 1’eau. Le point d'ébullition du polyol
augmente avec son poids moléculaire (Figure 2.3 et Tableau 2.1). De méme, la permittivité et
le moment dipolaire augmente avec le poids moléculaire (Tableau 2.1). Ces valeurs élevées
conférent aux polyols un pouvoir ionisant et dissociant important, ce qui offre la possibilité de

dissoudre de nombreux sels inorganiques.

o) o)
HO/\/O\/\OH HO/\/O\/\O/\/OH HO” NN YN0
Diethylene glycol Mw = 106.12 Triethylene glycol Mw = 150.17 Tetraethylene glycol Mw = 194.23

Figure 2.12: Structures chimiques et poids moléculaires des polyols utilisés dans la synthése des nanoparticules magnétiques
d'oxyde de fer par la voie de polyol.

Les polyols, en tant que solvants protiques, présentent des protons plus labiles que les alcools
simples, en raison de I’effet inductif attracteur des groupements éther. Leur capacité a chélater
encourage la création de complexes métalliques [8], offrant un contrdle stratégique sur la

nucléation, la croissance des particules, et la prévention de lI'agglomération durant la synthese.

De plus, leur potentiel réducteur significatif [9] facilite la réduction de divers ions
métalliques, participant a la synthése de nanoparticules métalliques et d'oxydes métalliques.
La réaction d’oxydo-réduction entre les cations métalliques et le polyol favorise la production
de nanoparticules, dont la taille est maitrisée, et assure simultanément une fonctionnalisation
et une stabilisation de surface, attribuable a une présence accrue de polyol. L’oxydation du
polyol varie en fonction de la capacité oxydante des sels métalliques, requérant une basse
température pour des sels facilement réductibles, et une température plus élevée pour ceux qui
sont moins aisément réductibles. Ainsi, le choix du solvant est crucial pour acquérir des

nanoparticules de haute qualité, de taille désirée, et avec une distribution de taille resserrée.

Solvant Température | Permittivité Moment Masse
d’ébullition g dipolaire p | molaire
(°C) (pF/m) (Debye) (g/mol)
Eau 100 80 1.94 18.01
Ethanol 78.3 24.3 1.69 46.07
Ethyléneglycol 198 37.7 2.28 62.07
Diéthyleneglycol 245 32 2.31 106.12
Triethyléneglycol 287 23.7 5.58 150.17
Teétraethyleneglycol 314 - - 194.23

Tableau 2.4: Caractéristiques physicochimiques de I'eau, de I'éthanol et de quelques a-diols utilisés dans cette thése.
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1.2. Hydrolyse et réduction du précurseur métallique

Des études menées par Poul et al. ont examiné I'impact du milieu polyol dans I'orientation des
réactions vers soit la reduction ou I'hydrolyse, influencant ainsi la nature du produit formé,
qu'il s'agisse de métal, d'oxydes ou d'hydroxydes [8]. Le taux d'hydrolyse, noté h, est crucial
dans ce contexte, étant défini comme le rapport molaire entre I'eau et le cation métallique dans
le milieu réactionnel (Eq 1), et joue un réle significatif dans la détermination du produit final
[10].

_ n(H;0)
" n(Fe2t)

(Eq 1)

Ce taux d'hydrolyse présente une valeur critique, variant selon le précurseur métallique utilisé.
Au-dela de cette valeur, la réaction d'hydrolyse prédomine, formant des oxydes ou
hydroxydes, tandis qu'en dessous, la réaction de réduction des cations metalliques est
favorisée, conduisant a la formation de métaux. Notamment, il est a observer que le taux
d'hydrolyse h impacte également la température d'ébullition du mélange réactionnel. Une
valeur élevée de h entrainera une température inférieure a la température d'ébullition du
polyol seul, privilégiant ainsi la réaction de condensation par hydroxylation et menant a la
formation d'hydroxydes. Ainsi, une optimisation du taux d’hydrolyse h est essentielle pour la
synthése d'oxydes afin de contrbler la température d'ébullition du mélange réactionnel et

favoriser la réaction de condensation par oxolation.

Le choix du sel d'acétate comme précurseur est courant dans les réactions d'hydrolyse et de
condensation en raison du réle pivot du contre-ion. En effet, grace a son caractére basique,
I'ion acétate confere a I'eau un caractére nucléofuge affirmé comparé a I'ion chlorure, qui tend

a demeurer dans la sphere de coordination du cation métallique [7].
Avec l'utilisation des sels d'acétate, la réaction d'hydrolyse se déroule en deux phases

distinctes : initialement, les liaisons hydrogene se forment entre I'eau et les ligands acétate,
générant de l'acide acétique. Par la suite, le groupe OH" substitue I'acide acétique (Figure 2.4).
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Figure 2.13 : La substitution nucléophile de I'acétate par I'eau en milieu polyol se réfere a une réaction chimique dans
laquelle I'ion acétate est remplacé par une molécule d'eau en présence d'un solvant polyol

Pour certains cations métalliques, et a faibles taux d'hydrolyse, des échanges acido-basiques
peuvent survenir entre les ions acétate et le polyol, entrainant la formation d'anions glycolates.
Ces derniers peuvent partiellement remplacer les ions acétates dans la sphére de coordination

du cation, formant ainsi des complexes alkoxyacétates (Figure 2.5).

OAc OAc m“

échange
HO., | "

H,0.. | . OH, DEG . Oll HO., ..n OH
/M\ ‘:‘C /M\ >l \Oll>
H,07 | NOH; Ho” | O” acidobasique - HO” |
OAc OAc OAc

Figure 2.14 : formation des complexes de types alkoxyacétates en milieu polyol.

Cette éetape clé de formation des complexes alkoxyacétates joue un réle essentiel dans notre

compréhension des réactions en cours.

1.3. Nucleation et croissance des nanoparticules

Pendant la synthese des nanoparticules en milieu liquide, le contrdle de la taille nécessite la
bonne compréhension des principaux concepts de nucléation et de croissance qui sont décrits
par LaMer et al. [11]. La nucléation et la croissance cristalline sont les deux processus

fondamentaux a la formation des colloides (Figure 2.6).
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Figure 2.15 : Mécanisme de formation des colloides par réduction d'un sel métallique

Le modeéle classique de cristallisation des nanoparticules, décrit par LaMer et Dinegar [10],
est structuré autour de trois étapes clés : prénucléation, nucléation, et croissance. Il commence
par une intensification de la concentration en soluté, accélérant la dissolution du précurseur
dans la solution jusqu’a atteindre une concentration critique de sursaturation. A ce stade, une
nucléation homogéne est déclenchée, engendrant une formation uniphasée de germes et une
diminution concomitante de la concentration en soluté. Quand cette derniére diminue au-
dessous du seuil de sursaturation, la génération de germes est inhibée, et la croissance des
noyaux déja formés est déclenchée, alimentée par la diffusion du soluté depuis la solution vers
le noyau, jusqu’a ce que la concentration du soluté atteigne la solubilité et que les

nanoparticules parviennent a leur taille idéale (Figure 2.7, courbe I).

Suite a la création de nanoparticules uniformément dispersées par nucléation primaire, des
processus secondaires peuvent se manifester, ainsi que la formation de nouveaux germes
particulaires & haute énergie. D'autres occurrences de nucléation homogéne sont possibles
dans toute la solution réactionnelle, ou les petits cristaux ainsi formés peuvent se redissoudre
et s’ajouter a des noyaux plus gros, facilitant ainsi la croissance de cristaux importants et
uniformes, via un processus dénommé maturation d'Ostwald ou auto-réformage (Figure 2.7,

courbe I1).

Des etudes récentes révelent que des niveaux élevés de sursaturation dans la solution
favorisent la formation d’agrégats de petites unités [12][13], en induisant la creation rapide
d'un grand nombre de noyaux, conduisant ainsi a I'émergence de nanoparticules de taille

uniforme (Figure 2.7, courbe I11).
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Figure 2.16: Mécanisme de formation de particules uniformes en solution : courbe | (rouge) : nucléation unique et croissance
uniforme par diffusion (modeéle classique de LaMer et Dinegar) ; courbe Il (bleue) : événements de nucléation multiples et
croissance de maturation d'Ostwald; courbe Il (verte) : nucléation, croissance et agrégation de sous-unités plus petites.

En ce qui concerne la synthése de nanoparticules en milieu polyol, une phase intermédiaire,
telle qu'un hydroxyde ou un oxo-hydroxyde, se forme, agissant comme un réservoir de
cations. Au sein de cette phase, la régulation de la concentration des cations et la cinétique de
nucléation des particules dépendent de la cinétique de dissolution des sels, guidant ainsi la

formation de nanoparticules monodisperses.

Si LaMer et al. considerent la nucléation et la croissance comme des phases distinctes, Den
Ouden et Thompson avancent que la distinction nette entre ces deux étapes n'est pas
impérative [14] pour obtenir une monodispersité des nanoparticules. lls notent qu'une
élévation de la concentration du précurseur peut propulser la croissance des nanoparticules
pendant la phase de nucléation, et, par conséquent, une croissance plus rapide induit des
nanoparticules de taille réduite. La vitesse de croissance des nanoparticules, plutét que la

vitesse de diffusion du soluté, détermine donc leur dispersité.

En résume, la croissance particulaire peut se réaliser soit par coalescence entre deux
particules, soit par diffusion atomique, et la monodispersité est imputable a la rapidité relative

de la phase de nucléation comparée a ’étape de croissance des germes. La préservation de
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cette monodispersité est cruciale dans presque toutes les applications, étant donné son
influence substantielle sur les propriétés magnétiques, qui sont intrinsequement liées a la taille

et & la forme des nanoparticules.

1.4. Controle de la taille des nanoparticules

Les trois parameétres réactionnels cruciaux qui régulent le processus de nucléation, croissance
et homogenéisation des nanoparticules dans le milieu polyol sont la température, le temps de
réaction, et la concentration du précurseur. Néanmoins, les deux premiers parametres sont
également influencés par la nature du polyol utilisé. Dans la section suivante, nous
examinerons I’impact de ces trois parameétres ainsi que celui du polyol sur le contréle de la

taille et de la morphologie des nanoparticules d’oxyde de fer synthétisées.

1.4.1. Influence de la température
Dans le contexte du milieu polyol, la température occupe une position centrale dans la
régulation de la taille des nanoparticules. Des recherches antérieures ont confirmé que
I'abaissement de la température d'ébullition du milieu réactionnel se traduit par une réduction
de la taille des nanoparticules lors de la synthese par la voie polyol [15]. Cet effet peut
s'expliquer par le fait qu'a basse température, I'énergie nécessaire a la formation d'un germe
est réduite, ce qui favorise une germination a la fois plus rapide et plus abondante par rapport
a ce qui est observé a haute température, conformément au mécanisme classique de LaMer
pour la synthése de nanoparticules. En conséquence, en supposant une quantité équivalente de
précurseur dans le milieu réactionnel, le diametre moyen des particules formées croit avec la

température d'ébullition.

La température d'ébullition peut étre influencée par deux facteurs : la nature du polyol et le
taux d'hydrolyse. Comme mentionné précédemment, la quantité d'eau présente joue un role
déterminant dans 1'établissement du taux d’hydrolyse et, intéressant, la température
d'ébullition est inversement proportionnelle a ce taux. Par conséquent, un taux d'hydrolyse
plus éleve résulte en une baisse de la température d'ébullition du systeme par rapport a celle
du polyol pur. En outre, une augmentation de la masse moléculaire du polyol entraine une
élévation de sa température d'ébullition, comme l'illustrent les valeurs présentées dans le
Tableau 2.1.
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1.4.2. Influence du temps de réaction
L'impact du temps de réaction sur la synthése des nanoparticules d'oxyde de fer via la
méthode polyol est appuyé par diverses études ainsi que par nos expériences propres,
démontrant une influence concrete sur la taille des nanoparticules et, par conséquent, sur leur
aimantation. Spécifiquement, dans le contexte du diéthylene glycol, faire passer le temps de
réaction de 30 minutes a 2 heures a provoqué une augmentation de la taille des
nanoparticules, passant de 5 nm a 15 nm [16]. Au-dela de 2 heures de réaction, la taille des
nanoparticules cesse de croitre, tous les précurseurs ayant été consommés a ce stade. Il est
intéressant de noter que la modulation de la taille des nanoparticules synthétisées peut étre
accomplie en ajustant la nature du polyol ainsi que le temps de réaction. A titre d'exemple, des
nanoparticules de 10 nm peuvent étre obtenues en chauffant pendant 1 heure avec le
triéthylene glycol, alors qu'une taille de 15 nm peut étre atteinte avec le tétraéthyléne glycol

pendant une durée identique de chauffage.

1.4.3. Influence de la concentration de précurseurs

La concentration du précurseur constitue I'un des parametres cruciaux qui régule la taille des
nanoparticules dans le procédé polyol. L’augmentation de la concentration du précurseur dans
le milieu réactionnel conduit a une croissance significative des nanoparticules, et donc a une
augmentation de leur taille. Cette dynamique peut s'expliquer de la maniére suivante : en
accroissant la quantité initiale de sels métalliques dissous, la matiére disponible se dépense
plus lentement dans le milieu, atteignant la sursaturation avant I'étape de germination. Cela
tend a accélérer la vitesse de nucléation et la croissance des particules via diffusion. Par
conséquent, le rapport entre les cations dans la solution et le nombre de noyaux diminue,
conduisant a la formation de cristallites plus grandes. Cependant les interactions de type van
der Waals, qui sont responsables de l'agrégation, diminuent a mesure que la taille des
cristallites augmente. La taille des nanoparticules varie en proportion directe avec la
concentration du précurseur, étant donné que c'est ce parametre qui régit les vitesses de

nucléation, de croissance et d’agrégation.
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1.4.4. Influence de la nature du polyol

Les polyols, alcools polyfonctionnels, jouent un rdle crucial dans la synthese des
nanoparticules metalliques en influengant notablement leur taille et leur forme. Ils endossent
plusieurs fonctions dans ce processus, notamment la réduction des métaux, la stabilisation des
particules formées et le contrdle de leur croissance. En effet, diverses propriétés physico-
chimiques des polyols, comme la viscosité, la polarité, la constante diélectrique et leur
capacité a coordonner les ions métalliques, interferent avec la cinétique de formation des
nanoparticules, influencant ainsi la nucléation et la croissance des particules, et par

conséquent, leur taille finale.

Des études antérieures ont mis en lumiere I’importance du choix du polyol dans la
détermination de la taille et de la forme des nanoparticules. Certains polyols peuvent favoriser
une nucléation plus rapide, ce qui conduit a des particules plus petites, tandis que d'autres
permettent un contrdle plus précis de la taille des nanoparticules formées. Ainsi, Chieng et al.
[17] ont démontré que la taille des particules d'oxyde de zinc formées est proportionnelle a la
longueur de la chaine alkyl du polyol utilisé, a travers une étude impliquant trois types de
polyols différents (EG, DEG, TTEG).

Par ailleurs, le choix du polyol peut aussi diriger la croissance préférentielle des
nanoparticules dans certaines directions cristallographiques, menant a la formation de
particules de formes spécifiques. Alors que l'utilisation d'éthyléne glycol favorise souvent la
création de nanoparticules sphériques et l'ajustement des conditions de synthése avec ce
méme polyol peut également engendrer des nanoparticules présentant des formes anisotropes.

En conclusion, bien que les polyols puissent servir de réducteurs et stabilisateurs dans la
synthése de nanoparticules métalliques, leur nature et leurs propriétés spécifiques jouent un
réle non négligeable dans le contrble de la taille et de la forme des particules obtenues,
nécessitant un ajustement précis des parameétres de synthése pour atteindre les caractéristiques
particuliéres souhaitées.

2. Synthése de nanoparticules d’oxyde de fer par la voie polyol
2.1. Conditions expérimentales

Dans cette étude, nous avons employé la méthode polyol pour synthétiser des nanoparticules
d'oxyde de fer de trois tailles distinctes (5 nm, 10 nm et 15 nm), et les avons fonctionnalisées
avec des molécules organiques, conférant ainsi des groupes fonctionnels -COOH et —NH> a
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leur surface. Bien que la concentration des précurseurs métalliques soit maintenue constante a
travers les trois expériences, des variations sont introduites par 1’utilisation de solvants
distincts, impactant ainsi les températures d'ébullition et, par conséquent, influencant les
tailles finales des nanoparticules. Plus précisément, du diéthyleneglycol, du triéthyléneglycol
et du tétraéthyléneglycol sont utilisés pour la synthese des nanoparticules mesurant
respectivement 5 nm, 10 nm et 15 nm (comme illustré dans la Figure 2.8). Par ailleurs, le
temps de réaction et le taux d'hydrolyse sont ajustés en fonction de la taille de nanoparticule
désirée

S

= = u]

Fe(acac); \ \ 'l l
\\ =

Polyol T c
[,

Y

a_o)

croissance continue

(QO“C l 220°C 1235"(: w245 °Cc
¢ 3
$ " ’
vl s
\g A@ - @ - Aggregation
A ST w s g

~nn : DEG

a1 TEG
~w: TREG

Figure 2.8: les conditions expérimentales pour synthétiser des nanoparticules d'oxyde de fer de différentes tailles par la voie
polyol.

Les conditions expérimentales relatives a la synthese des trois différentes tailles de
nanoparticules par voie polyol sont résumées dans le Tableau 2.2. Suite & la synthése, une
poudre noire de magnétite est obtenue, laquelle est aisément oxydable en maghémite,
produisant une poudre de couleur brune. Cette oxydation peut se produire soit en quelques

heures dans une étuve a 50°C, soit a I'air ambiant durant une nuit

Nom de I’échantillon A B C
Taille (nm) 5 10 15
Macétate de fer (Q) 4.33 4.33 4.33

Meau (g) 10 1 0.45
Nacetate (MOI) 0.025 0.025 0.025
Neau (MoOl) 1.1 0.11 0.025
h (Neau/Nacetate) 22.5 2.25 1
Solvant Diéthyléne Glycol Triéthyléne Glycol | Tétraéthyléne Glycol
V solvant (mL) 250 250 125
Teb polyol (°C) 245 285 314
Teb (°C) 169 230 250
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| Temps de reaction (h) | 3 2 1

Tableau 5.2: Résumé des conditions expérimentales utilisées pour la synthése de nanoparticules d'oxyde de fer de trois
tailles différentes. Les paramétres clés tels que la température d’ébullition, le temps de réaction, la masse de précurseur et le
taux d’hydrolyse sont indiqués pour chaque taille de nanoparticules

2.2. Caractérisation des nanoparticules obtenues

2.2.1. Détermination de la phase cristalline

La magnétite (FesOs) et la maghémite (y— FexO3) se caractérisent par des structures
cristallines distinctes. La magnétite cristallise dans une structure de type spinelle inverse,
présentant un paramétre de maille de a=8,396 A, et se compose d'anions 0> qui forment un
réseau cubique a faces centrées (cfc). Sa spécificité réside dans la coexistence des ions fer aux
états d'oxydation Fe?* et Fe*', les ions Fe®" occupant des sites tétraédriques, tandis que les
ions Fe?* et Fe®* se répartissent dans des sites octaédriques (Figure 2.9-a), orchestrés de
maniere a minimiser les interactions répulsives entre ions de méme état d'oxydation adjacents.
D'autre part, la maghémite, qui cristallise également dans le systéme cubique avec un
paramétre de maille Iégérement inférieur, a=8,348 A, affiche une structure cristalline de
spinelle directe. Sa particularité provient du fait que tous les ions fer présents sont a I'état
d'oxydation Fe3*, et qu'une portion des sites octaédriques reste vacante afin de préserver la
neutralité électrique de la structure, en l'absence d'ions Fe?* (Figure 2.17-b). Bien que la
coordination des ions Fe3* et O  dans la maghémite soit globalement similaire a celle
observée dans la magnétite, I'absence d'ions fer dans certains sites octaédriques se révele étre

un contraste structurel notable entre les deux.
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Figure 2.9: Comparaison des structures cristallines : (a) magnétite et (b) maghémite.

L'analyse par diffraction des rayons X (DRX) révele des caractéristiques distinctes dans les
structures cristallines de la magnétite et de la maghémite. La magnétite présente des pics de
diffraction caractéristiques, associés a la structure spinelle inverse et des indices de Miller
particuliers, dévoilant ainsi ses plans cristallins (Figure 2.10-b). En paralléle, la maghémite
montre des pics spécifiques, en lien avec la structure corindon, qui, en termes de position,
d'intensité et d'indices de Miller, peuvent se distinguer nettement de ceux de la magnétite
(Figure 2.10-a). Les pics principaux, correspondant aux phases de la magnétite et de la
maghémite, sont étroitement proches, comme le montre la littérature, et comme cela est

illustré par les figures 2.10-a et b.
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Figure 2.18: Raies de diffraction indexées obtenues avec le logiciel ReciPro (a) pour la maghémite (Fe,03) et (b) pour la

magnétite (Fes0,). Les pics de diffraction illustrent la structure cristalline de la maghémite et de la magnétite dans deux
échantillons de référence analysés.

(b)

La figure 2.11 montre les diffractogrammes des nanoparticules d'oxyde de fer que nous avons
obtenu par synthése polyol avec trois tailles :5 nm (A), 10 nm (B) et 15 nm (C).

Les diffractogrammes sont indexés avec les données cristallographiques (Inorganic crystal
structure database) des structures Fd-3m ICSD 98-016-4814 et ICSD 98-024-7034 pour la
magnétite et la maghémite respectivement.
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Figure 2.19: Diagrammes de diffraction aux rayons X des échantillons A, B et C préparés par la voie polyol, présentant des
tailles de nanoparticules de 5 nm, 10 nm et 15 nm respectivement. Les pics de diffraction indiquent la structure cristalline
des nanoparticules d'oxyde de fer de différentes tailles.

Le diffractogramme des nanoparticules de 10 nm, analysé a l'aide du logiciel HighScore et

illustré dans la Figure 2.12, révéle deux raies distinctives a 27° et 31°, identifiées comme
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caractéristiques de la phase maghémite, une observation corroborée par la Figure 2.10-a. Sur
la Figure 2.12, les positions théoriques des raies de la maghémite sont marquées par des
pointillés orange. On note un léger décalage des raies de diffraction de notre échantillon
(indiqué par un trait plein orange) par rapport aux valeurs théoriques, plus visible aux grands
angles. Cela pourrait indiquer la présence simultanée de deux phases d'oxyde de fer, a savoir
la magnétite et la maghémite, au sein du méme échantillon ou d'une particule unique. Cette
observation a motivé une réoxydation de I'échantillon, une étape nécessaire pour assurer
I'obtention exclusive de la phase maghémite, avant de procéder a des analyses
supplémentaires. 1l est important de noter qu'aucun pic relatif a d'autres phases d'oxyde de fer,
telles que 1'hématite (polymorphe o de Fe203), les oxydes simples (FeO) ou les hydroxydes
(Fe(OH)2 et Fe(OH)3), n'a été détecté. Cela confirme que les nanoparticules synthétisées sont
cristallisées de maniere optimale, exemptes de composés cristallins indésirables ou de phases

parasites.

SD4_11_03_2019_np_10nm

20000 —

10000 —

Position [*2Theta] (Cobal (Co))

Figure 2.20: Les pics du diffractogramme d'un échantillon de 10 nm sont indexés par des lignes pointillées correspondant aux raies de
diffraction de référence de la magnétite en bleu et de la maghémite en vert. Ces raies de diffraction confirment la présence
simultanée des phases de magnétite et de maghémite dans I'échantillon de 10 nm.

Les pics d’intensité maximale obtenus par diffraction des rayons X, correspondant aux divers
plans (hkl) de la maille, et un paramétre de maille mesuré a 8.364 A suggérent une complexité
dans la distinction entre les phases magnetite et maghémite. Bien qu'elles partagent une maille

cristalline cubique face centrée, les paramétres de maille sont subtilement différents : 8,396 A
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pour la magnétite et 8,348 A pour la maghémite. Ainsi, les nanoparticules synthétisées
semblent correspondre a une phase intermédiaire entre FezO4 et y-Fe2O3, ou un melange des

deux.

L'examen des spectres haute résolution de Fe2p, réalisé par spectroscopie photoélectronique a
rayons X (XPS) sur des échantillons standard de FesO4 et Fe>Os3, a joué un réle crucial dans la
confirmation de la phase cristalline des nanoparticules d’oxyde de fer. D'aprés les travaux
antérieurs, la position des pics de Fe2pl/2 et Fe2p3/2 est influencée par I'état d'oxydation du
Fe [13], et I'impact de la présence ou de I'absence de pics satellites est également notable
(Figure 2.13). Les énergies de liaison des électrons Fe 2p3/2 et Fe 2p1/2 sont établies a 710.6
et 724.1 eV pour les particules FesO4, et a 711.0 et 724.6 eV pour les particules Fe>Os,
comme le rapporte Liu et al. [18] (Figures 2.13-a et b respectivement). De plus, deux pics
satellites distincts, situés respectivement a 718,8 eV et 729,5 eV, sont exclusivement associés

a la phase maghémite, offre une confirmation supplémentaire de cette phase [19][20][21].
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Figure 2.21: le spectre XPS de Fe 2p de la surface des échantillons standard de Fes04(a) et Fe,0s (b).

Initialement, les spectres HR-XPS des échantillons synthétisés A, B et C indiquent des
énergies de liaison de 711.0 et 724.6 eV, caractéristiques de la phase cristalline de la
maghémite. De plus, deux pics satellites Fe3* sont observés a 719 eV, intercalés entre les pics
2p3/2 et 2p1/2 du doublet, et a 729 eV (Figure 2.14). Ces observations corroborent les
résultats de DRX, affirmant que ces échantillons sont majoritairement composés de
maghémite. En outre, I'absence d'épaulement dans la bande Fe2p3/2 vers 709,0 eV (Figure

2.14) confirme la composition de type maghémite des echantillons.
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Figure 2.22: Les spectres XPS de Fe2p des surfaces des trois échantillons A, B et C. Les pics caractéristiques de liaison Fe2p
sont clairement identifiables pour chaque échantillon, permettant ainsi d'analyser les états d'oxydation du fer dans les
nanoparticules d'oxyde de fer de différentes tailles.

2.2.2. Détermination de la taille des nanoparticules synthétisées

La largeur des pics dans le diffractogramme est liée a la taille du cristal des nanoparticules, de
sorte que plus la largeur du pic est grande, plus la taille du cristal est petite. Par conséquent,
on peut voir que les pics de diffraction deviennent plus fins & mesure que la taille des
nanoparticules augmente. Apres la détermination de la structure cristallographique a partir des
diffractogrammes enregistrés, la taille des cristallites sont estimés a partir de I'élargissement

du pic principal (311) des échantillons A, B et C en utilisant I'équation de Scherrer (Eq 2):

kA -
~ VHZ=5Z o056 (Eq 2)

t
Avec t la taille des cristallites en A, k un facteur correctif (k = 0,9) propre au diffractométre
utilisé, A la longueur d’onde du rayonnement Co, H la largeur & mi-hauteur du pic principal
(311) de I’échantillon, S la largeur a mi-hauteur d’un pic de référence pour une cristallite
infiniment grande. Les tailles de cristallites calculées sont respectivement de 5,6 £1,5 nm, 9,4
+1,5 nmet 14.2 +1,5 nm pour les échantillons A, B et C (Tableau 2.3).

Taille DRX (nhm) Taille MET (nm)
A 56+£15 56
B 94+15 10+£5
C 142+15 1517
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Tableau 2.6: Comparaison des tailles des nanoparticules obtenues par Diffraction des Rayons X (DRX) et Microscopie
Electronique & Transmission (TEM) pour les échantillons A, B et C. Les résultats DRX fournissent les tailles cristallines
moyennes des nanoparticules, tandis que les images TEM permettent d'observer directement la morphologie et la taille des
nanoparticules individuelles pour chaque échantillon.

L'analyse MET, appliquée a trois synthéses de nanoparticules d’oxyde de fer par la méthode
polyol avec divers polyols (DEG, TEG et TREG), est illustrée a la Figure 2.15. Toutes les
images mettent en évidence une tendance notable a I’agrégation des nanoparticules, ce qui est
cohérent avec le comportement attendu pour des nanoparticules d’oxyde de fer nues a un pH
de 7. Bien que les morphologies des nanoparticules des trois échantillons soient assez
similaires, présentant des formes quasi-sphériques et une distribution de taille étroite, les
tailles moyennes différent légérement : respectivement 5 £ 6 nm, 10 £ 5 nm et 15 + 7 nm pour
les échantillons A, B et C, des valeurs en adéquation avec les données couramment rapportées
par cette méthode de synthese [7].

Une gestion précise de deux parameétres clés, a savoir la température de réaction et le taux
d'hydrolyse h, a permis la synthése de nanoparticules en trois tailles distinctes. Les images
MET révélent que les échantillons des trois tailles de maghémite, une fois dispersés dans
l'eau, exhibent d’importants agrégats de grande taille, comme anticipé. Effectivement, la taille
des agrégats s'accroit avec le poids moléculaire du solvant, tandis que la morphologie des
nanoparticules demeure inchangée. L’¢largissement de la chaine carbonée du polyol engendre
une augmentation de la taille des nanoparticules et une concentration accrue de précurseurs,
induisant ainsi une phase de germination éphémeére. En début de phase de croissance, les
particules évoluent vers une morphologie sphérique, leur énergie de surface fluctuant en
fonction de leur taille et provoquant I'agrégation. Pour chaque échantillon, plusieurs images
ont été systématiquement enregistrées a divers niveaux de grossissement, et des histogrammes
illustrant la distribution des tailles ont été élaborés en mesurant manuellement un échantillon

de 100 nanoparticules a I'aide du logiciel ImageJ.
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Figure 2.23: Images de microscopie électronique a transmission (MET) et histogrammes représentant la distribution en taille
des nanoparticules de maghémite synthétisées avec différents polyols, (A) avec DEG, (B) avec TEG et (C) avec TREG.

Enfin, I'analyse par microscopie électronique a transmission (MET) et par diffraction des
rayons X (DRX) indique des dimensions de nanoparticules similaires, comme le montre le
Tableau 2.3. Cependant, les tailles obtenues par MET sont Iégerement plus grandes que celles
dérivées de la DRX. Cette variation s'explique par le fait que la MET mesure la taille globale
des nanoparticules, y compris d'éventuelles couches superficielles amorphes qui ne
contribuent pas aux motifs de diffraction des rayons X. En revanche, la méthode de Scherrer,
appliquée dans l'analyse DRX, détermine la taille des domaines cristallins individuels a
I'intérieur des nanoparticules.

La caractérisation du rayon hydrodynamique des nanoparticules, synthétisées et suspendues
dans l'eau, a été effectuée en utilisant la diffusion dynamique de la lumiere (DLS) via un

appareil ZetaSizer (Nano ZS). Des suspensions fortement diluées de nanoparticules A, B et C
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(0,2 mg/mL), toutes maintenues a un pH de 7,0, ont fait I'objet d'évaluations, comme le
montre la Figure 2.16. Les mesures ont révelé diverses populations de diametres
hydrodynamiques, avec des moyennes de 190 nm, 45 nm et 400 nm pour les nanoparticules

A, B et C respectivement.
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Figure 2.24: Distribution de la taille hydrodynamique pour les différentes nanoparticules synthétisées par voie polyol. Les
résultats illustrent la répartition des tailles des nanoparticules en suspension, mesurée par des techniques de caractérisation
en phase liquide, telles que la diffusion dynamique de la lumiere (DLS).

Il est notable que ces diameétres hydrodynamiques sont nettement plus élevés que les
diametres moyens des nanoparticules, a savoir 5+ 6 nm, 10 £ 5 nm et 15 + 7 nm, obtenus par
microscopie électronique a transmission (MET) sur le méme échantillon. Cela indique une
agglomération rapide des particules en suspension, un phénomeéne également confirmé
visuellement a pH neutre.

L'agrégation observée des nanoparticules non enrobées a pH 7,0, un comportement
documenté dans la littérature, est attribuée a l'absence de charge de surface [20]. Afin
d'accroitre la stabilité des nanoparticules en suspension a ce pH, une stratégie envisageable
serait de fonctionnaliser leur surface, permettant ainsi d'atteindre une dispersion plus stable.

Cette stratégie sera explorée plus en détail dans la section suivante de ce chapitre.

3. Fonctionnalisation des NPs et caractérisation

Les nanoparticules magnétiques d'oxyde de fer ont une propension a s‘agglomérer lorsqu'elles

sont en solution aqueuse avec un pH neutre. En raison d'une discontinuité cristalline, les
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atomes de fer apparents a leur surface, qui portent des charges partielles, agissent en tant
qu'acides de Lewis, établissant des liens avec des donateurs d'électrons. Par conséquent, les
ions fer en surface s'associent avec les molécules d'eau dans le milieu aqueux [21], lesquelles

se dissocient pour créer une couche d'hydroxyde sur les nanoparticules.

Selon le pH du milieu, les groupes hydroxyde -OH se transforment en groupes -OH." ou -O"
par protonation ou déprotonation, respectivement. La surface des nanoparticules d'oxyde de
fer pourrait ainsi étre soit positive, négative, ou neutre en fonction du pH de I'environnement.
Le point isoélectrique, qui est le pH ou la surface des nanoparticules d’oxyde de fer est
électriquement neutre en milieu aqueux, varie entre 6,8 et 7,4 [21][22]. Prés de cette plage de
pH, la charge superficielle des nanoparticules n'est plus suffisamment substantielle pour que

les répulsions électrostatiques empéchent leur agrégation par les forces de Van der Waals.

Ainsi, les nanoparticules d'oxyde de fer perdent leur stabilité dans I'eau et forment des
agrégats. Etant donné qu'un pH d'environ 7 est souvent requis pour maintenir la stabilité des
nanoparticules dans diverses applications biologiques. La stratégie est de limiter leur
agrégation en les fonctionnalisant avec des ligands organiques ou inorganiques, accroissant

par la suite les répulsions entre les particules.

La fonctionnalisation de la surface des nanoparticules d'oxyde de fer magnétiques est
généralement orientée vers deux objectifs majeurs : en premier lieu, assurer la stabilisation
des nanoparticules pour éviter leur agrégation dans un environnement particulier, et en second
lieu, les adapter pour une utilité dans une application précise.

La stabilisation des nanoparticules en solution implique généralement de créer des répulsions
entre elles. Deux types principaux de répulsions peuvent étre induits par la fonctionnalisation

de surface des nanoparticules : les répulsions électrostatiques et stériques.

En attachant de petites molécules chargées telles que les carboxylates [23], les phosphonates
[24] ou les sulfonates [25], ou en employant d'autres matiéres inorganiques comme la silice
[26] ou I'or [27], les répulsions électrostatiques peuvent étre induites. Les répulsions stériques
peuvent étre induites en greffant des polymeres a la surface des nanoparticules soit par simple

adsorption comme le dextran [28], le PVA [29] ou le chitosan [30]
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Nous avons entrepris la fonctionnalisation des nanoparticules que nous avons synthétisées en
utilisant trois molécules organiques différentes : I’acide (3-aminopropyl) phosphonique
(@APPA), la dopamine (@Dopa) et le citrate (@Citrate) (voir chapitre 5). L'objectif était
d'obtenir des nanoparticules stables et bien dispersées en solution tout en introduisant des
fonctions carboxylates ou amines a leur surface, qui pourraient ensuite étre accrochees a la

capside des virus via un couplage (EDC/NHS), un sujet qui sera développé dans le chapitre 3.

3.1.  Analyse de la surface des NPs apres fonctionnalisation.

La spectroscopie de photoélectrons X (XPS) constitue un outil crucial dans la caractérisation
des nanoparticules d’oxyde de fer, notamment aprés leur fonctionnalisation avec diverses
molécules, ici APPA, Dopa et Citrate. Les données XPS, post-fonctionnalisation, sur les
spectres haute résolution du fer (Figure 2.17) révelent des énergies de liaison spécifiques a
711.0 et 724.6 eV, qui sont attribuées respectivement aux niveaux d’énergie Fe 2p3/2 et Fe
2pl/2. Cette observation est essentielle car elle procure un apercu pertinent sur I'état
d'oxydation du fer dans ces nanoparticules.

Dans ce contexte, méme si les nanoparticules sont fonctionnalisées, une constance demeure
dans la caractérisation des énergies de liaison du fer, ce qui indique que 1’état d’oxydation du
fer demeure inchangé méme aprés la fonctionnalisation. Cette stabilité dans I'état d'oxydation
du fer est cruciale dans l'optique d'applications spécifiques des nanoparticules, ou un état
d'oxydation constant est souvent nécessaire pour maintenir certaines propriétés magnétiques
et réactivités chimiques.

La présence d'un pic satellite observé aux alentours de 719 eV est également d'une importance
capitale et suscite un intérét particulier dans cette étude. Ce pic satellite est un indicateur
notable que la phase des nanoparticules est principalement constituée de maghémite, méme
apres I’ajout des différentes molécules fonctionnalisantes. La persistance de ce pic satellite
dans les spectres XPS des nanoparticules, qu'elles soient nues ou fonctionnalisées avec APPA,
Dopa ou Citrate, confirme que le processus de fonctionnalisation n’a pas induit de
modifications significatives dans la phase cristalline du matériau. On reste donc en présence
de la maghémite, soulignant ainsi que la fonctionnalisation a été effectuée de maniere a

préserver I'intégrité structurelle et la phase du matériau d'origine.
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Figure 2.25: Spectres haute résolution XPS présentant le spectre de Fe2p pour les nanoparticules d'oxyde de fer de 10 nm
fonctionnalisées avec du citrate, de la dopamine et de I'APPA (Acide 3-aminopropylphosphonique).

Pour les nanoparticules d'oxyde de fer magnétiques fonctionnalisées avec I'APPA
(NPs@APPA), diverses observations ont été faites via les analyses spectroscopiques, comme
illustré dans la Figure 2.18. La présence d'une énergie de liaison a 134 eV, spécifique au P2p,
révéle la formation de liaisons phosphonates (Figure 2.18-b). Un examen du spectre haute
résolution dans la région de I’azote 1s indique une énergie de liaison voisine de 400 eV,
caractéristique d’une liaison C-NH: (Figure 2.18-c). Ces bandes n’ont pas été observées pour
les NPs nues. En outre, dans la région C 1s, l'apparition de deux bandes distinctes a 284.96 et
286.40 eV suggeére fortement la présence d'électrons dans des liaisons C—P et C-OH
respectivement (Figure 2.18-d).

Dans la région de liaison O 1s, un large pic a été observé et peut étre déconvolué en trois pics
a 530, 531 et 532,08 eV (Figure 2.18-e) correspondant a O—Fe dans la structure de Fe>Os, O-
P dans les phosphonates [31] et O—C dans le groupe carboxylique [32].
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Figure 2.26 : (a) Spectre XPS global des nanoparticules d'oxyde de fer de 10 nm fonctionnalisées avec APPA (Acide 3-
aminopropylphosphonique) et spectres de haute résolution pour (b) le phosphore, (c) I'azote, (d) le carbone et (e) I'oxygéne.

Par ailleurs, l'augmentation des ratios C/Fe et O/Fe (comme présenté dans le Tableau 2.4)
dans les NPs fonctionnalisées par rapport aux NPs nues indique non seulement une
augmentation des molécules organiques a la surface, mais valide également la réussite de la

fonctionnalisation par I’APPA.

% Atomique Energie de liaison NPs nues de 10 nm NPs@APPA
(ev)

C1ls 284.96 8,88 12.23
C1lsA 286.40 9,12 6.96
CisB 288.51 3,1 1.89

Cls totale 211 21.08

Fe2p 710.72 26,74 21.92

Ols 530,29 52,15 51.58

P2p 132.86 - 2.62

N1s 399.69 - 1.43
N1sA 401.34 - 1.39

C/Fe 0.78 0.96
O/Fe 1.95 2.35

Tableau 2.7: Pourcentage atomique des éléments individuels dans les nanoparticules d'oxyde de fer avant (Nanoparticules
nues) et apreés la fonctionnalisation avec APPA (Acide 3-aminopropylphosphonique). Les données illustrent les variations de
la composition chimique résultant de la fonctionnalisation avec APPA.

Les analyses XPS, illustrées dans la Figure 2.19-a, montrent une complexité chimique a la
surface des nanoparticules de maghémite apres la fonctionnalisation avec la dopamine. Cette
molécule, dotée d'un noyau benzénique et de groupes fonctionnels tels que les amines et les
hydroxyles. En focalisant sur des régions spectrales clés, a savoir C 1s, O 1s et N 1s, nous
déterminer 1’existence d’une liaison entre la dopamine et les nanoparticules.

La déconvolution de la bande d'oxygeéne Ols montre deux types d’interactions de I’oxygene :
des liaisons avec le fer, confirmant ainsi la structure de I'oxyde de fer a 530,28 eV, et des
liaisons O-C établies a 531,86 eV (Figure 2.19-b).

Dans la région C1s, la déconvolution représentée en Figure 2.19-c met en évidence divers pics

caractéristiques des états de carbone spécifiques. Le pic a 285.06 eV est représentatif des
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carbones sp”2 présents dans les cycles aromatiques, comme ceux de la structure de la
dopamine. Le pic C1sA a 286.46 eV correspond a des carbones en liaison avec de I'oxygene
(C-0), typiques des structures éther ou des alcools secondaires, qui peuvent étre attribués aux
groupes fonctionnels de la dopamine ou aux residus de diéthylene glycol, le solvant utilisé
lors de la synthése. Le pic C1lsB a 288.62 eV suggére la présence de carbones en
environnement C-O-C, potentiellement liés aux composants de la dopamine. Finalement, le
pic C1sC a 291.31 eV met en évidence les liaisons carbones doubles (C=C), confirmant la

présence de structures aromatiques inhérentes a la dopamine.

L'analyse de la région N1s dans la Figure 2.19-d montre un pic vers 400 eV, indiquant la
présence de l'azote caractéristique de la dopamine. Cela implique que la dopamine est greffée
sur les NPs par ses groupes catéchols, qui forment des liaisons chélatantes avec les ions de fer

de la surface des NPs, créant ainsi une interface stable et fonctionnalisée.
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Figure 2.27: (a) Spectre XPS global des nanoparticules d'oxyde de fer de 10 nm fonctionnalisées avec Dopamine.
Comparaison des éléments chimiques caractéristiques entre les nanoparticules nues et fonctionnalisées, et spectres de haute

résolution pour (b) I'oxygéene, (c) le carbone et (d) I'azote.
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Tout comme avec la fonctionnalisation par I’APPA, une augmentation des ratios C/Fe et O/Fe
est observée (Tableau 2.5), indiquant une présence accrue de la dopamine a la surface des
nanoparticules. Cette augmentation notable des éléments organiques est une preuve tangible

de la fonctionnalisation, mettant en lumiere la surface des nanoparticules grace a l'apport

organique de la dopamine.

% Atomique Energie de liaison NPs nues de 10 nm NPs@DOPA
(ev)

C1ls 284.96 8,88 12,2
C1Sa 286.40 9,12 9,48
C1Sb 288.51 31 6,68
C1Sc 291,31 - 0,83

Cls totale 21.1 29.14

Fe2p 710.72 26,74 22,3

O1s 530,29 52,15 45,74

N1s 400,32 - 2,78

Cl/Fe 0.79 1.30
O/Fe 1.95 2.05

Tableau 2.8: Pourcentage atomique des éléments individuels dans les nanoparticules d'oxyde de fer avant (Nanoparticules

nues) et apreés la fonctionnalisation avec Dopamine. Le tableau présente les variations de la composition chimique résultant
de la fonctionnalisation avec Dopamine.

L'analyse par XPS de nos échantillons a révélé des changements chimiques substantiels a la
suite de la fonctionnalisation avec le citrate (NPs@Citrate). Les éléments principaux identifiés
par XPS dans notre étude sont le carbone, le fer, et I’oxygeéne, dont les spectres et pics pour

les NPs@Citrate de tailles diverses sont illustrés dans les Figures 2.20-a, b, et c.
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Figure 2.28: Vue d'ensemble des spectres XPS de nanoparticules de diverses tailles avant et apreés fonctionnalisation avec
citrate.

Les échantillons A, B, et C, de tailles 5 nm, 10 nm et 15 nm respectivement, ont montré divers
degrés de modification dans la composition de carbone apres la fonctionnalisation. Cette
observation peut étre vue dans les spectres XPS de haute résolution de C1s, illustrés dans la

Figure 2.21 et détaillés dans le Tableau 2.6.
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Figure 2.29: Analyses XPS haute résolution de I'élément carbone Cls des nanoparticules de maghémite de trois tailles
différentes (5 nm, 10 nm, et 15 nm) avant et aprés fonctionnalisation par citrate

Un point d'intérét particulier est le changement dans les pourcentages atomiques de carbone
aprés la fonctionnalisation a des énergies de liaison spécifiques (284.96 eV, 286.40 eV, et
288.51 eV). Les modifications a 284.96 eV, passant de 9.70% a 10.88%, de 8.88% a 11.26%,

et de 10.56% a 11.27% pour les NPs de 5 nm, 10 nm, et 15 nm respectivement, peuvent
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signaler une incorporation substantielle de carbone au cours de la fonctionnalisation.
L’interaction du citrate avec les nanoparticules pourrait varier en fonction de leur taille en
raison des différences dans I'énergie de surface et la densité des sites de liaison. Les NPs plus
petites, comme celles de 5 nm, possedent généralement une énergie de surface plus élevée, ce
qui pourrait expliquer une modification plus prononcée de la composition de surface
comparativement a celles de tailles plus grandes. Les interactions au niveau des énergies de
liaison de 286.40 eV et 288.51 eV, en revanche, sont probablement révélatrices des
différentes configurations et environnements électroniques des atomes de carbone dans les

molécules de citrate attachées.

En termes plus simples, le rapport C/Fe est une mesure relative de la quantité de carbone par
rapport au fer dans nos échantillons. Des augmentations de ce rapport, de 0.674 a 1.04, de
0.78 a 0.96, et de 0.72 a 0.99 pour les échantillons A, B et C respectivement, corroborent
I'idée que les groupes fonctionnels du citrate ont été intégrés a la surface des nanoparticules.
Cela introduit effectivement du carbone sur les nanoparticules, modifiant ainsi leur

environnement chimique de surface.

D'autre part, le rapport O/Fe, reflétant la proportion relative d'oxygene et de fer, a également
augmenté de 1.69 a 2.27, de 1.92 & 2.27, et de 1.83 a 2.16 respectivement aprés la
fonctionnalisation pour les échantillons A, B et C. Cette élévation peut étre interprétée comme
indicatrice d'une augmentation de lI'oxygéne chimiquement lié a la surface des particules, ce
qui suggére la formation de nouveaux groupes fonctionnels oxygénés sur la surface des
nanoparticules et la possibilité de réactions chimiques spécifiques se produisant lors de la
fonctionnalisation.

Ainsi, les augmentations dans les rapports C/Fe et O/Fe constituent des indices robustes d'une
modification chimique de la surface des nanoparticules, validant [I'efficacite de la
fonctionnalisation par le citrate.
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Energie Echantillon

de A (5nm) B (10 nm) C (15 nm)
liaison | Avant | Apres | Avant | Aprés | Avant | Apres
(ev) fonc | fonc | fonc | fonc | fonc | fonc
Cls | 284.96 | 9.70 | 10.88 | 8.88 | 11.26 | 10.56 | 11.27
ClsA | 286.40 | 6.63 | 6.67 | 9.12 | 573 | 6.17 | 5.70
ClsB | 28851 | 404 | 6.22 | 3.10 | 484 | 356 | 557
Cls totale 20.37 | 23.77 | 21.1 | 21.83 | 20.29 | 22.54
Fe2p | 710.72 | 30.22 | 22.9 | 26.74 | 22.62 | 28.12 | 22.76
Ols 530.1 | 51.14 | 52,15 | 51.56 | 51.56 | 51.59 | 49.31

Atome

Nals | 1071.55 0 2.18 0 4 0 5.40
Cl/Fe 0.674| 104 | 0./8 | 096 | 0.72 | 0.99
O/Fe 169 | 227 | 192 | 227 | 1.83 | 2.16

Tableau 2.9: Pourcentage atomique des éléments Cls, Cls A, Cls B, Fe2p et Nals dans les différentes tailles de
nanoparticules d'oxyde de fer avant (Nanoparticules nues) et apres la fonctionnalisation avec citrate. Le tableau présente les
variations de la composition chimique résultant de la fonctionnalisation pour chaque taille de nanoparticules.

En conclusion, I'augmentation observé des rapports carbone/fer et oxygene/fer illustre des
modifications substantielles dans l'interaction des ligands avec les nanoparticules d'oxyde de
fer lors de la fonctionnalisation. Cela révéle l'impact des réactions chimiques et des
changements superficiels, validant la modification de la chimie de surface des nanoparticules
par le processus de fonctionnalisation avec le citrate.

3.2.  Taille des NPs fonctionnalisées.

3.2.1. NPs@APPA et NPs@Dopa
La Figure 2.22 illustre les résultats obtenus par microscopie électronique a balayage pour
deux types de nanoparticules : celles de maghémite de 10 nm enrobées avec I’acide
aminopropylphosphonique (NPSs@APPA) et avec la dopamine (NPs@Dopa). Les
NPs@APPA, présentées en Figure 2.22-a, révelent des tailles variant entre 30 et 256 nm et
exposent une morphologie non uniforme. D’autre part, les NPs@Dopa, illustrées en Figure
2.22-b, affichent des dimensions oscillant entre 60 et 200 nm, présentant également une

répartition de taille inhomogene et une tendance a I’agrégation.
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Figure 2.30: Images de Microscopie Electronique & Balayage (MEB) représentant les nanoparticules d'oxyde de fer
fonctionnalisées avec APPA (a) et avec dopamine (b). Les images illustrent la formation de gros agrégats suite a la
fonctionnalisation avec dopamine et APPA.

L'analyse par DLS apporte des éclaircissements quant a la polydispersité des NPs@APPA.
Comme illustré dans la Figure 2.23, I'examen détaille la présence de deux populations de
particules distinctes, ayant des tailles approximatives de 200 nm et 2000 nm respectivement.
Malgré la fonctionnalisation par APPA, les NPs ne manifestent aucune dispersion notable par
rapport a leur état initial non-fonctionnalisé, se traduisant par une conservation du méme
rayon hydrodynamique observé avant le processus de fonctionnalisation.

En plus, la présence d’une population de taille d’environ 2000 nm signale la formation
d'agrégats incompatible avec une utilisation dans des milieux biologiques. Les agrégats de
cette taille peuvent, en effet, poser des défis significatifs en termes de biocompatibilité et de
distribution dans les systéemes biologiques, rendant ainsi leur utilisation problématique ou

méme non viable dans de tels contextes.
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Figure 2.31: Répartition de la taille hydrodynamique des nanoparticules de 10 nm en suspension fonctionnalisées avec APPA.

Une dispersion réussie des particules NPs@Dopa dans I'eau sous forme de colloides a été
réalisée a la suite de leur fonctionnalisation avec la dopamine, un processus analysé en
utilisant la DLS (Figure 2.24). Les données obtenues mettent en évidence que cette
fonctionnalisation a conduit & une réduction notable de la taille hydrodynamique des
nanoparticules, passant de 245 nm a une taille considérablement plus réduite de 45 nm. Ce

changement signifie une modification appréciable de la surface des nanoparticules
synthétisées.

Cependant, malgré ce succes dans la réduction de la taille, les NPs@Dopa présentent une

dimension qui demeure plus importante que prévu, posant ainsi un obstacle tangible pour
notre objectif
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Figure 2.32: Distribution de taille des nanoparticules de 10 nm fonctionnalisées avec DOPA en suspension.

Les tests sur les nanoparticules, avec deux différents types de recouvrement, dopamine

(@Dopa) et acide aminopropylphosphonique (@APPA), nous ont donné des résultats mixtes.
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Le but était de contréler la taille des nanoparticules et d'empécher qu'elles ne s'agglomerent,
mais cela n'a pas vraiment fonctionné comme nous l'espérions. En utilisant APPA, nous avons
obtenu de gros agrégats de particules, ce qui n'est pas idéal. D’un autre c6té, avec la Dopa, les

choses se sont un peu mieux passées, mais ce n'était pas parfait non plus.

Dans les deux cas, notre idée d'utiliser ces nanoparticules a greffer sur la surface du virus, qui
est assez petit avec une taille de 28 nm, ne va pas fonctionner a cause de ces problémes de
taille et d’agglomération. Les particules ne sont pas de taille constante et s'assemblent en gros
paquets, ce qui pourrait étre di a la méthode de fabrication ou au manque d'efficacité du
recouvrement. Puisque nous ne pouvons pas obtenir les particules de la taille et forme que

nous voulons, nous avons décidé de ne pas les utiliser pour la suite de notre projet.

Stabilité

L'analyse et la caractérisation des interfaces aprés la fonctionnalisation avec des groupes
fonctionnels sont d'une importance capitale dans divers domaines scientifiques et
technologiques. Une métrique clé dans ce processus est le potentiel zéta, une mesure
électrocinétique fondamentale pour comprendre les propriétés électriques et la stabilité des
interfaces. Il donne une indication de la charge ¢lectrique présente a la surface d’une particule
ou interface, facilitant ainsi I'évaluation des interactions électrostatiques, de la stabilité
colloidale, et de la chimie de surface. En illustrant ceci, I'analyse du potentiel zéta apres
fonctionnalisation avec un groupe fonctionnel amine spécifique, la Dopamine, a révélé une
valeur de +35 mV pour les NPs@Dopa de 10 nm, suggérant une stabilité modérée, comme le

montre la Figure 2.25.
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Figure 2.33: Le graphique de distribution du potentiel zéta montrant la valeur positive du potentiel zéta pour les
nanoparticules d'oxyde de fer recouvertes de dopamine dans de I'eau distillée.

Cela est cohérent avec les études antérieures d'O'Brien [33] et Hanaor et al. [34] , qui ont
déterminé que les colloides ayant des potentiels zéta faibles tendent a former des agrégats,
alors gque ceux avec des potentiels zéta élevés démontrent une stabilité électrique, tel

qu’illustré dans le Tableau 2.7.

Potentiel zéta [mV] Comportement de stabilité du colloide
de0a+5 Coagulation ou floculation rapide
de +10 a +20 Début d'instabilité
de £20 a 40 Stabilité modérée
de +40 a +60 Excellente stabilité

Tableau 2.10: Les comportement de stabilité du colloide en fonction des valeurs de potentiel zéta mesuré d’apres Hanaor et
al.

3.2.2. NPs@Citrate
Les images obtenues par microscopie électronique a transmission (MET) des trois
échantillons de nanoparticules, désignés NPs@Citrate A, B et C, révelent que ces dernieres
manifestent une faible hétérogénéité tant en termes de forme que de taille. Plus précisément,
elles exhibent une morphologie approximativement sphérique et une taille ne dépassant pas
les 20 nm. L'analyse des dimensions des NPs@Citrate a été réalisée en utilisant le logiciel
Imagel, révélant des tailles moyennes de 7.0 nm, 12.0 nm et 15.0 nm pour les échantillons A,

B et C respectivement.
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Quant aux mesures granulométriques des NPs@Citrate, présentées dans la Figure 2.26, elles
indiquent des tailles maximales de nanoparticules de 10 nm, 15 nm et 20 nm pour les
échantillons A, B et C respectivement, tout en soulignant la présence de plusieurs populations
de nanoparticules avec des distributions de taille assez restreintes. Cela met en évidence
I'efficacité de la modification de surface avec le citrate pour prévenir l'agrégation et préserver
la structure initiale des nanoparticules, en partie grace a la répulsion entre les particules
induites par les groupes citrates. Ces nanoparticules semblent ainsi pertinentes pour étre
greffées sur les capside de virus. En conséquence, ces NPs@Citrate ont été intégralement

caractérisees par diverses techniques disponibles au laboratoire.
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Figure 2.34: Visualisation MET et répartition des tailles hydrodynamiques des nanoparticules fonctionnalisées avec citrate
par voie polyol.

3.3.  Caractérisation des NPs@Citrate
3.3.1. Stabilité.
Comme démontré dans la section précédente via la spectroscopie de photoélectrons X (XPS),
les NPs ont été fonctionnalisées efficacement avec du citrate. Cette fonctionnalisation a été
également validée par DLS, ou nous avons observé des colloides présentant les diametres
hydrodynamiques souhaités. La stabilité colloidale est cruciale pour [l'utilisation des
nanoparticules dans des applications biomédicales, rendant impératif I'obtention de colloides
magnétiques stables.
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Le recouvrement des nanoparticules avec des groupes fonctionnels carboxylate, comme le
citrate, favorise leur suspension dans l'eau, en raison des interactions électrostatiques
répulsives entre particules. Cela est illustré a la Figure 2.27, ou les NPs@Citrate forment une

solution homogeéne, a la différence des NPs nues qui précipitent.

Figure 2.35: Visualisation en suspension des nanoparticules synthétisées par voie polyol, avant et apres la fonctionnalisation
avec l'acide citrique.

Par ailleurs, les mesures de potentiel zéta pour les nanoparticules de maghémite enveloppées
de citrate affichent une valeur de -60 mV pour les NPs@Citrate A, B et C (de tailles 5 nm, 10
nm et 15 nm, respectivement), traduisant une stabilité élevée, comme discuté auparavant
(Figure 2.28).
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Figure 2.36: Mesure du potentiel Zeta sur des nanoparticules d'oxyde de fer fonctionnalisées avec citrate de différentes
tailles.
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3.3.2. Structure crystalline
La figure 2.29 présente les diffractogrammes des nanoparticules d’oxyde de fer de 5 nm, 10
nm et 15 nm avant et aprés la fonctionnalisation (A, B, C, NPs@Citrate A, NPs@Citrate B et
NPs@Citrate C respectivement).
Pour analyser la modification structurale des particules aprés la fonctionnalisation, les
parametres de maille des nanoparticules ont été calculés en utilisant la relation de Bragg pour
estimer la distance interplanaire au sein de la structure cristallite (Eq 3):

2dnki.sind =n A (1) (Eq 3)
Dans laquelle n est I’ordre de diffraction, A la longueur d’onde du rayonnement (Aco= 0.17890

nm), 0 I’angle d’incidence du faisceau et d la distance inter-réticulaire entre deux plans d’une

méme famille (hkl), qui est exprimé par (Eq. 4):

1 h24+k2+1% -
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Figure 2.37: Spectres de diffraction des rayons X des nanoparticules d'oxyde de fer sans et avec fonctionnalisation de A, B et
C, ayant respectivement des tailles de 5 nm, 10 nm et 15 nm.
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Suite a la fonctionnalisation, ou des molécules organiques sont attachées a la surface des
nanoparticules, une modification notable dans les diffractogrammes est observée, notamment
une augmentation de I’intensité des pics a 27° et 31°. Cela indique que 1'acide citrique se fixe
sur des plans cristallographiques spécifiques, influencant principalement les plans 203, 106,
210, 116, et 213. Ces plans, qui correspondent a la maghémite, semblent étre

significativement impactés par la fonctionnalisation.

20 2138 |3526 |41,58 |50,68 |6324 |6757
d(hm) | 0482 0,295 |0252 |0209 |0171 |O0,161
NPs@Citrate A [ (hKI) | (111) | (220) | (311) | (400) | (422) | (511)
Bexp 0835 |0835 |0836 |0,836 |0,836 |0,836
d(nm) | 0,483 0,296 |0252 |0209 |0171 |0,161
NPs@Citrate B [ (hKI) | (111) | (220) | (311) | (400) | (422) | (511)
Bexp 0837 |0837 |0836 |0,836 |0,836 |0,836
d(nm) | 0,481 0,295 |0252 |0210 |0171 |0,161
NPs@Citrate C | (hKI) | (111) | (220) | (311) | (400) | (422) | (511)
Bexp 0833 |0835 |0835 0840 |0836 0,835

Tableau 2.11: Tableau des paramétres de maille calculés pour les nanoparticules d'oxyde de fer fonctionnalisées avec
citrate, en mesurant dp pour tous les plans diffractants, selon différentes tailles.

En considérant que les échantillons sont cubiques a faces centrées, les valeurs des parameétres
de maille moyen calculées pour les échantillons NPs@Citrate A, B et C sont respectivement
de 0,8357 + 0,0003 nm, 0,8364 + 0,0004 nm et 0,836 + 0,002 nm. La variation des parametres
de maille relatif des nanoparticules synthétisées par rapport aux paramétres de maille

théorique (ameo = 0,837 nm) a été calculée a partir de I'équation (Eq. 4) :

Amoyen—Athéo %100 (Eq 4)

Athéo

La variation des parametres de maille révele une diminution d’environ 0.44 %, 0.36 % et 0.44
% respectivement, indiquant que les plans cristallographiques sont modifiés par la liaison
avec le citrate, indépendamment de la taille des nanoparticules. On suppose que la contraction
observée est due a la liaison Fe-citrate dans les plans mentionnés. Le citrate semble ainsi

inhiber la croissance selon ces plans et modifier les structures cristallines.
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L'analyse par DRX et par MET révele que, la fonctionnalisation avec le citrate modifie la
structure cristallographique des nanoparticules d’oxyde de fer, elle ne semble pas affecter leur
taille moyenne ni la distribution de taille cristalline. Cela signifie que, le citrate influence de
maniere appréciable la structure cristalline, permet de maintenir la stabilité dimensionnelle

des nanoparticules.
3.3.3. Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier FT-IR :

Pour valider la fonctionnalisation des nanoparticules par citrate et identifier les bandes
représentatives des fonctions chimiques du citrate, une analyse par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) a été effectuée. La Figure 2.30 présente les spectres FTIR des
NPs nues de 10 nm synthétisées, du citrate pur, et des NPs@citrate.

Dans le cas des NPs nues, plusieurs caractéristiques spectrales ont été identifiées : une bande
a 585 cm?, attribuable a la vibration d'étirement Fe-O en phase cristalline de maghémite ; des
bandes entre 1000 cm™ et 1100 cm™, indiquant la présence de groupes polyol liés a la surface
des NPs via des vibrations d’élongation C-O-C ; et une bande a 1381 cm, révélatrice des
vibrations d'étirement C-O des résidus acétates, persistants malgré les étapes de lavage. En
outre, la bande a 1627 cm™ pourrait refléter soit des vibrations de I'eau, soit des vibrations
C=0 de résidus d'acétate, en tenant compte du recours a l'acétate de fer en tant que précurseur
dans la synthése. La bande proche de 3400 cm™ est, quant a elle, associée aux vibrations
d’étirement O-H, soit des groupes hydroxyle de surface ou d’eau adsorbée ou de polyols.
Concernant le citrate pur, ses principales bandes d'absorption FTIR & 1300 cm™ et 1585 cm*
sont attribuées respectivement aux élongations symétriques et asymétriques des groupements
carboxylates. Les vibrations O-H des fonctions hydroxyles sont également manifestes dans la
plage de 3000 a 3500 cm'™.

A la suite de la fonctionnalisation avec le citrate, une intensification de la bande & 585 cm™
est observée, suggérant un changement dans I'environnement chimique de la surface, lié
probablement a la liaison du citrate. Des bandes a 1560 cm™ et 1390 cm™, imputables aux
vibrations des groupes carboxylate dans le citrate, confirment l'ancrage moléculaire. Plus
précisément, la bande a 1560 cm™ est associée a la vibration de déformation symétrique, et
celle & 1390 cm™ a la vibration de déformation asymétrique des groupes carboxylate [35]
[36]. Enfin, le déplacement de la bande d'étirement O-H de 3400 cm™ & 3416 cm-1 lors de la
fonctionnalisation indique une modification des interactions chimiques au niveau des groupes

hydroxyle en surface.
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Figure 2.38: Comparaison des spectres FT-IR d'acide citrique pur, des nanoparticules de 10 nm synthétisées, et
fonctionnalisées avec citrate.

Cette étude spectroscopique confirme la présence des molécules de citrate, dotées de
groupements carboxylates et hydroxyles, a la surface des NPs, illustrant la réussite de la

fonctionnalisation.

3.3.4. Analyse thermogravimétrique (ATG) :

L'analyse thermogravimétriqgue (ATG) constitue une méthode essentielle pour examiner
I'évolution de la masse d’un échantillon, que celui-ci soit un élément, un composé ou un
mélange, en fonction du temps ou de la température, facilitant ainsi la caractérisation de sa
stabilité thermique. En réalisant des expériences ATG dans un intervalle de température de 20
a 800 °C, il est possible de quantifier le taux d'eau et de ligand adsorbés en étudiant le
pourcentage de perte de masse des échantillons.

Les figures 2.31 a, b, c, et d révélent des comportements de perte de masse distinctes pour les
NPs nues et celles fonctionnalisées avec du citrate, de tailles respectives 5 nm (A), 10 nm (B),
et 15 nm (C), au cours d'un échauffement progressif jusqu'a 800°C. Les NPs non revétues
enregistrent une perte massique globale de 1,4 %, potentiellement due a la désorption d'eau.
Dautre part, les NPs fonctionnalisees affichent des dynamiques variables : NPs@Citrate A
perdent 8,123 % de leur masse, suggérant une désorption d'eau de 2,157 % et une
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décomposition notable de citrate de 5,966 % ; les NPs@Citrate B enregistrent une perte de
5,44 %, avec 2,279 % attribués a la désorption d'eau et 2,65 % a la décomposition de citrate,
indiquant possiblement une modification des interactions ou une moindre disponibilité des
sites d'adsorption ; enfin, les NPs@Citrate C révelent une perte de 3,55 %, décomposee en
1,231 % de désorption d'eau et 2,318 % de décomposition de citrate, illustrant I'impact
possible de la réduction de la surface spécifique sur I'adsorption du citrate. La premiere étape
thermique est mise en évidence dans la dérivée de la perte de masse en fonction de la
température, confirmant la déshydratation des poudres, avec une perte d’eau associée oscillant
entre 1 et 2,5 %, selon I'échantillon. La seconde étape, également perceptible, est attribuée a
un phénomeéne de décarbonatation ou, si des élements organiques (résidus carbonés) dus aux
ligands, précurseurs ou solvants sont présents, ils généreront du CO ou CO: lors de la chauffe
sous air, représentant une perte de masse de 2 a 5%.

Ces variations majeures dans la perte de masse selon la taille des nanoparticules lors de la
fonctionnalisation avec le citrate révélent I'influence notable de la taille des nanoparticules sur
leurs interactions avec les molécules de citrate, et par conséquent, sur leur stabilité thermique.
A partir de 300 °C, les NPs nues stabilisent leur masse, assurant la phase maghémite (Figure
2.31-a). Alors qu’a partir de 450 °C, les échantillons NPs@Citrate A, B et C (Figure 2.31-b, ¢
et d) approchent d'une masse stable, transformant le y-Fe>O3 métastable en hématite stable (a-
Fe>0s3), caractérisée par une disposition hexagonale compacte des atomes d'oxygeéne. Les
variations de perte de masse entre les échantillons sont dues a des différences dans la quantité

d'échantillon analysée dans chague cas.
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4. Conclusions

Dans cette partie de thése, nous avons synthétisé des nanoparticules d’oxyde de fer par la voie
polyol. Les analyses XPS et DRX ont montré que les nanoparticules sont constituées
majoritairement de maghémite. Les images TEM indiquent une morphologie sphérique avec
des tailles de 5, 10 et 15 nm environ, selon le polyol utilisé. Cependant ces NPs ne sont pas
solubles dans I’eau et forment des agrégats, les rendant inutilisables dans un contexte

biomédical.

Dans une étape ultérieure, nous avons fonctionnalisé les NPs de 10 nm pour améliorer leur
solubilite et stabilité dans I'eau et introduire des fonctions amine ou carboxylate a leur surface.
Trois agents de fonctionnalisation ont été testés: le citrate (@Citrate), ’acide (3-
aminopropyl) phosphonique (APPA) et la dopamine (@Dopa). La fonctionnalisation avec le
citrate s’est avérée €tre un succes, atteignant les propriétés désirées. Bien que la dopamine ait
été fonctionnellement efficace, elle ne répondait pas a nos objectifs de recherche. D'autre part,
les essais avec I'APPA n'ont pas aboulti.

Par conséquent, nos efforts ont été réorientés exclusivement vers l'utilisation des NPs
fonctionnalisées avec le citrate. Nous avons détermine la nature chimique, la taille,
caractériser la surface par les méthodes classiques du laboratoire. Ces NPs sont alors des
groupes fonctionnels a leur surface, ce qui va permettre de les greffer sur la surface des
capsides de virus de plantes, sujet qui sera exploré dans le chapitre suivant. Les propriétés
magnétiques seront discutées dans le dernier chapitre en comparaison avec celles des

assemblages des NPs.
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Chapatre 111

Assemblage 3D des nanoparticules sur la capside de
Virus

1. Introduction

Les matériaux a base de virus suscitent un intérét de plus en plus croissant notamment gréace a
leur taille appropriée, leur homogeneité, la facilité de fonctionnaliser leur surface. Toute sorte
d’objets peut étre greffée dans la cavité interne ou/et sur la surface externe et ainsi aboutir a

des nanomatériaux présentant de nombreuses applications comme la catalyse, la photonique,

I’énergie, la nanomédecine ... (Figure 3.1) [1]

Catalysis
ABisauz

Nanophotonics

Figure 3.40: Principales applications des matériaux a base de virus.

Dans ce chapitre, j’exposerai quelques exemples de matériaux a base de virus de plantes,
apres avoir décrit ces entités biologiques, puis je détaillerai les résultats expérimentaux du
greffage des nanoparticules d’oxyde de fer obtenues précédemment sur deux virus de plantes :

le Turnip yellow mosaic virus (TYMV) et le Rice yellow mottle virus (RYMV).
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1.1. Matériaux a base de virus
1.1.1. Capsides de virus de plantes et leur fonctionnalisation

Les virus sont des assemblages supramoléculaires hybrides protéine-nucléotide de formes
variés et de taille variant de 10 a quelques centaines de nanometres [2]. Un virus est composé
d’un matériel génétique (ADN ou ARN) protégé par une coquille protéique, appelée capside.
Cette capside est constituée de protéines auto-assemblées présentant une symétrie
icosaédrique ou hélicoidale (Figure 3.2). Le nombre de protéines nécessaires a 1’assemblage
d’une capside icosaédrique est donné par le nombre de triangulation T, il faut T x 60 sous-
unités pour former la capside [3]. Par exemple, pour T = 3, il y a 180 protéines auto-
assemblées par capside. L’auto-assemblage de ces sous-unités présente des axes de symétrie
d’ordre 2, 3 et 5 (Figure 3.2).

Certains virus sont dits enveloppés, c’est-a-dire qu’ils posseédent en plus une membrane
phospholipidique entourant leur capside. D’autres sont non-enveloppés. En comparaison avec
des nanoparticules synthétiques, les nanoparticules virales sont parfaitement monodisperses.
Comme le role de la capside est de protéger et délivrer efficacement le matériel génétique,
cette capside présente une stabilité importante et est capable de supporter de nombreuses
modifications chimiques, afin de décorer la cavité interne ou de fonctionnaliser la surface
externe de la capside, ou dans certains les deux surfaces peuvent étre modifiées
simultanément. Cette capside est ainsi une boite a outil extraordinaire en ingénierie de nano-
bio-matériaux, elle permet la synthése a fagon d’une grande variété de matériaux, dont les
propriétés découlent directement de la nature chimique des nano-objets encapsulés ou greffés

sur la surface externe, mais aussi de leur organisation spatiale [3].

Icosahedral

@ @
LR L]
=
T=1 T=3 T=4
Smem're_ mt_mcm Poliawinus Sindbis virus
mosaic virus
Helical Complex o

Tobacco mosaic virus

Adenovirus

Lambde phage

Figure 3.41 : Principales architectures des virus. Axes de symétrie d’ordre 2, 3 et 5 des virus icosaédriques.
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Les techniques de modifications de la capside sont illustrées dans la Figure 3.3 et réesumées ci-

dessous.
Genetic Engineering O Infusion
g %
\ Exterior Interior
Mineralization
. .
o . - Q
Bioconjugation
Metal
precursor
Exterior Interior
Self-Assembly
. ¥
N .S
° " Cargo

Exterior Interior

Figure 42.3 Techniques de modifications des surfaces des virus.

a) Les protéines de la capside sont codées par la séquence nucléique du virus. Comme
celles-ci sont relativement courtes, la plupart du génome des virus a été séquencée et
bien caractérisée. Il est donc relativement facile par ingénierie génétique d’insérer ou
de remplacer un acide aminé de surface par un autre pour présenter a la surface des
groupes fonctionnels, comme des cystéines (thiols), des lysines (amines) ou des
aspartates ou glutamates (carboxylate).

b) L’intérieur de la capside peut étre utilisé comme cage protéique pour encapsuler des
objets (médicaments, agent de contraste...). Comme la capside est composée de
protéines auto-assemblées, celle-ci est flexible et peut former dans certaines conditions
(pH, concentration en ions métalliques) des trous permettant la diffusion de petites
molécules (infusion). Les molécules sont alors retenues par interaction électrostatique
ou par affinité avec I’acide nucléique ou la capside.

c) Les particules virales peuvent servir d’échafaudage pour la biominéralisation. La
réduction d’un sel métallique directement sur la capside, que ce soit a I’intérieur ou
I’extérieur de la capside permet d’obtenir des matériaux hybrides inorganique-organique
avec des applications en semi-conducteurs, plasmonique ou agents de contrastes.

d) In vitro et dans certaines conditions de température, de force ionique et de pH, la

capside de virus peut se désassembler, puis se réassembler autour de son matériel
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génétique ou d’un cargo. De cette fagon, des nanoparticules d’or, quantum dots ou
photosensibilisateurs ont pu étre encapsulés dans une cage protéique afin d’étre protégés
de I’environnement extérieur.

e) Enfin, grace aux groupes fonctionnels présents a la surface de la capside, il est possible
de greffer par voie chimique une variété importante de molécules ou nano-objets. Les

principales réactions de bioconjugaison sont indiquées dans la Figure 3.4.

@dﬂ'

Tyrosine + diazonium

Azide + cyclooctyne

@

Lysine + NHS

Carboxylic acid + amine

Cysteine + maleimide

Figure 3.43 : Principales réactions de bioconjugaison pour la modification de la surface des virus.

1.1.2. Exemples pour la nanomédecine

La stabilité de la capside des virus de plantes vis-a-vis des conditions variables en pH,
température et de la présence de solvant organique dépend des interactions protéine-protéine,
protéine-acide nucléique, et parfois de la présence d’ions divalents. Néanmoins, les virus de
plantes utilisés pour le diagnostique ou la thérapie doivent étre suffisamment robuste pour
supporter les conditions des circulations sanguines, du systéme gastro-intestinale (pH ~2) sans

étre bien sur pathogénes pour 1’homme [4]. Dans ce paragraphe, je donnerai quelques

107



exemples d’utilisation de virus de plantes dans la délivrance de médicaments, et dans le

diagnostic et thérapeutique (théranostique).
1.1.2.1.Délivrance de molécules pour le traitement du cancer.

Actuellement, la chimiothérapie est I'un des traitements les plus utilisés contre le cancer.
Cependant la résistance, le taux de récidive, I’administration non ciblée des médicaments
conduisent a des toxicités aigues et limitent leurs applications cliniques. Le systeme de
délivrance de médicaments (« Drug-delivery system ») permet un ciblage et une délivrance
cellulaire, une accumulation des pro-drogues dans les tissus tumoraux et minimisent ainsi la
dose nécessaire au traitement. Les capsides de virus de plantes sont ainsi des candidates de
choix pour la délivrance de médicaments car ils peuvent encapsuler un certain nombre de

molécules et leur surface externe peut étre fonctionnalisée pour le ciblage cellulaire.

De nombreux systemes de virus ou nanoparticules virales ont été utilisé pour la délivrance de
la doxorubicine (DOX), un anticancéreux [5]. Cette molécule peut a la fois se lier a la surface
externe du RCNMV (Red clover necrotic mosaic virus) par interactions électrostatiques, et
étre encapsulée dans la capside virale par gonflement du virus (Figure 3.5). Les auteurs ont
montré que cela permettait un relargage rapide de DOX de la surface externe puis une

libération plus lente des molécules encapsulées [6].

Plant viral
nanoparticle
(PVN)

a) Phosphate Buffer pH 7.5/ EDTA

© H,PO; +H,0

5 -

@ HPOZ~ +H;0*

Native RCNMV
Gk o oH Q

High Level of

OH
L O‘O. “oH Surface Bound Dox

° ® 0 0 owolo
Doxorubicin %

\ .

b) Tris Buffer pH 7.5/ EDTA °
© (CH,0H);C-NH7 + H,0
I

(CH,0H);C-NH, + H;0*

-
L]
L]

Low Level of
Surface Bound Dox

* Close pores with addition of Ca?* and Mg?*, purify to remove excess/unbound Dox

Figure 3.44: Utilisation de RCNMV pour la délivrance de la doxorubicine [6].

Un autre exemple est 1’encapsulation du cis-platine ou de son analogue, le phenanthriplatine,

dans la cavité du virus du tabac (TMV) par liaisons électrostatique ou liaison covalente. Les
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complexes TMV-cisplatine ont été transporté efficacement vers les cellules cancéereuses et ont
une cytotoxicité supérieure comparé au cis-platine libre. Ce complexe a été également
fonctionnalis¢ a I’exterieur par du mannose ou lactose, ce qui a permis une délivrance ciblée
de ce nanomédicament via la reconnaissance spécifique des sucres par le récepteur
asialoglycoprotéine. Ce systéeme multifonctionnel présente une cytotoxicité accrue pour les
cellules MCF-7 et HepG2 [7][8][9].

1.1.2.2. Théranostique.

La théranostique est une nouvelle approche médicale qui allie le diagnostic et la thérapie. Les
particules virales sont parfaitement adaptées pour transporter des agents de contraste ou
fluorophores pour I’imagerie optique, tomodensitométrie, imagerie de résonance magnétique,
tomoscintigraphie par émission de positons (PET)... La cavité peut simultanément contenir
des molécules pour I’imagerie et les médicaments afin d’obtenir des agents pour la
théranostique. De plus, ’addition de d’aptameres, peptides ou anticorps a leur surface

améliore le ciblage de ces nano-objets vers les cellules ou tissus particuliers.

Par exemple, la capside hélicoidale du virus du tabac a été chargée en complexes de
Gadolinium et fonctionnalisé par la polydopamine (PDA). En IRM, les particules Gd-TMV
sans PDA produisent un taux de relaxation ri1 de 13 mM™ s, alors qu’en présence de PDA
(Gd-TMV-PDA) cette valeur atteint 80 mM™ s, Cette augmentation serait due au fait que le
PDA piege les molécules d’eau a la surface du TMV et améliore ainsi les propriétés
magnétiques et les interactions du centre Gd avec ’eau. De plus, ces nano-objets présentent
une forte absorption dans le proche infra-rouge (NIR) avec une conversion photothermique
élevée (28.9 %) [10]. Ces nanoparticules présentent une cytotoxicité minime sans irradiation,
alors que sous irradiation, elles sont efficaces pour le traitement photothermique vis-a-vis des

cellules PC-3 et 4T1 des cancers de la prostate et du sein, respectivement.
1.1.3. Nano-hybrides

Les capsides de virus sont également utilisées comme échafaudage pour fabriquer des nano-
architectures a base de nanoparticules inorganiques. En effet, comme on I’a vu
précédemment, contrairement aux macromolécules synthétiques, les capsides sont homogenes
en tailles, facilement fonctionnalisables, faciles a produire avec un faible co(t, et de maniere
écologique [1]. On peut encapsuler les nanoparticules dans la cavité et/ou organiser des

nanoparticules a I’extérieure de la capside en profitant de la symétrie de cette capside.
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1.1.3.1. A I’intérieur de la cavité

En encapsulant les sels métalliques précurseurs dans la cavité des virus, il est possible de
synthétiser par minéralisation des nanoparticules d’oxyde de fer dans le virus icosaédrique
CCMV (cowpea chlorotic mottle virus) [11]. II est également possible d’obtenir des nano-
batonnets magnétiques en faisant croire les nano-objets dans la cavité de virus hélicoidaux,

comme par exemple le virus de la mosaique de la tomate (ToMV) [12].

L’encapsulation de nanoparticules déja synthétisées est une alternative a la minéralisation
pour placer des nanomatériaux dans les particules virales sphériques. Les nanoparticules d’or
dont la surface est chargée négativement, pour mimer la charge de 1’acide nucléique, peuvent
induire ’assemblage des protéines de la capside de BMV (Brome mosaic virus) autour de la
nanoparticule (Figure 3.6) [2]. Selon la taille de la nanoparticule, le nombre de triangulation T
peut étre de 1, 2 ou 3. Les auteurs ont également montré que 1’auto-assemblage de ces
protéines de la capside peut se faire autour de plusieurs quantum dots.

Figure 3.45: (a) Mécanisme proposé de la formation de complexes CPs-nanoparticules d'or. (b) Images TEM typiques de
VINPs de BMV avec des cceurs en or de 12 nm.

Une autre stratégie consiste a exploiter les interactions entre biomolécules pour initier
I’encapsulation des Np dans les capsides. Par exemple, le groupe de Franzen a décoré les Np
par des séquences d’ADN de 20 bases, qui interagissent avec une séquence courte d’ARN. Ce
complexe d’acide nucléique permet de recruter la protéine de la capside de RCNMV et

d’initier I’encapsulation autour de la nanoparticule. Ils ont ainsi réussi a encapsuler dans le
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RCNMYV des Np de taille comprise entre 3 a 15 nm et de nature différentes : or, quantum dot
CdSe, ou magnétique CoFe204) [13].

1.1.3.2. A I’extérieur de la capside

Dans ces exemples, la capside sert d’échafaudage pour organiser les nanoparticules en 3
dimensions. Le virus CPMV (Cowpea mosaic virus) a été décoré par des nanoparticules de
tailles différentes (Figure 3.7) permettant un contréle sur la distance interparticulaire. Au sein
de ces regroupements, ces nanoparticules peuvent étre interconnectées conduisant a des
réseaux conducteurs, qui sont tres prometteurs pour les dispositifs de stockage de bit [14]. Il
est également possible d’obtenir des nano-hybrides par biominéralisation de précurseur

métallique a la surface des virus, comme par exemple sur le TMV [15].

Figure 3.46: (A) Le virus de la mosaique du niébé (CPMV) peut étre modifié pour se lier aux nanoparticules d'or (AuNPs). Les
images TEM non colorées (a), (c) et (e) montrent des AuNPs liées a différents mutants de cystéine du CPMV, avec les AuNPs
visibles sous forme de cercles noirs. Les barres d'échelle mesurent 5 nm. Les modeles (b), (d) et (f) représentent le CPMV avec
des AuNPs liées a des sites modifiés. (B) Tige individuelle de TMV avec une couche dense de nanoparticules d'or discrétes ;
I'échelle utilisé est de 50 nm. En encart : le spectre EDXA correspondant montrant la présence d'or et de cuivre (provenant de
la grille de support).

Plus récemment, dans notre groupe, nous avons réussi a assembler des AuNPs de taille 5-10 et
20 nm sur la capside du virus du chou (Turnip yellow mosaic virus, TYVM) sans former
d’aggrégats (Figure 3.8). Ces objets sont stables et solubles dans I’eau et présentent des
facteurs d’exaltation analytique en SERS que les nanoparticules isolées [16].
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Figure 3.47 :(A) Expériences de DLS. Distribution de la taille des particules de TYMV (noir), TYMV greffé avec des AuNP de 5
nm (vert), 10 nm (bleu) et 20 nm (rouge). (B) Expériences de SERS. Spectres Raman du BPE a 101 M en solution dans de
I'éthanol (vert) et a 105 M en présence de TYMV (bleu), de 20 nm-AuNP (noir) et de TYMV greffé sur des 20 nm-AuNP
(rouge). (C) Images TEM des AuNP de 5 nm (a), 10 nm (b) et 20 nm (c) greffées sur TYMV.

Enfin, nous avons réussi a obtenir une biominéralisation homogéne des TMV grace a des
observations concomitantes a 1’échelle individuelle en TEM-liquide et dans le bécher en
spectroscopie d’absorption et TEM (Figure 3.9). Cela nous a permis de proposer un

mécanisme de croissance des nanoparticules d’or a la surface du TMV [17].
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(b)

Figure 3.48: Images TEM des nanoparticules d'or post-cycles de réduction 1, 3, 5 avec une concentration constante de
[NaBH4] =5 mM et incubation de 2h dont 15 min en bain ultrasonore avant le 1er cycle.

Beaucoup de résultats montrent 1’organisation de nanoparticules d’or autour de biomolécules,
comme les capsides de virus, mais peu de choses ont été faites sur 'utilisation de ces
échafaudages naturels pour organiser des nanoparticules d’oxyde de fer. Cela constitue mon
travail de these, que je vais exposer dans les parties suivantes. Aprés avoir synthétisé des
nanoparticules d’oxyde de fer stables et solubles dans I’eau (chapitre 2), j’ai réussi a greffer
sur deux virus le TYMV (Turnip yellow mosaic virus) et le RYMV (Rice yellow mosaic

virus).

1.2. Caractérisation de virus de plantes
1.2.1. Turnip yellow mosaic virus (TYMV)

Le virus du chou TYMV fait partie de la famille des Tymovirus [18], qui infectent de
nombreuses espéces de plantes dicotylédones et causent des pigmentations jaune clair sur les
feuilles et réduisent leur croissance. Son génome, un ARN simple brin de 6318 bases, est
protégé par une capside protéique composée de 180 sous-unités identiques : A, B et C, de 189

acide aminés et de 20 kDa.

Les sous-unités A forment des pentameres avec une symétrie axiale d’ordre 5, tandis que les
sous-unités B et C forment des hexameéres (Figure 3.10). La symétrie de la capside est
icosaédrique, avec un nombre de triangulation T = 3 [19], avec un diamétre de 28 nm (Figure
3.8-A).
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Figure 3.49: Structure de la capside du TYMV. (A) Image stéréo de I'extérieur de la capside du TYMV. Les sous-unités A
(jaunes) forment des grappes pentamériques, les sous-unités B (bleues) et C (vertes) forment des grappes hexamériques. (B)
Un schéma stéréo schématique des sous-unités A (jaunes), B (bleues), et C (vertes) du TYMV telles qu'elles apparaissent a
I'extérieur de la capside, aux axes a (cinq fois), b (quasi six fois), et c (quasi trois fois) [19].

La structure secondaire et tertiaires des sous-unités sont trés similaires avec 9 % d’hélices a,
43 % de feuillets 3 et 48 % de chaines polypeptidiques désordonnées. Canady et al., ont décrit
que la chaine polypeptidique forme un feuillet B de 8 brins antiparalléles, et une partie C-
terminale a D’extérieur de la capside. La partie N-terminale de la sous-unité A est
désordonnée, tandis que celles des sous-unités B et C sont a I’extérieur et interagissent avec
I’acide aminé 5 de I’autre sous-unité pour former un anneau dans le centre des hexameres
(Figure 3.10).

La séquence peptidique de la sous-unité B est présentée Figure 3.10 -C, ainsi que les
interactions au sein de cette méme sous-unité ou avec les autres sous-unités. Ces interactions
assurent la cohérence de la capside et sa stabilité. En effet, la capside de TYMV est stable
entre 4 et 60 °C, a des pH compris entre 4 et 10 et en présence de solvant organique [20].
Cette robustesse permet de modifier chimiquement cette capside. Sur la figure 3.11, on peut
notamment voir en orange les acides aminés accessibles sur la surface externe, comme des

lysines, acide glutamique ou aspartique. Ces résidus portent des groupements fonctionnels (-

114



NH2 ou -COOH) qui peuvent étre bioconjugués avec d’autres molécules [19][21], comme des
fluorophores, des peptides ou méme des nanoparticules d’or comme on I’a montré

précedemment [16].
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Figure 3.50: Diagramme représentant les liaisons hydrogene, les contacts entre les sous-unités et I'accessibilité de la sous-
unité B du TYMV, ainsi que leurs interactions Quasi 6-fold : B-C. Quasi 3-fold : A-B-C. Quasi 2-fold : A-B.. Les atomes ont été
considérés en contact pour les interactions de van der Waals, les liaisons hydrogene et les ponts salins. Les résidus ont été
jugés inaccessibles en fonction de leur surface accessible.

1.2.2. Rice yellow mottle virus (RYMV)

1.2.2.1. Structure

Le virus de la panachure jaune du riz (Rice yellow mottle virus, RYMV) appartient a la
famille des Sobemovirus [22]. Ce virus est responsable de pertes économiques importantes sur
la production de riz en Afrique de ’est et de I’ouest. Les symptomes caractéristiques de la
panachure se manifestent par des jaunissements de feuilles et des rabougrissements de plante
qui apparaissaient 2 a 3 semaines apres inoculation. RYMV contient un ARN simple brin de
4450 nucléotides. Sa capside est composée de 180 sous-unités, de 26 kDa, assemblées selon
une symeétrie icosaédrique, avec un nombre de triangulation T = 3. Son diamétre est estimé
par cryo-TEM a 28 nm [23]. Comme dans le cas de TYMYV, les sous-unités A forment un
pentamere, tandis que les sous-unités B et C forment des hexameres (Figure 3.12). Les

protéines ont une structure de deux feuillets f de 4 brins (« Jelly roll beta sandwich »). Pour
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les sous-unités A et B, la partie N-terminale est désordonnée (1-49), tandis que pour la sous-
unité C, une séquence (27-48) forme un brin B supplémentaire appelé « BA arm » proche de
I’interface entre les sous-unités B et C et qui confére a la capside une plus grande stabilité a

haute pression et pH ¢élevé [24].

(a)

Figure 3.51: Structure de la Capside du RYMV, Cartes de densité ombrées en trois dimensions de RYMV obtenues par cryo-
microscopie électronique. La capside est composée de 180 copies d'un seul type de polypeptide organisées selon une
symétrie quasi-équivalente T=3. L'unité asymétrique icosaédrique contient trois sous-unités : A (en bleu), B (en rouge) et C
(en vert). Chacune de ces trois sous-unités possede la méme séquence d'acides aminés, mais elles occupent des
environnements chimiques légérement différents. (a) Modéle en remplissage d'espace de la capside. Tous les atomes sont
représentés comme des sphéres d'un diamétre de 1,8 A. (b) Représentation schématique de la capside. Chaque trapéze
représente un sandwich béta avec une topologie en "rouleau de gelée" du méme polypeptide. Les désignations des lettres
sont typiques pour les virus avec une symétrie quasi-équivalente T=3. Les axes de symétrie de l'icosaédre sont également
indiqués (en blanc) : un pentagone pour l'axe a 5 cétés, un triangle pour I'axe a 3 c6tés et un ovale pour I'axe a 2 cétés. Les
types de sous-unités sélectionnés sont étiquetés comme A, B ou C; les numéros suivant la lettre indiquent des positions liées
par la symétrie icosaédrique a A, B et C.

Les capsides de virus de la famille des Sobemovirus sont stabilisées en présence d’ions
divalents comme le Ca?* et gréace aux interactions protéine-protéine dépendantes du pH et
aux interactions électrostatiques protéine-ARN. La capside de RYMV, en absence de Ca?* et
dans des milieux légérement basiques peut gonfler, cependant la fonction biologique de ce

virus gonflé est encore inconnue [25], (Figure 3.13).
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Figure 3.52: Un modele schématique des relations entre les particules de RYMV, groupe 1 (gonflées et de transition) et du
groupe 2 (compactes) et qui peuvent étre interconverties par des variations de pH et de Ca2+.

La capside de RYMV présente un point isoélectrique d’environ 6 [26], avec a la surface
plusieurs acides aminés chargés : sur les 3 sous-unités A-B-C, il y a 11 aspartates (74, 79 et
215 sur les 3 sous-unités et 65A et 65B), 3 arginines (102A, 133A, 133B) et 10 lysines (67,
180 et 210 sur les 3 sous-unités et 99B) (Figure 3.14).

MARKGKKTNS NQGQQGKRKS RRPRGRSAEP QLQRAPVAQA SRISGTVPGP
LSSNTWPLHS VEFLADFKRS STSADATTYD CVPFNLPRVW SLARCYSMWK
PTRWDVVYLP EVSATVAGSI EMCFLYDYAD TIPRYTGKMS RTAGFVTSSV
WYGAEGCHLL SGGSARNAVV ASMDCSRVGW ERVTSSIPSS VDPNVVNTIL
PARLAVRSSI KPTVSDTPGK LYVIASMVLR DPVDPTLNT

Figure 3.53: Séquence de la protéine de la capside de RYMV. Les acides aminés soulignés et en gras sont a la surface externe
de la capside, avec en rouge ceux qui sont chargés positivement, et en bleu négativement.

1.2.2.2. Isolats

Nos collaborateurs du laboratoire PHIM (Plant Health Institut Montpellier) nous ont fourni
trois isolats du virus RYMV : 7z3, Mgl et CI63, provenant de différentes parties d’Afrique.
En effet, RYMV est classé en 5 sérotypes majeurs, avec des diversités dans la protéine de la
capside. Ces différents sérotypes sont apparues lors d’études immunologiques. Un schéma de
[’arbre phytogénétique et les séquences des protéines de la capside des différents isolats
étudiés sont indiqués sur la figure 3.15 [27]. Les isolats Tz3, Mgl et C163 appartiennent aux
familles Sr5, Sr4 et Sr2, respectivement.
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Figure 3.54: Cladogramme de 15 isolats représentatifs inféré a partir d'une analyse de parcimonie maximale des séquences
completes. Les sérotypes des isolats ainsi que leur profil antigénique avec les anticorps monoclonaux sont indiqués a droite
de la figure. Les nceuds associés aux changements dans la reconnaissance des anticorps monoclonaux sont numérotés sur le

cladogramme. Les modifications sérospécifiques correspondantes sont indiquées en bas de la figure. La numérotation des
résidus était celle de l'isolat Clb utilisé pour résoudre la structure tridimensionnelle de la CP.

Le virus de la mosaique jaune du riz est classé en cinq principaux sérotypes ; la diversité

moléculaire de la protéine de capside (CP) est bien établie (Figure 3.16).
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Figure 3.55: Alignement des séquences d'acides aminés de la protéine de capside de 15 isolats de RYMV. Les séquences sont
listées dans le méme ordre que celui de I'arbre phylogénétique. Les sérotypes sont indiqués a droite de la figure. Pour chaque
position variable par rapport a la séquence consensus, les différences d'acides aminés sont mises en gras. Les positions
sérospécifiques (acides aminés conservés dans tous les isolats d'un sérogroupe mais différents dans les autres sérogroupes)
sont encadrées. Les emplacements des feuillets 3 (fleches noires) et des hélices a (ressorts noirs) sont basés sur leur position
dans la structure cristalline aux rayons X de la chaine A de RYMV Clb.

Les différences en acides aminés entre les trois isolats sont indiquées dans le tableau 3.1. Les

acides aminés 115, 180, 190, 212 et 214 sont sur la surface externe de la capside.

Position Cl163 Mgl Tz3

115

123

160

180

190

212

O dd|X|wnm|>
olHi<|o|z|<|H
n|>|I<|Xlnl<|H

214

Tableau 3.12: Variations des acides aminés entre les trois isolats Cl63, Mgl et Tz3 en fonction des positions
stéréospécifiques identifiées dans la structure cristalline de la capside.

La suite de ce travail a porté uniquement sur l’isolat Tz3 car les autres isolats n’étaient pas

stables au cours du temps, et souvent [’ARN était relargué (Figure 3.17).
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Figure 3.56: L’instabilité et la dégradation de I'ARN des isolats Mgl dans I'eppendorf au fil du Temps.

1.2.2.3. Etude de la stabilité in-vitro de RYMYV isolat Tz3

Je disposais de deux lots de RYMV, un qui avait été congelé -20°C et 1’autre non. Ces virus
étaient conservés dans une solution contenant des ions Ca®*. J’ai dialysé ces solutions & pH 5
en présence d’EDTA afin d’éliminer le Ca?* & la surface des virus et tester leur stabilité, en
fonction de différents paramétres comme le pH, la température et la présence de dénaturants.

J’ai donc 4 échantillons dont la dénomination est indiquée dans le tableau suivant (Tableau

3.2):

RYMV-1 RYMV-2 RYMV-3 RYMV-4
RYMV non congelé et | RYMV non congelé et | RYMV  congelé et | RYMV congelé et
avant dialyse apres dialyse avant dialyse apres dialyse

Tableau 3.13 : les quatre échantillons de deux lots de RYMV (RYMV-1, RYMV-2, RYMV-3, RYMV-4) soumis ou non a la
congélation et a la dialyse, utilisés pour analyser la stabilité.

Le spectre d’absorption des virus présente un maximum a 260 nm, caractéristique de
I’absorbance des ARN. L’absorbance a 280 nm est plus caractéristique des protéines de la
capside. L’indice de pureté du virus r est le rapport Aze0/A2g0 des deux absorbances a 260 et
280 nm. Plus le r est proche de r théorique d’une valeur de 1,5, plus le virus est considéré
comme pur avec son ARN dans sa capside. Les 4 échantillons ont donné des valeurs de r
compris entre 1,24 et 1,37, proche du r théorique. Les mesures en DLS menées sur RYMV en
présence de Ca?* (RYMV-1) a pH 5 montre un seul pic avec un diamétre de 28 + 1 nm

(Figure 3.18) comme décrit dans la littérature [23].
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Figure 3.57: Caractérisation de RYMV en présence de Ca2+ a pH 5 (RYMV-1). (a) Mesures DLS, (b) Analyses d'absorbance et
(c) Etudes de fluorescence.

Pour étudier la stabilité des 4 échantillons, nous avons utilisé la spectroscopie de fluorescence,

et la DLS. La DLS permet de déterminer le rayon hydrodynamique de la capside et la

présence d’agrégat ou s’il y a désassemblage de celle-ci. En fluorescence, la longueur d’onde

d’excitation est de 280 nm correspond au maximum d’absorption de la capside protéique. La

variation de la longueur d’onde maximale d’émission du virus est étudiée. Un déplacement

bathochrome correspond a une dénaturation des protéines de la capside tandis qu’un

déplacement hypsochrome a une agglomération des particules virales (Figure 3.19).
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Figure 3.58: Variations de la longueur d'onde maximale d'émission de RYMV & 0,1 mg/ml : comparaison entre les états
congelé et non congelé, en présence de Ca2+ (a) et dialysé (b) a Jour 0 et Aprés 7 Jours en fonction du pH.
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En présence de Ca?", il n’est pas possible de travailler a des pH élevés, car celui-Ci précipite.
Dans la gamme de pH étudié (2 a 6) aucune modification spectrale n’a été observée pour
RYMV-1 ou RYMV-3, méme apres plusieurs jours a ces pH, confirmant le r6le du calcium
dans la stabilité de la capside a dans des milieux Iégerement acides ou trés acide. Des mesures
en DLS confirment la stabilité de la capside. En revanche, aprés dialyse en présence d’EDTA,
c’est-a-dire sans Ca?* dans le milieu, les mesures de DLS indiquent un diamétre
hydrodynamique constant quel que soit le pH au début, puis ce diamétre augmente au bout de
7j et a partir de pH 6 (35 nm). Cependant les spectres de fluorescence ne semblent pas étre
affectés, nous supposons donc que la capside a gonflée (a pH 6) sans que les protéines soient
dénaturées. A pH 2, la longueur d’onde maximum d’émission se déplace de 10 nm vers le
rouge, signifiant un début de dénaturation des protéines de la capside, sans désassemblage car
le diamétre hydrodynamique reste inchange.

En augmentant la température de 20 a 80 °C, on observe une diminution de I’intensité de
fluorescence, et des déplacements légerement bathochromes du maximum d’émission,
indiquant un début de dénaturation de la capside. Cette dénaturation est réversible pour
RYMV-1 et RYMV-4, car aprés refroidissement a température ambiante, on retrouve les
spectres initiaux. Dans le cas de RYMV-2 et RYMV-3, la dénaturation thermique semble
irréversible, car le maximum d’émission augmente de 8 et 32 nm, respectivement, apres
retour & température ambiante (Figure 3.20).

Variation du Lambda max d'émission du RYMV (pH5) en fonction de la Température

0 +32 nm

370
—@—Non cong. dia (1+1)

Cong. Ca2+

Cong. Ca2+ ( 1+1)

-
g

+8 nm

Lambda max (en nm)
]

8

330

] 10 20 30 40 50 &0 70 80 90

Température en ( “Celsius)

Figure 3.59: Influence de la température sur la variation de la longueur d'onde maximale d'émission du RYMV-1 (en rouge),
du RYMV-2 (en rose), du RYMV-3 (en vert) et du RYMV-4 (en bleu).

J’ai également étudié la dénaturation de RYMV en présence de SDS, guanidine ou DTT.
L’expérience de dénaturation en présence de SDS a été effectuée sur I’échantillon RYMV-4 a
pH 6. On observe une diminution de l’intensité de fluorescence avec un déplacement

bathochrome faible de 5 nm (Figure 3.21- a). La concentration finale de SDS étant de 11 mM,
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elle semble insuffisante pour dénaturer la capside. La Figure 3.21- b montre que la guanidine
méme a des concentrations élevées, n’est pas capable de dénaturer ou désassembler la
capside. En revanche en présence d’une concentration d’environ 70 mM en DTT (Figure
3.21- ¢) on observe un déplacement bathochrome de 13 et 11 nm pour RYMV-2 et RYMV-4,
respectivement. La concentration de DTT utilisée étant faible, nous n’avons pu observer le

désassemblage de la capside.
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Figure 3.60: (a) Spectre d'émission du RYMV congelé et dialysé a un pH de 6 en fonction du volume de SDS ajouté a 0,2%. (b)
Influence de la concentration de Guanidine sur la variation de la longueur d'onde maximale d'émission du RYMV-1 (en
rouge), du RYMV-2 (en rose), du RYMV-3 (en vert) et du RYMV-4 (en bleu). (c) Variation de la longueur d'onde maximale
d'émission pour le RYMV-2 (en rose) et le RYMV-4 (en bleu) en fonction de la concentration de DTT.

Nous avons étudié la stabilité de plusieurs lots de RYMV en présence ou absence de Ca?",
selon plusieurs parametres physico-chimiques (T, pH, agents dénaturants). Nous avons
confirmé le rdle de Ca®* dans la stabilité de la capside et ce quel que soit le pH. On peut
envisager de fonctionnaliser le virus en augmentant la température puisque sa capside semble
résister aux variations de température. Cependant, dans les conditions expérimentales

utilisées, nous n’avons pas pu désassembler entiérement la capside.
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2. Assemblage des nanoparticules magnétiques sur différents échafaudages par
Couplage EDC/NHS

Dans la littérature scientifique, il a été documenté précédemment que des nanoparticules d'or
(AuNPs) ont été greffées a la surface du CPMV, un virus de forme icosaédrique. Cette
modification a été rendue possible par une mutation de la protéine de la capside, qui a permis
la substitution par un résidu de cystéine a la surface de cette capside, offrant ainsi plusieurs
sites pour une liaison covalente avec les AUNPs [28][29][30][31]. De plus, une récente étude
a montré aussi le greffage des AuNPs sur le TYMV en utilisant différents stratégies
chimiques pour permettre une fixation covalente, en vue de développer de nouveaux nano-
bio-hybrides [16].

La surface du virus TYMV est riche en groupes carboxylates issus des résidus d'acides aminés
comme l'aspartate ou le glutamate. Elle contient également des groupes amines provenant de
la lysine ou de l'arginine. Ces groupes sont cruciaux pour diverses réactions chimiques, y
compris la modification de la surface virale ou sa liaison & d'autres molécules, offrant des
opportunités de réactions avec d'autres groupes fonctionnels pour former des liaisons amides

ou d'autres types de liaisons chimiques.

Au cours de mes recherches doctorales, j'ai utilisé deux approches chimiques pour fixer de
maniére covalente des nanoparticules magnétiques, des oxydes de fer de type maghémite
(NPs), qui avaient été synthétisées et fonctionnalisées avec du citrate (comme expliqué au
chapitre 2), a la surface du TYMV afin de développer de nouveaux nano-biohybrides

magnétiques a base de virus et j'ai également évalué I'efficacité de ces stratégies.

La premiére méthode consiste a établir une liaison amide entre les NPs fonctionnalisées avec
des groupes carboxylates (NPs@Citrate) et la protéine de la capside (Figure 3.22, 1°©
stratégie). La seconde méthode résulte de la modification de la capside du TYMV, de maniere
a introduire des catéchols a sa surface (Figure 3.22, 2°™ stratégie) pour que les catéchols

forment une liaison de coordination avec le fer.
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Figure 3.61 : Représentation schématique des deux stratégies chimiques utilisées pour lier des nanoparticules d'oxyde de fer
(NPs) a la surface de TYVM

2.1. TYMV

2.1.1. Premiere stratégie

Dans le cadre de la premiére stratégie (Figure 3.22, 1° stratégie), les groupes amines présents
en surface permettent de réagir avec les groupes carboxylates des NPs@Citrate par le biais
d'une réaction EDC/NHS. Cela conduit a la formation de liaisons amides, ce qui permet de
fixer les NPs@Citrate a la surface du virus TYMV.

Dans un premier temps, j’ai utilisé les paramétres expérimentaux, identiques a ceux utilisés
précédemment pour les nanoparticules d'or [16]. Cela implique [l'utilisation d'une
concentration finale de 2 mM d'EDC (carbodiimide éthylenediamine) et de 5 mM de NHS (N-
hydroxysuccinimide), avec une période d'incubation de 24 heures dans un tampon MES a pH
6 et un ratio Nanoparticules/ TYMV : 100/1.

Par la suite, les nano-biohybrides résultants de ce greffage ont été séparé des autres
composants par I'électrophorése sur gel d'agarose. La migration du TYMV et du systéeme
greffé va de la cathode (-) a I'anode (+) sous l'influence du champ électrique, dans un tampon
TBE a pH 8,0. Cette migration correspond a la charge négative du virus et des nouveaux
nano-biohybrides a ce pH. Pour mettre en évidence cette migration, le gel a ensuite été coloré
avec du Bleu de Coomassie, un colorant couramment utilisé pour la détection des protéines.

Pour chaque électrophorése sur gel d'agarose, trois bandes sont apparues. La bande 1
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représente les NPs@Citrate greffés au TYMYV, la bande 2 les NPs@Citrate non greffés et la
bande 3 la capside native du TYMV coloré avec bleu de Coomassie, respectivement.

Avant purification, des mesures de diffusion de lumiere dynamique (DLS) ont egalement été
effectuées pour évaluer les modifications de la taille hydrodynamique post-greffage, incluant
les analyses de taille des nanoparticules, du virus et aprés le greffage NPs@Citrate-TYMV,
sans digestion avec agarase, afin d’évaluer le succes du greffage (Figure 3.23). L'observation
des résultats a révélé une migration plus lente de la bande 1 comparativement a la bande 2,

reflétant leurs différences de taille (Figure 3.23-a).

L'analyse par DLS (Figure 3.23 -b) a indiqué des tailles de 10 nm pour les nanoparticules
seules, de 28 nm pour le virus seul, et de 90 nm pour le systeme NP-Citrate@TYMYV post-
greffage. Ces observations, tant en électrophorése qu'en DLS, confirment le succés du
greffage des NPs@Citrate sur la capside de TYMV.

—TYMV
b 309 d(IONP@Citrate)= 10 + 6nm ——NP-Citrate 10 nm
= NPs-Citrate @TYMV

d(TYMV)=28 nm

d(NPs-Citrate@ TYMV)= 90 nm
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Figure 3.62: (a) Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm dans tampon MES de 0.5 M (pH
6) en utilisant la premiére stratégie. Bande 1 : TYMV greffé, Bande 2 : NPs@Citrate libre et Bande 3 : TYMV seul. (b) Mesure
de DLS. Distribution de la taille des particules du TYMV (rouge), Nps@citrate de 10 nm (bleu) du TYMV greffé avec des
NPs@Citrate de 10 nm (noir).

Le greffage a été effectué avec succés ; néanmoins, la recherche des conditions
expérimentales optimales se poursuit, en variant plusieurs parametres pour greffer les

NPs@Citrate de 10 nm au virus TYMV, dans I'objectif d'affiner I'efficacité du processus de
greffage.

2.1.1.1. NHS : présence ou absence a divers pH

Dans la premiére approche, j'ai greffé des NPs@Citrate sur la capside du virus en utilisant des
liaisons amides, en activant le réactif EDC, soit avec, soit sans NHS, dans un méme tampon a
différents pH. Le ratio entre les NPs@Citrate et le TYMV était de 25/1.
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La formation optimale des liaisons amides se situe entre un pH de 4,0 et 6,0 [32][33]. En se
basant sur cette information, des expériences de greffage ont été menées a des pH de 4,5, 6,0
et 10,0, en utilisant I'EDC comme unique activateur. Sur le gel d’électrophorése, 1es puits sont
définis ainsi : puits 1 dans un tampon MES 0,5 M pH 4,5, puits 2 dans un tampon MES 0,5 M
pH 6,5, et puits 3 dans un tampon MES 0,5 M pH 10. Pour améliorer le rendement de la
réaction, le NHS a été ajouté a la réaction avec I'EDC, menant aux puits 4, 5 et 6, effectués

respectivement dans les mémes solutions tampons.

Selon les resultats de I'électrophorése, aucune bande correspondant au greffage NPs@Citrate-
TYMV n'a été détectée, indiquant des mauvaises conditions de greffage. Par ailleurs, des
agrégats ont été observés dans les puits 3, 4 et 6, particulierement lors de I'utilisation de NHS
dans un tampon a pH 4 et avec ou sans NHS dans un tampon a pH 10 (Figure 3.24). Ces
résultats suggerent que le milieu acide bloque I'activation du NHS, menant a I'agrégation, et le
milieu basique favorise aussi l'agrégation des NPs@Citrate lors des réactions de greffage. Il
apparait donc que le pH du milieu réactionnel joue un rdle crucial dans la formation

d'agrégats.

Mes expériences n'ont pas conduit a des améliorations significatives du greffage. Cette
observation souléve des interrogations sur les parametres a ajuster pour un greffage efficace et
souligne la nécessité d’expérimentations supplémentaires pour optimiser les conditions de
greffage. Pour les essais suivants, le milieu sera donc modifié, choisissant un environnement a

base d'eau.
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agrégations

Figure 3.63: Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm, traité & différents pH, et coloré
avec le Bleu de Coomassie en utilisant le réactif EDC, soit avec I'ajout de NHS, soit sans celui-ci, dans un tampon MES 0,5 M.
puits 1 et4:pH4,5; puits2et5:pH6; puits 3et 6: pH 10.

2.1.1.2. De la solution tampon a 1’eau pure

L'expérience a été réalisée de nouveau avec l'eau M-Q (ou Milli-Q, une eau ultrapure,
débarrassée de la plupart de ses impuretés comme les ions, les matieres organiques et les
micro-organismes) comme solvant, tout en conservant les mémes parametres que
précédemment : concentrations finales de 2 mM pour I'EDC et 5 mM pour le NHS, un temps
d'incubation de 24h mais en augmentant le rapport NPs@Citrate/virus a 100/1.
L'électrophorese sur gel d'agarose a mis en évidence trois bandes distinctes. La bande 1, en
migrant plus lentement comparée a la bande 2, révéle une taille supérieure. La bande 3,
situant entre les deux premiéres, présente un léger décalage par rapport a la bandel (Figure
3.25-a).

L'analyse par DLS (Figure 3.25-b) a confirmé un changement de taille apres le greffage : 10
nm pour les nanoparticules seules, 28 nm pour le virus seul et 90 nm pour le systeme NP-
Citrate@TYMV, des valeurs similaires a la premiére expérience. Les résultats étant
identiques dans les milieux MES ou eau, I'eau a été retenue par commodité pour les prochains

essais.
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Figure 3.64: (a) Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm dans de I'eau M-Q. Bande 1 :
NPs@Citrate-TYMV, Bande 2 : NPs@Citrate libres, Bande 3 : TYMV seul. (b) Analyse par DLS. Distribution de la taille des
particules pour le TYMV (en rouge), les NPs@Citrate de 10 nm (en bleu) et le TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm
(en noir).

2.1.1.3. Ajustement du rapport NPs@Citrate/Virus

Pour examiner le rapport optimal entre les NP@Citrate et le TYMV, et maximiser le
rendement de la synthése de nouveaux matériaux, des expériences ont été réalisées avec un
rapport NPs@Citrate/TYMV de 50/1, tout en conservant la méme quantité de TYMV. La
Figure 3.26 -a montre un gel d'agarose indiquant trois bandes, similaires aux expériences
précédentes, avec une séparation légere entre la bande 1 et la bande 3, confirmant une
différence de taille. Aucune agrégation n'a été observée dans le puits du gel. Les mesures de
DLS ont révélé une taille hydrodynamique accrue de NPs@Citrate-TYMYV comparativement
aux nanoparticules et au virus seuls, atteignant 69 nm (Figure 3.26 -b). Bien que cette taille
soit inférieure aux 90 nm observés dans les expériences précédentes, elle indique toujours un

succes de greffage, sans infirmer la réussite des tentatives antérieures.
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Figure 3.65: (a) Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm dans de l'eau M-Q avec un
rapport NPs@Citrate/TYMV de 50 :1. Bande 1 : NPs@Citrate-TYMV, Bande 2 : NPs@Citrate libres, Bande 3 : TYMV seul. (b)
Analyse par DLS. Distribution de la taille des particules pour le TYMV (en rouge), les NPs@Citrate de 10 nm (en bleu) et le
TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm (en noir).

Cependant, il est possible de conclure que 1’augmentation de la quantité de NPs@Citrate
(rapport 100/1) entraine la formation d'agrégats de nanoparticules lors de I'étape de
concentration dans le puits du gel (Figure 3.25). Bien que ce phénoméne ne signifie pas
nécessairement un échec du greffage (car la bande 1 demeure distincte de la bande 3), il
affecte néanmoins la migration. En conséquence, la condition optimale de greffage identifiée
implique ['utilisation de l'eau M-Q comme solvant. Bien qu'il n'y ait pas de différence
significative observée sur le gel d'agarose entre les rapports NPs@Citrate/TYMV de 50/1 et
100/1 mais une différence est notée au niveau des mesures DLS. Néanmoins, les deux

rapports peuvent étre utilisés pour un greffage réussi.
2.1.1.4. Modification de la concentration d’EDC/NHS

Cette expérience, menée avec des ajustements de la concentration d'EDC et de NHS, révéle
des résultats significatifs. Choisissant une concentration finale de 1,5 mM pour I'EDC et 3,75
mM pour le NHS, une bande distincte (Bande 1) a été observée lors de I'électrophorése sur gel
d'agarose, indiquant un greffage réussi des NPs@Citrate sur la capside du TYMV. Cette
bande est nettement séparée des bandes représentant le TYMV et les NPs@Citrate seuls
(Figure 3.27 -a), une conséquence de la taille accrue des nano-objets greffés.

Les mesures DLS ont aussi montré que la taille des NPs@Citrate-TYMV a augmenté pour
atteindre 80 nm, comparée aux 28 nm pour le virus seul et 10 nm pour les NPs@Citrate

(Figure 3.27 -b). Bien que la taille hydrodynamique de ce greffage est proche de la valeur de
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I’experience de base de 90 nm, ces résultats confirment que le greffage a bien fonctionné dans

ces nouvelles conditions.
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Figure 3.66 : (a) Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm dans les conditions optimales
avec un rapport NPs@Citrate/TYMV de 50 :1. Bande 1 : NPs@Citrate-TYMV, Bande 2 : NPs@Citrate libres, Bande 3 : TYMV
seul. (b) Analyse par DLS. Distribution de la taille des particules pour le TYMV (en rouge), les NPs@Citrate de 10 nm (en bleu)
et le TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm (en noir).

Pour conclure, les conditions expérimentales retenues pour un greffage optimal incluent
l'utilisation de lI'eau M-Q comme solvant, des concentrations finales d'EDC/NHS de 1,5 et
3,75 mM, et un rapport NP@Citrate/virus maintenu a 100/1 ou 50/1.

2.1.2. Deuxiéme stratégie

Dans cette méthode, le groupe amine présent a la surface de la dopa réagit avec les groupes
carboxylates du virus, et le groupe catéchol avec les nanoparticules d'oxyde de fer, formant
une liaison Fe-O (Figure 3.22, 2°™ stratégie). Plusieurs études ont déja montré que l'ajout de
petites molécules ou méme de peptides n'a aucun effet sur la structure protéique de la capside
du virus [20][34]. Avant le greffage des NPs@Citrate, le TYMV modifié est lavé pour
éliminer l'exces de DOPA, réalisant la réaction en milieu a base d’eau en raison de la

sensibilité des NPs@Citrate au phosphate.
2.1.2.1.Modification du rapport TYMV/ DOPA

L’expérience a ét¢ menée en utilisant une concentration finale d'EDC/NHS de 2 mM et 5 mM.
Les rapports NPs@Citrate/TYMV ont été définis selon la stratégie précedente afin d'optimiser
le rendement, et ils ont été fixés a 1:50, avec un temps d'incubation de 24 h. Cependant, le

rapport virus/dopamine a été modifié, allant de 1/10 a 1/200 (Figures 3.28 -a, -b, -C).
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L'électrophorese sur gel dagarose a validé le greffage, révélant deux bandes distinctes. La
bande 1, dans les différentes expériences, représente les NPs@Citrate liés au TYMV @Dopa,

et la bande 2, correspond toujours au virus seul.

La mobilité des bandes a aussi apporté des informations importantes. Dans la Figure 3.28 -a,
la bande 1 se déplace plus lentement que la bande 2, tandis qu’elle est nettement décalée dans
la Figure 3.28 -b. Cependant, la Figure 3.28 -c démontre que les variations du rapport
virus/dopamine n'affectent pas significativement le greffage, les bandes étant presque

identiques pour les trois rapports.

Les mesures DLS révélent une augmentation de la taille des NPs@Citrate greffes aux TYMV
@Dopa comparé au virus seul, avec des tailles respectives de 75 nm et 90 nm pour les
rapports 1/10 et 1/50.

Au vu de ces résultats, considérant le décalage net des bandes et la taille hydrodynamique
observée, le rapport virus/dopamine de 1/50 est retenu pour les expériences suivantes de
greffage. Ce choix est guidé par la clarté du décalage de la bande et la taille hydrodynamique

du complexe greffé.
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Figure 3.67 : (a) Electrophoreése sur agarose du TYMV modifié avec dopamine greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm avec un
rapport TYMV/ dopamine de 1 :10. (b) avec un rapport TYMV/ / dopamine de 1 :50. Bande 1 : NPs@Citrate greffé aux TYMV
@Dopa, Bande 2 : TYMV seul. (c) avec un rapport TYMV/ dopamine de 1 :50, 1:100 et 1:200. (d) Analyse par DLS.
Distribution de la taille des particules pour le TYMV (en noir) et le TYMV modifié avec dopamine greffé avec des NPs@Citrate
de 10 nm (en noir) avec le rapport TYMV/ dopamine de 1 :10. (e) avec le rapport TYMV/ dopamine de 1 :50.

2.1.2.2. Modification la concentration de EDC/NHS

Une autre expérience a é€té réalisée en ajustant les parametres de l'expérience. Le rapport
virus/dopamine a été fixé a 1/50, tout comme le ratio virus/nanoparticule, avec une période
d’incubation de 24 h. Cette expérience a été réalisée dans un milieu réactionnel aqueux. Les
concentrations d'EDC et de NHS ont éte révisées a 1,5 mM et 3,75 mM respectivement,
remplagant les concentrations initiales de 2 mM pour I'EDC et de 5 mM pour le NHS.
L'analyse par électrophorése a montré la présence d'une bande distincte (bande 1), témoignant
du succes du greffage des NPs@Citrate sur le TYMV modifié (Figure 3.29 -a). Les mesures
de DLS ont confirmé ces observations, montrant une taille hydrodynamique d’environ 90 nm
par rapport aux échantillons de virus et de NPs@Citrate seuls (Figure 3.29 -b). Ces données
confirment la réussite du greffage sous ces nouvelles conditions, désormais établies comme

optimales pour le greffage.
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Figure 3.68: (a) Electrophoreése sur agarose du TYMV modifié avec dopamine greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm avec un

concentration finale d’EDC de 1,5 mM et de NHS de 3,75 mM. Bande 1 : TYMV@Dopa- Nps-Citrate, Bande 2 : Nps-Citrate de
10 nm non greffé, Bande 3 : TYMV@Dopa seul. (b) Distribution de la taille des particules pour le TYMV@dopa (en rouge), les
NPs@Citrate de 10 nm (en bleu) et le TYMV modlifié avec dopamine greffé avec des NPs@Citrate (en noir).

Aprés avoir déterminé les conditions expérimentales idéales pour les deux méthodes et noté
leur similarité de résultats, j'ai choisi de continuer le greffage avec la premiére stratégie. Cette
décision permet d'éviter une étape supplémentaire, superflue de modification de la surface du
virus. Pour valider ces conditions optimales, le greffage a été de nouveau réalisé avec des
NPs@Citrate de 5 nm et 15 nm (Figure 3.30 -a). L'électrophorése a révélé deux bandes
nettement distinctes comparées au virus seul. Cependant, des agrégats ont été remarqués avec
des NPs@Citrate de 15 nm en raison de leur taille plus grande. Aprés la purification des
bandes récupérées par agarase, les mesures DLS ont confirmé le succés du greffage. Elles
indiquent une taille hydrodynamique de 67 nm avec les NPs@Citrate de 5 nm et de 105 nm
pour ceux de 15 nm. Ces données sont en accord avec les résultats du greffage des
NPs@Citrate de 10 nm, montrant une valeur d’environ 80 nm (Figure 3.30 -b). Ces résultats

ont renforcé la validité des conditions expérimentales améliorées.
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Figure 3.69: (a) Electrophorése sur agarose du TYMV greffé avec des NPs@Citrate de 5 nm et 15 nm. Cercle jaune 1
représente des Nps-Citrate de 5 nm @ TYMV et Nps-Citrate de 15 nm @ TYMV. (b) Distribution de la taille des particules
NPs@Citrate de 5 nm greffé sur TYMV (en noir), NPs@Citrate de 10 nm greffé sur TYMV (en rouge) et NPs@Citrate de 15 nm
greffé sur TYMV (en vert).

2.2. RYMV

2.2.1. Conditions de greffage identiques a celles du TYMV

Pour greffer les NPs@Citrate a la surface du RYMV, j'ai choisi d'utiliser la premiére stratégie
consistant a activer les groupes carboxylates présents a la surface des nanoparticules par la
réaction d'activation EDC/NHS. Les conditions expérimentales étaient identiques a celles
employées avec le TYMV : une concentration de 2 mM pour I'EDC, 5 mM pour le NHS, un
rapport virus/NPs@Citrate de 1 :50 et un temps d'incubation de 24 heures, le tout réalisé dans
un milieu réactionnel de phosphate avec une concentration de 20 mM et un pH de 6.
Cependant, I'électrophorése (Figure 3.31 -a) a révélé l'inefficacité de ces conditions de
greffage pour le RYMV. Les NPs@Citrate se sont agrégées dans le puits du gel, et la taille
hydrodynamique mesurée était de 38 nm (Figure 3.31 -b), se rapprochant fortement de celle
du virus seul. Ces observations confirment I'échec du processus de greffage dans ces
conditions.
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Figure 3.70: (a) Electrophorése sur agarose du RYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm, avec EDC de 2 mM, NHS de 5
mM, un rapport virus/NPs@Citrate de 1 :50, et un temps d'incubation de 24 h. Bande 1 représente RYMV. (b) Distribution
de la taille des particules pour le RYMV (en rouge), les NPs@Citrate de 10 nm (en bleu), NPs@Citrate de 10 nm greffé sur
RYMV (en noir).

2.2.2. Ajustement de la durée d'incubation

Cette expérience a été conduite avec une modification de la durée d'incubation. La réaction a
été incubée pendant 48 heures au lieu de 24, tout en maintenant les mémes conditions
expérimentales, avec des concentrations finales de 1,5 mM pour I'EDC et de 3,75 mM pour le

NHS et dans milieu réactionnel de phosphate (20 mM et pH 6).

L'électrophorese a montré une bande 1 plus sombre et plus mobile par rapport a la bande 2,
correspondant au virus seul (Figure 3.32 -a). Les mesures de la taille hydrodynamique ont
également indiqué une augmentation significative, révélant une taille de 78 nm pour le
systeme NPs@Citrate greffées sur le RYMV (Figure 3.31 -b).

Suite a ces résultats, la durée d'incubation pour le RYMV a été ajustée a 48 heures, qui s'est

averée étre une condition plus favorable pour le greffage.
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Figure 3.71: (a) Electrophorése sur agarose du RYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm, avec EDC de 1.5 mM, NHS de
3.75 mM, un rapport virus/NPs@Citrate de 1 :50, et un temps d'incubation de 48 h. Bande 1 : représente NPs@Citrate-
RYMV et Bande 2 : représente RYMV native. (b) Distribution de la taille des particules pour le RYMV (en rouge), les
NPs@Citrate de 10 nm (en bleu), NPs@Citrate de 10 nm greffé sur RYMV (en noir).

2.2.3. Ajustement du ratio Virus-Nanoparticule

Dans le cadre de cette expérience, I'objectif principal était de prévenir la formation d'agrégats
en modifiant le rapport entre les virus et les nanoparticules. Trois rapports différents ont été
testés : 1:25, 1:50 et 1:100. Ces tests ont été réalisés dans des conditions expérimentales
constantes, en utilisant des concentrations de 1,5 mM pour I'EDC et de 3,75 mM pour le NHS,
et un temps d'incubation de 48 heures. La réaction a éte effectuée en milieu de phosphate (20
mM, pH 6).

Malheureusement, les résultats obtenus par électrophorése ont révélé la formation d'agrégats
dans le puits du gel pour chacun des trois rapports testés. Cette formation d'agrégats est
probablement due a la présence de sels dans le tampon utilisé, plutot qu'au rapport entre les
virus et les nanoparticules. Néanmoins, le rapport de 1:50 a démontré des résultats Iégérement
plus positifs. Une petite bande, légerement plus claire (Bande 1), a été observée,
correspondant au greffage des NPs@Citrate a la surface du RYMV (Figure 3.33).

En conséquence, le rapport 1:50 a été retenu comme étant le plus efficace pour cette
experience. La phase suivante du greffage a impliqué un changement du milieu réactionnel,

dans le but d'optimiser le greffage et d'éviter la formation d’agrégats indésirables.
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Figure 3.72: Electrophorése sur agarose du RYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm, avec EDC de 1.5 mM, NHS de 3.75
mM, un temps d'incubation de 48 h et trois rapport différents de virus/NPs@Citrate 1 :25, 1 :50 et 1:100 . Bande 1:
représente NPs@Citrate-RYMV.

2.2.4. Modification du milieu réactionnel

Afin de minimiser la formation d'agrégats dans les puits du gel, et assurer ainsi une migration
compléte, une expérience de modification du milieu réactionnel a été entreprise. Le greffage a
été tenté en utilisant deux milieux différents : de I'eau M-Q et une solution de phosphate a 20
mM (pH 6) pour évaluer et comparer leur efficacité respective.

L'électrophorese sur gel dagarose a démontré que le greffage était réussi dans les deux
milieux, mais s'est avéré plus efficace dans I'eau M-Q. Dans ce milieu, aucune agrégation n'a
été observée dans le puits, et la bande correspondant au greffage était plus nette. En
comparaison, le milieu phosphate a montré la présence d'agrégats dans le puits du gel, et une

bande de greffage moins distincte (Figure 3.34 -a).

Pour confirmer ces observations, le greffage a été répété dans I'eau M-Q, en maintenant un
rapport virus/nanoparticules de 1/50, et des concentrations de 1,5 mM pour I'EDC et de 3,75
mM pour le NHS, avec une période d'incubation de 48 heures. Les résultats ont clairement
indiqué une bande distincte (bande 1), témoignant du succés du greffage des NPs@Citrate a la
surface du RYMV, avec un décalage notable par rapport a la bande 3 (Figure 3.34 -b).

Les mesures DLS ont approuvé ce succeés, indiquant une augmentation de la taille
hydrodynamique a 64 nm (Figure 3.34 -c). Suite a cela, la bande correspondant au greffage a
été récupérée et analysée en DLS apreés digestion a l'agarase, confirmant une nouvelle fois le

succes du greffage dans I'eau M-Q, avec une taille hydrodynamique de 59 nm (Figure 3.34 -
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d). En conséquence, ces conditions expérimentales ont été adoptées comme étant optimales

pour le greffage a la surface du RYMV.
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Figure 3.73 : (a) Electrophorése sur agarose du RYMV greffé avec des NPs@Citrate de 10 nm avec une concentration finale
d'EDC de 1,5 mM, de NHS de 3,75 mM, un temps d'incubation de 48 heures, et un rapport virus/NPs@Citrate de 1:50, dans
deux milieux réactionnels différents : eau M-Q et tampon phosphate a 20 mM (pH 6). (b) dans I'eau M-Q. Bande 1 :
représente les NPs@Citrate-RYMV, Bande 2 : les NPs@Citrate non greffés, et Bande 3 : le RYMV seul. (c) Distribution de la
taille des particules pour le RYMV (en rouge), les NPs@Citrate de 10 nm (en bleu), NPs@Citrate de 10 nm greffé sur RYMV
(en noir) avant digestion et (d) aprés digestion.

Aprés avoir déterminé les parametres expérimentaux idéaux pour le greffage des
NPs@Citrate sur la capside de RYMV, D’expérimentation a ¢été poursuivie avec des
NPs@Citrate de 5 nm et 15 nm pour valider ces conditions optimales.

Les analyses électrophorétiques ont montré un léger décalage de la bande avec les
NPs@Citrate de 5 nm par rapport a celle du RYMV non modifié, avec une observation
attribuée a des agrégats formes durant la migration électrophorétique (Figure 3.35 -a). En
revanche, un greffage avec les NPs@Citrate de 15 nm a révélé une séparation nette et claire.
Dans les deux cas de greffage, I'apparition de la bande 1, visible aprés la coloration au bleu de
Coomassie, coincide avec un greffage réussi, indiquant une augmentation des dimensions des

complexes nano-bio-hybrides.

Les mesures DLS ont validé le succes du greffage, mettant en évidence une taille
hydrodynamique accrue : 70 nm pour NPs@Citrate de 5 nm-RYMV et 105 nm pour
NPs@Citrate de 15 nm-RYMV (Figure 3.35 -b) aprés la digestion avec agarase. Ces résultats
renforcent la fiabilité des conditions expérimentales choisies, établissant ainsi le protocole
comme étant optimal pour le greffage sur la surface du RYMV avec les NPs@Citrate de

différentes tailles.

139



+ Bleude - Bleude
a coomassie  coomassie b c

— D | 90 4 d(NPs@Citrate de 5§ nm-RYMV)= 70+ 10nm

Bande 1 80 4
d(NPs@Citrate de 15 nm-RYMV)= 105 10nm

d(RYMV)= 30 nm

Intensitée

Bande3 «—}— Bande 1 Bande 3 «—

Bande 2 <
Bande 2

1 10 100 1000 10000
Taille (nm)

Figure 3.74: Electrophorése sur agarose du RYMV greffé avec NPs@Citrate (a) de 5 nm et (b) de 15 nm dans les conditions
expérimentales optimales. Bande 1 : représente NPs@Citrate-RYMV, Bande 2 : NPs@Citrate non greffé et Bande 3 : RYMV
seul. (c) Distribution de la taille des particules pour le RYMV (en rouge), NPs@Citrate de 5 nm greffé sur RYMV (en noir) et
NPs@Citrate de 15 nm greffé sur RYMV (en bleu).

En utilisant les conditions optimales préalablement définies, nous avons obtenu des résultats
d'électrophorése exempts d'agrégation, permettant une séparation distincte entre les
NPs@Citrate greffées et non greffées, que ce soit pour le virus TYMV ou le virus RYMV.
Suite a cela, nous avons procédé a la purification et a la caractérisation de ces nouveaux nano-
bio-hybrides magnétiques. Leur analyse approfondie sera réalisée ultérieurement a l'aide de

techniques comme la XPS, la TEM et la photothermie.

3. Purification et caractérisation des nouveaux nano-bio-matériaux

Aprés les succes des réactions de greffage, les NPs@Citrate liées de maniére covalente aux
virus TYMV et RYMV ont été séparés grace a I'électrophorése sur gel d'agarose. Les bandes,
correspondant aux nouveaux nano-bio-hybrides magnétiques formés, ont été clairement
identifiées et digérées avec l'agarase. Aprés la phase de purification, les solutions contenant
les nouveaux nano-bio-hybrides ont été soigneusement stockées a 4°C au réfrigérateur. Ces
nano-bio-hybrides, illustrés dans les Figures 3.36 -1 (NPs@Citrate 10 nm -TYMV), -2
(NPs@Citrate 10 nm-TYMV@Dopa), -3 (NPs@Citrate 5 nm -RYMV), -4 (NPs@Citrate 10
nm -RYMV) et -5 (NPs@Citrate 15 nm -RYMV), ont été clairement identifiés.
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Figure 3.75 : Images suite a la purification sur gel : (1) et (2) représentent les NPs@Citrate de 10 nm greffées sur TYMV via
deux stratégies différentes, tandis que (3), (4) et (5) illustrent les NPs@Citrate de 5 nm, 10 nm et 15 nm, respectivement
greffées sur RYMV selon la premiére stratégie.

3.1. Analyse des diamétres hydrodynamiques des nouveaux nano-bio-hybrides

Comme mentionné précédemment, les analyses par diffusion dynamique de la lumiere (DLS)
ont non seulement révélé que les diamétres des nouveaux nano-bio-hybrides sont
sensiblement plus grands que ceux des virus TYMV, RYMV non modifiés et des
NPs@Citrate seules, mais elles ont également confirmé I'absence d'autres bandes, suggérant
gue ces nano-bio-hybrides ne présentent pas d'agrégation. Le tableau 3.3 résume les diametres
hydrodynamiques spécifiques mesurés pour les nouveaux nano-bio-hybrides NPs@Citrate-
TYMV et NPs@Citrate-RYMV, obtenus avec des NPs@Citrate de différentes tailles (5 nm,
10 nm et 15 nm), ainsi que pour les NPs@Citrate-TYMV@Dopa réalisés avec des
NPs@Citrate de 10 nm

Taille Hydrodynamique (nm)
NPs@Citrate 55 10+5 15+ 10
NPs@Citrate -TYMV 67+ 15 80 + 30 105 + 20
NPs@Citrate -RYMV 70+ 10 64 + 20 105+ 10
NPs@Citrate -TYMV@Dopa - 90 + 20 nm -

Tableau 14.3 : Diamétres hydrodynamiques mesurés des hybrides NPs@Citrate-TYMV, NPs@Citrate-RYMV et NPs@Citrate-
TYMV@Dopa avec diverses tailles de NPs@Citrate.

3.2. Analyse de la nature chimique des nouveaux nano-bio-hybrides

Aprés le greffage et la purification, nous avons analysé les nouveaux nano-bio-hybrides
magnétiques NPs@Citrate-TYMV et NPs@Citrate-TYMV@Dopa par spectroscopie de
photoélectrons X (XPS). La détection d'un pic a 710,3 eV sur les echantillons, correspondant

a Fe2p et attribue aux NPs@Citrate, confirme le succes de I'attachement sur les
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nanoparticules (Figure 3.37- a et c). Ce signal distinctif souligne une intégration réussie avec
les virus TYMV.

L'analyse des pics de fer apres le greffage pour les deux nano-bio-hybrides (Figures 3.37 —b et
d) met en évidence des valeurs constantes pour les pics Fe2pl/2 et Fe2p3/2 a 724,6 eV et
711,0 eV, respectivement. Ces résultats, ainsi que la présence de signatures satellites
inchangées, indiquent que I'état d'oxydation du fer reste stable, préservant les proprietés
originelles des particules. Cet aspect est essentiel puisqu'il garantit I'absence d'altérations

chimiques indésirables dues au processus de greffage.

La stabilité de I'environnement électronique et des états de liaison du fer, vérifiée par XPS,
atteste que le greffage n‘altere pas significativement les particules. Les résultats cohérents a
travers les différentes méthodes de synthése confirment une modification efficace et
specifique de la surface des virus TYMYV par I'ajout de nanoparticules.
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Figure 3.76: Analyse des spectres XPS des NPs@Citrate (représentés en noir) dans les deux figures. Les figures a et ¢
illustrent respectivement les NPs@Citrate-TYMV (en rouge) et les NPs@Citrate-TYMV@Dopa (également en rouge). La
figure b et la figure d comparent le spectre haute résolution de Fe2p de NPs@Citrate avant et apres le greffage dans
NPs@Citrate-TYMV et NPs@Citrate-TYMV@Dopa respectivement
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Suite a l'analyse détaillée précédemment, l'analyse XPS a été réitérée pour les nano-bio-
hybrides magnétiques NPs@Citrate 5 nm-RYMV et NPs@Citrate 10 nm-RYMV aprés
greffage et purification (Figure 3.38 —a et c). Les résultats XPS confirment le succes du
greffage, illustré par une réaction effective des nanoparticules avec les virus RYMV, et
manifesté par I'apparition des pics de fer a 710,3 eV sur la surface des nanobiohybrides
(Figure 3.38 a et ¢). Par ailleurs, les valeurs constantes pour les pics du spectre Fe2p, a savoir
Fe2pl/2 a 724,6 eV et Fe2p3/2 a 711,0 eV, ainsi que la présence d'un pic satellite & 718,8 eV
(Figures 3.38 —b et d), met en évidence une constance remarquable de I'état d'oxydation du fer
ainsi que de I'environnement chimique des particules aprés le greffage. Ces observations

assurent le maintien des propriétés et performances originales des nanoparticules de fer.
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Figure 3.77: L’analyse des spectres XPS des NPs@Citrate, illustrés en noir sur l'ensemble des figures. Les figures a et ¢
révélent respectivement les spectres XPS des NPs@Citrate 5 nm-RYMV et NPs@Citrate 10 nm-RYMV, chacun étant
distinctement marqué en rouge. Une comparaison détaillée des spectres haute résolution Fe2p des NPs@Citrate, avant et
apres le greffage, est présentée dans les figures b et d pour les NPs@Citrate 5 nm-RYMV et les NPs@Citrate 10 nm-RYMV
respectivement.

Le processus de greffage s'avere efficace pour modifier la surface des virus RYMV, avec une

fixation réussie des NPs@Citrate de différentes tailles. L'environnement électronique et les
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états de liaison des atomes de fer dans les particules restent inaltérés, démontrant ainsi la

fiabilité et I'efficacité du processus de greffage employé.

3.3. Structure et stabilité des nouveaux nano-bio-hybrides apres greffage

Les micrographies obtenues par microscopie électronique a transmission (TEM) mettent en
évidence une répartition homogéne des NPs@Citrate autour des capsides virales, tant pour le
TYMV que le RYMV (Figure 3.39 -a, b, c, d et e) sans présence de nanoparticules isolées ni
d'agrégats, ce qui souligne la spécificité du greffage. Cette observation suggére une
association de 5 a 8 nanoparticules par virus, en accord avec les données de recherches
antérieures [28]. Par ailleurs, la distance entre les nanoparticules greffées sur les capsides
virales est constante, sans variations notables, confirmant également une organisation orientée
selon une symétrie a 5 axes, cohérente avec la symétrie icosaédrique naturelle des capsides
virales (Figure 3.39 -f).

La comparaison directe des nano-bio-hybrides avec les NPs@Citrate avant greffage ne révéle
aucune formation d'agrégats chez les premiers, a l'opposé des seconds, témoignant de
I'efficacité du greffage (Figure 3.39- g). De plus, la sonication n'affecte pas l'intégrité des

nano-bio-hybrides, prouvant de leur robustesse dans différentes conditions de manipulation.

NPs@Citrate-TYMV

NPs@Citrate-TYMV @Dopa
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NPs@Citrate 5 nm-RYMV Apres sonication

NPs@Citrate 10 nm-RYMV l Apres sonlcatlon

NPs@Citrate 15 nm-RYMV Apreés sonication

Figure 3.78: Micrographies TEM suite a la purification de nano-bio-hybrides associés a divers virus, TYMV et RYMV : (a)
NPs@Citrate de 10 nm greffées a TYMV, (b) NPs@Citrate de 10 nm greffées a TYMVmodifié par Dopa, (c) NPs@Citrate de 5
nm greffées a RYMV avant et aprés sonication, (d) NPs@Citrate de 10 nm greffées a RYMV avant et aprés sonication, (e)
NPs@Citrate de 15 nm greffées a RYMV avant et apres sonication, (f) Modele de greffage de NPs@Citrate sur un virus
icosaédrique et (g) image TEM des NPs@Citrate avant le greffage.

Ces informations suggerent que notre méthode de modification de surface est une stratégie
efficace pour I'assemblage tridimensionnel contrélé de nanoparticules sur des capsides virales,

tout en garantissant une haute solubilité et une stabilité dans des conditions aqueuses.

3.4. Photothermie
3.4.1. NPs@Citrate-TYMV

Pour débuter notre étude, nous avons testé nos nano-bio-hybrides en photothermie afin de
vérifier que les propriétés des assemblages surpassent celles des NPs@Citrate seules. Pour ce
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faire, nous avons assuré que nos nano-bio-hybrides absorbent efficacement a la longueur
d'onde d'excitation du laser de notre dispositif. Cette étape est fondamentale car la lumiére
absorbée se transforme en chaleur dissipée. Nous avons enregistré les spectres d'absorption
des colloides aqueux NPs@Citrate-TYMV ainsi que ceux des NPs@Citrate (Figure 3.40). Les
résultats révelent qu'une augmentation de l'absorption se produit lors de l'assemblage des
particules, ce qui suggeére un effet photothermique amplifié chez les particules agglomérées,

en accord avec les observations rapportées dans la littérature [35].
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Figure 3.79 : Spectres d'absorption UV-Visible de NPs@Citrate (noir) et NP@Citrate-TYMV (cyan foncé).

Dans I'expérience impliquant des NPs@Citrate de 10 nm greffées sur le virus TYMV, une
irradiation laser a 808 nm et & une densité de puissance de 0,41 W/cm? a été appliquée. Aprés
cing minutes d'irradiation, la température de la solution contenant des NPs@Citrate non liées
(a une concentration de 0,125 mg/mL de fer) a connu une hausse de 3°C. Elle a atteint un état
d'équilibre thermique a 3,5°C au bout de 10 minutes d'exposition au laser (Figure 3.41 -a).
Cette augmentation de la température est proportionnelle a la concentration en fer [36],
atteignant méme plus de 15°C lorsque la concentration en fer était de 1 mg/mL (Figure 3.41-
b). Quand ces NPs@Citrate étaient associées a la capside du virus TYMV, la température est
montée a 5,6°C pour une concentration en fer de 0,125 mg/mL. Un équilibre thermique a été
atteint a 6,9°C apres les mémes 10 minutes d'irradiation (Figure 3.41 -a). Lorsque le laser est
éteint, la température retombe & sa valeur initiale. De la méme maniére que pour les
NPs@Citrate libres, une augmentation de la concentration en fer de 0,125 mg/mL a 1,00
mg/mL entrainait une élévation plus importante de la température, allant de 5,6°C a 13,8°C

apres 5 minutes, et atteignant un état d'équilibre a une valeur Iégerement supérieure apres plus
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de 10 minutes (Figure 3.41 -b). Par ailleurs, des variations de la température ont été observées
en fonction de la densité de puissance du laser (Figure 3.41 -c). Etant donné la capacité des
cellules vivantes a réparer les dommages thermiques, le processus d'irradiation a été répété en
plusieurs cycles "on-off". Chaque cycle consistait en une irradiation de 5 minutes suivie d'une
période ou le laser était éteint et la température revenait a la température initiale. Ce processus
a été réitéré pour deux cycles, avec une mesure des propriétés photothermiques a chaque étape
(Figure 3.41 -d). Les résultats ont confirmé que la capside du TYMYV pouvait résister a une

augmentation de température allant jusqu'a 16,9°C.

P = NPs@Citrate-TYMV ——0,5mgfmL
a _ 9
o7 (a) 18 (b) —— 025 mgimL
13
> <15 =—0,125 mg/mL|
15 6 E — 1 mg/mL
= 3 14
£ 5 s
12
g g
5 4 E 10
2
3 5] g °
: Ts
= -
o 2 5
g £
o 1 o 2
g 2
o
£ o g 0
] £
T T T 1 © .2 T T T T T T T T
0 500 1000 1500 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Temps (s) Temps (s)
_ (c) —02 Wiom* 484 (d)
O 204 —0,6 Wiem’
< —04 Wiem®
g 16 “
E 1 o
& = 4
2 12 e
H 2
s E
2 s ‘g 36
£ 5
g 4 Ll
)
i
] 0
5 28
T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Temps (s) Temps (s)

Figure 3.80: Expériences photothermiques des NPs@Citrate de 10 nm libres et assemblés sur TYMV. (a) Courbe de
changement de température des NPs@Citrate libres et assemblés sur TYMV (0,125 mgFe/mL) sous l'excitation de 808 nm
avec le laser allumé - éteint (0,41 W/cm?). (b) Courbe de température des NPs@Citrate-TYMV & différentes concentrations
en fer. (c) Courbe de changement de température des NPs@Citrate-TYMV (1 mgFe/ml) sous différentes densités de
puissance laser a 808 nm. (d) Cycles de laser "on-off" & 808 nm (0,41 W/cm?) pour les hybrides NPs@Citrate-TYMV (1
mgFe/mL).

Pour les NPs@Citrate libres, les augmentations de température observées se trouvent en
accord avec les données antérieures de la littérature. Ces données concernent des
nanoparticules de maghémite enrobées de citrate de dimensions similaires [36][38][39]. En
revanche, nos nano bio-hybrides basés sur le TYMV montrent des augmentations de
température encore plus considérables que celles documentées pour des nanofleurs d'oxyde de

fer de 25 nm a des concentrations en fer equivalentes [38]. Cependant, il est a noter que la
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concentration en fer nécessaire pour notre systeme est 10 fois moindre. Ce comportement est
¢galement similaire a celui des nanoparticules d’oxyde de fer associées a I'albumine sérique
humaine (HSA), mais & une densité de puissance laser nettement plus faible. Ces observations
suggerent que nos hybrides, congus par ingénierie, peuvent servir comme agents thermiques
efficaces méme a des concentrations en fer réduites. Cela pourrait minimiser les fluctuations
transitoires du métabolisme du fer [40]. De plus, leur efficacité a faible densité de puissance

laser élimine le risque d'effets secondaires liés a une surexposition laser sur les tissus sains.

En photothermie, le paramétre clé est le taux d'absorption spécifique (SAR), qui quantifie la
puissance dissipée par unité de masse d'un élément métallique. Exprimé en watts par gramme
(W/g). Le SAR est influencé par plusieurs facteurs, dont la fréquence et l'intensité de
I'irradiation lumineuse, la concentration et la distribution des nanoparticules, ainsi que les

propriétés optiques, magnétiques et thermiques des nanoparticules et du milieu.

Pour évaluer les capacités photothermiques de nos nano-bio-hybrides, nous avons mené des
expériences en utilisant deux dispositifs distincts, en collaboration avec différentes

institutions.

La premiere série d'expériences a été réalisée en partenariat avec la Vietham Academy of
Science and Technology (VAST) pour les échantillons NPs@Citrate-TYMYV. Les essais
photothermiques se sont servis d'une irradiation laser (LD80B8E3WG13, groupe Lasermate,
Inc., Walnut, CA, Etats-Unis) a une longueur d'onde de 808 nm. La densité de puissance du
laser pouvait étre ajustée de 0,165 a 1,5 W/cmz2. Dans ce contexte, nous avons préparé des
colloides aqueux de NPs@Citrate seuls ainsi que leurs hybrides basés sur le TYMV. Pour
chaque expérience, 200 pL de ces colloides, a une concentration en fer spécifiée, ont été

soumis a l'irradiation.

En paralléle, la deuxiéme série d'expériences a été conduite en collaboration avec le
Laboratoire de Chimie des Polyméres Organiques (LCPO), cette fois pour les échantillons
NPs@Citrate-RYMV. Pour ces tests, nous avons utilisé une diode laser de 808 nm liée a une
fibre optique (Systéeme de Pilotage de Laser Diode, BWT Beijing Ltd.; Modéle DS3-11312-
110-K808F15FA-6.000; AC 230 V 50 Hz), capable de fournir une puissance modulable
jusqu'a 5 W. Pour chaque expérience, 150 pL d'une dispersion de NPs@Citrate-RYMV, ont
été exposée a un laser-NIR de 808 nm pendant 5 minutes & une puissance de 0,41 W/cm?,

Les valeurs de SAR ont été déterminées expérimentalement en utilisant I'équation (1) [37] :
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C><mS

SAR =

x—(eq 1)

Ou C est la capacité thermique spécifique des échantillons étudiés, a savoir les colloides
aqueux NPs@Citrate- TYMV, et est supposée étre égale a celle de I'eau (C = 4.185 J-g 1-K™Y),
mme est la masse totale de fer dans I'échantillon, ms est la masse totale de I'échantillon, et
dT/dt ont été déduites en analysant la pente initiale de la courbe de la température T en
fonction du temps t pendant les 30 premieres secondes de I'expérience, ce qui correspond a la

phase initiale de la montée en température, comme illustré dans I'encart de la figure 3.42.
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Figure 3.81: lllustration schématique du processus d'estimation des valeurs de SAR a partir de la pente initiale des courbes
de chauffage de T en fonction du temps. Encart : le critére du SAR maximal est basé sur le pic de la courbe dérivée dT/dt.

Les taux d'absorption spécifique (SAR) pour les nanoparticules d'oxyde de fer de 10 nm, que
ce soit en état libre ou assemblées avec TYMV, ont été mesures en fonction de différentes
concentrations de fer (Figure 3.43). Pour les concentrations de 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL et 1
mg/mL, le SAR des échantillons NPs@Citrate-TYMYV reste stable et relativement similaire,
indiquant une capacité uniforme de ces nanoparticules a convertir I'énergie lumineuse en
chaleur dans cette plage de concentrations. Toutefois, a 0.125 mg/mL, le SAR a augmenté de
maniere significative, suggérant une interaction optimisée des nanoparticules avec la lumiere

ou une distribution différente a cette concentration spécifique.

La concentration de fer dans les nanoparticules joue un réle important en influencant leurs
propriétés optiques et magnétiques. A des concentrations élevées, la densité accrue des
centres actifs favorise une meilleure absorption de I'énergie lumineuse. Cependant, I'efficacité
photothermique peut atteindre un seuil ou diminuer a ces concentrations en raison d'une
possible saturation. Cette observation pourrait étre liée a la restriction de la pénétration du
laser, ou la lumiére est absorbée par la suspension colloidale, provoquant une distribution

inégale de I'énergie lumineuse a travers I'échantillon [37].
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Comparativement aux résultats d'autres études (Tableau 3.4), il est surprenant de constater
que, bien qu'il y ait eu une augmentation notable de la température, les SAR observés pour les
NPs@Citrate non liées étaient inférieurs a ceux rapportés dans certaines recherches [36]
méme avec des densités de puissance laser élevées. Cependant, ils sont conformes a d'autres
recherches [38][41].

En revanche, le SAR des nanoparticules assemblées avec TYMYV étaient plus élevés que ceux
des nanoparticules libres, corroborant les conclusions de Chen et al. sur I'impact positif du

groupement des particules [42].
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Figure 3.82: évaluation du taux d'absorption spécifique (SAR) (W/gFe) pour des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe,03) de
taille 10 nm isolées ou greffées sur le virus TYMV, a diverses concentrations et sous irradiation laser de 808 nm a une densité
de puissance de 0,41 W/cm?.

Les écarts entre nos résultats SAR et ceux d'autres études pourraient aussi étre attribués aux
différentes phases des particules utilisées dans les divers travaux. Certains chercheurs utilisent
le terme "oxyde de fer" sans spécifier s'il s'agit de maghémite ou de magnétite. D'autres
s'attardent sur les particules de maghémite, tandis que certains se focalisent sur les particules
de magnétite. Ces distinctions ne sont pas anodines. En effet, malgré leur similitude
structurelle et chimique, la maghémite et la magnétite différent en taille de maille cristalline
(8,36 A pour la maghémite contre 8,40 A pour la magnétite), en distances fer-cation - anion
oxygene et en fréquences de vibration du réseau cristallin. De plus, contrairement a la
magnétite qui contient des cations ferreux et ferriques, la maghémite ne contient que des
cations ferriques. Cela a pour effet de rendre la magnétite plus foncée (noire plutdt que brun-
rouge) et plus apte a absorber la lumiere visible, ce qui renforce ses propriétés
photothermiques [37].
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Nanoparticules [Fe] Densité de AT (°C) sur 10 SAR (W/gre)

(mg/mL) | puissance laser minutes
(W/cm?) d'exposition
Selon notre étude
Nanoparticules de maghémite 0.125 0.41 3.5 568
libres et sphériques de taille 10 nm 1.00 0.41 15 293
Nanoparticules de maghémite de 0.125 0.41 6.7 742
10 nm assemblées sur TYMV 1.00 0.2 7.4 184
1.00 0.41 16.2 585
1.00 0.6 18.9 523

Selon la littérature

Particules de maghémite de 10 nm 0.14 1.0 9.2 1870
greffées sur I'albumine sérique
humaine (HSA)

Nanofleurs d'oxyde de fer de taille 1.4 0.3 2.5 ~ 180
25nm 1.4 1.0 8 ~ 550

Tableau 3.15 : Comparaison des propriétés photothermiques de notre étude, de nanoparticules d'oxyde de fer, libres ou
assemblées sur TYMV, dans I'eau avec celles rapportées dans la littérature [38][43].

3.4.2. NPs@Citrate- RYMV

Dans une étude portant sur des NPs@Citrate de 10 nm et 15 nm attachées a la surface RYMV,
un laser de 808 nm et 0.8 W/cm2 a éte utilisé. Apres le greffage, les NPs@Citrate de 10 nm
associées & RYMV a 0,4 mg/ml de fer ont affiché un SAR de 904 w/g (Figure 3.44),
témoignant d'une conversion efficace de I'énergie lumineuse en chaleur. En revanche, celles
de 15 nm, a 0,7 mg/ml de fer, ont dévoilé un SAR de 176 w/g (Figure 3.44) indiquant une
interaction moindre ou une distribution de chaleur moins efficace en raison de leur taille plus

grande.

L'analyse photothermique montre que le SAR des NPs@Citrate de 10 nm a RYMV est plus
performant a faible concentration, alors que les NPs@Citrate de 15 nm a RYMYV sont moins a
concentration plus élevée. Il semble que la concentration influence notablement la diffusion
du laser dans la suspension des nanoparticules, avec une possible explication liée a la
limitation de la profondeur de pénétration du laser a des concentrations élevées a cause de
I'absorption lumineuse par la suspension colloidale [37][44]. Cette derniére conduit a une
répartition inégale de la lumiére incidente a travers I'échantillon, d'ou une absorption réduite
par les nanoparticules [36][37][44].
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Figure 3.83 : évaluation du taux d'absorption spécifique (SAR) (W/gre) pour NPs@Citrate de 10 nm et 15 nm greffés sur
RYMV.

Ces données suggerent également une corrélation entre la concentration des NPs@Citrate,
leur taille, et I'efficacité photothermique. A titre illustratif, le nano-bio hybride NPs@Citrate
10 nm —RYMV, qui a la plus petite taille hydrodynamique moyenne de 64 nm, montre une
efficacité remarquable en présentant la valeur de SAR la plus éleveée, atteignant 904 W/gre a
une concentration de fer de 0,4 mgre/mL. Cette performance diminue avec NPs@Citrate 10
nm -TYMV, qui, avec une taille hydrodynamique moyenne plus grand d'environ 80 nm,
affichant une valeur de SAR de 526 W/gre a une concentration de fer Iégerement supérieure,
0,5 mgre/mL. Finalement, le NPs@Citrate 15 nm -RYMV, possédant la taille
hydrodynamique la plus grande, 105 nm, démontre la valeur de SAR la plus basse a 176

W/gee, malgré une concentration de fer encore plus élevée a 0,7 mgre/mL (Tableau 3.5).

Nanoparticules Taille [Fe] Densité de SAR (W/gre)
hydrodynamique | (mg/mL) puissance
moyenne (nm) laser (W/cm?)
Nanoparticules de maghémite 64 0.4 0.8 904
de 10 nm assemblées sur
RYMV
Nanoparticules de maghémite 80 0.5 0.4 526
de 10 nm assemblées sur
TYMV
Nanoparticules de maghémite 105 0.7 0.8 176
de 15 nm assemblées sur
RYMV

Tableau 3. 16: Caractéristiques et performances photothermiques des nanoparticules de maghémite assemblées sur RYMV
et TYMV.
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En somme, la taille et la concentration des nanoparticules jouent un role important dans
I'absorption de I'énergie laser et sa transformation en chaleur, aspects fondamentaux pour les
applications photothermiques. L'étude révele aussi un taux d'absorption plus élevé pour les
particules assemblées, mettant en lumiere les bénéfices de l'agrégation pour I’efficacité
photothermique et I'importance d'une sélection adéquate de la taille des nanoparticules et de la

concentration de fer pour améliorer les performances des nano-bio-hybrides.
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4. Conclusion

Dans ce chapitre, I'exploration de la conception et la caractérisation de matériaux nano-
biohybrides magnétiques a été menée, en prenant le virus végétal Turnip Yellow Mosaic
Virus (TYMV) comme plateforme. Le greffage de nanoparticules magnétiques de tailles
variées (5 nm, 10 nm et 15 nm) de type magheémite sur la capside virale du TYMV a été
réalisé. Cette réaction s'est effectué en utilisant des liaisons amides, tout en maintenant

I'intégrité de la capside intacte.

Des nanoparticules d'oxyde de fer fonctionnalisées avec du citrate (NPs@Citrate) ont été
utilisées, formant ainsi des matériaux nano-biohybrides magnétiques qui conservent la
symétrie a 5 axes de la capside icosaédrique du TYMV. Par ailleurs, le Rice Yellow Mottle
Virus (RYMV) a été exploré comme alternative au TYMYV pour le greffage de NPs@Citrate,

avec des nanoparticules de dimensions variées.

Des méthodes diverses de caractérisation ont validé le succés du greffage, incluant la
modification de la surface virale, mise en évidence par I’apparition du pic de fer sur la surface
des nanobiohybrides par XPS, et I’augmentation de la taille hydrodynamique par DLS.
L’organisation ordonnée des nanoparticules, cohérente avec la symétrie icosaédrique des

capsides virales, a été confirmée par MET.

Bien que le greffage ait réussi avec les deux virus, le TYMV s’est révélé plus stable, tandis
que des problemes de stabilité ont été rencontrés avec le RYMV. Par ailleurs, les nouveaux
matériaux nano-biohybrides NPs@Citrate-TYMV et NPs@Citrate-RYMV ont montré des
propriétés photothermiques améliorées par rapport aux NPs@Citrate non liées. Une
comparaison a révélé que le nanobiohybride avec RYMV se comporte mieux qu'avec TYMV,
indiquant un SAR plus élevé en photothermie, ce qui confirme de multiples avantages,
notamment en termes de conversion efficace de I'énergie lumineuse en chaleur et d’une

meilleure maitrise de la chaleur délivrée.

Ces investigations initiales jettent les bases pour une exploration future. Aprés toutes ces
caractérisations, une étude plus approfondie concernant la caractérisation magnétique de ces

nano-bio-hybrides sera élaborée dans le chapitre suivant.
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Chapitre IV

Effet de ’assemblage des nanoparticules d’oxyde de

fer sur les propriétés magneto-calorimetrigues.

L'hyperthermie magnétique, également connue sous le nom d'hyperthermie magnéto-induite,
désigne la conversion de I'énergie électromagnétique en chaleur. Ce processus s'effectue
quand des particules magnétiques sont exposées a un champ électromagnétique oscillant a
haute fréquence, typiquement dans la gamme des radiofréquences. Le terme "hyperthermie™
peut préter & confusion car il fait référence a un exces de chauffage; mais il est largement

utilisé pour des applications médicales en raison de l'intérét thérapeutique local qu'il suscite.

Pour que leur utilisation en hyperthermie thérapeutique soit efficace, les particules
magnétiques doivent non seulement étre biocompatibles, non-toxiques et injectables, mais
elles doivent également s'accumuler efficacement dans le tissu biologique cible et présenter
un taux d'absorption spécifique (SAR) élevé. Le SAR mesure la quantité d'énergie
radiofréquence absorbée par les particules magnétiques par unité de masse. Typiquement des
particules magnétiques de moins de 50 nm de diamétre, judicieusement fonctionnalisées, sont
privilégiées [1][2]. L état de surface et la taille des particules ne sont pas les seuls critéres, la
distribution en taille et les propriétés magnétiques intrinseques (aimantation, anisotropie
magnétique, température de Curie, ...) des particules doivent étre aussi soigneusement
considérées [3]. La principale difficulté réside dans la nécessité d'équilibrer la taille des
particules avec leur stabilité colloidale et le SAR, compte tenu du champ magnétique

appliqué.
Dans ce chapitre, nous nous pencherons spécifiquement sur les facteurs influengant I'efficacité
de I'hyperthermie. Nous examinerons l'influence de la taille des nanoparticules, leur forme, la

nature chimique donc les propriétés magnétiques intrinséques de celles-ci, ainsi que I'effet de

I'assemblage en agrégats. Nous approfondirons également les processus de relaxation de Néel

160



et de Brown, qui sont les deux mécanismes fondamentaux a I’origine de la génération de

chaleur a I'échelle nanométrique.

De plus, ce chapitre introduira deux techniques distinctes de mesure du SAR. Ces méthodes
nous aideront a recueillir des données critiques pour I'amélioration des traitements

thérapeutiques.

Enfin, une partie significative de ce chapitre sera consacrée a 1’étude des propriétés magnéto-
calorimétriques des nanoparticules de maghémite de différents diamétres et de leur
assemblage sur des virus de plantes élaborés pendant cette thése. Cette approche nous
permettra d'évaluer comment les agrégats structurés influencent les propriétés thermiques et

magnétiques, un phénomeéne fréquemment souligné dans la littérature concernée.

1. L’hyperthermie : Principes

L'hyperthermie magnétique fut introduite il y a cinquante ans par Gilchrist et col. en utilisant
des nanoparticules magnétiques pour cibler précisément les tissus cancéreux [4]. Elle repose

sur la capacité de ces nanoparticules a réagir a un champ magnétique radiofréquence externe.

Ces particules génerent de la chaleur en raison de leurs propriétés magnétiques uniques, un
processus que l'on peut contrdler avec précision pour induire une élévation ciblée et
reproductible de la température dans les tissus tumoraux. L'hyperthermie magnétique est
particulierement précieuse pour sa capacité a focaliser I'effet thermique sur les cellules
cancéreuses, tout en réduisant les dommages aux tissus sains environnants, un défi majeur des
thérapies anticancéreuses traditionnelles. L'hyperthermie magnétique ne se limite pas a la
destruction directe des tumeurs par la chaleur, elle a aussi le potentiel de compléter d'autres
formes de thérapie anticancéreuse. L'élévation de la température perturbe les fonctions
métaboliques et structurelles des cellules cancéreuses, conduisant a I'apoptose, la mort
cellulaire programmée [5].

Les nanoparticules choisies pour ce traitement, sont souvent composées d'oxyde de fer,
hautement biocompatibles et faiblement toxiques pour le corps humain, dispersées sous forme
colloidale [6][7][8].
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1.1.  Apoptose, thermoablation et autres effets

L'utilisation initiale des nanoparticules magnétiques dans les traitements anticancéreux s'est
concentrée sur l'éradication des tumeurs par hyperthermie grace a I’élévation de température
au-dela des seuils physiologiques normaux, provoquant I'apoptose ou la nécrose des cellules
tumorales. La température exacte nécessaire varie en fonction de plusieurs parametres, tels
que l'environnement cellulaire et la durée d'exposition. Toutefois, il est généralement admis
qu'une fourchette de 41 a 43°C est suffisante pour induire 1’apoptose [9], des températures
supérieures pouvant conduire a la thermoablation de celles-ci, avec un point critique identifié
autour de 46°C [10]. La "dose thermique", concept qui prend en compte a la fois la
température atteinte et la durée de son application apparait alors comme importante
[10][11][12][13]. Une corrélation exponentielle entre la température et la durée du traitement
a d’ailleurs pu étre formulée (Figure 4.1) [12][13] :

10 000 +
1000
100 +

10 +

_| hyperthermie thermoablation

durée de traitement (min)

0 42 44 46 48
température (°C)

Figure 4.84: Corrélation exponentielle entre la durée du traitement et la température requise pour induire la mort cellulaire,
via hyperthermie ou thermoablation.

Il convient également de noter que la stratégie d'augmentation de la température peut étre
synergétiqguement couplée a d'autres méthodes, telles que la radiothérapie ou la
chimiothérapie, pour une élimination plus efficace des cellules cancéreuses [14][15]. Dans ce
contexte, une étude a employé des particules millimétriqgues de samarium-cobalt SmCos,
activées magnétiqguement pour controler la libération d'insuline [16]. Un autre cas est celui du
travail de nanoparticules de cobalt enrobées d'or, d'un diametre de 3 nm, permettant d’ajuster

la perméabilité de membranes biomimétiques a base de polyélectrolytes [17].

1.2. Mécanismes a I’origine de la dissipation de chaleur

La capacité¢ des nanoparticules magnétiques a dissiper de la chaleur sous I’influence d’un

champ magnétique radiofréquence extérieur dépend principalement de deux mécanismes de
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relaxation magnétiques, a savoir la relaxation de Néel et de Brown. La chaleur dissipée est
justement le résultat des pertes d'énergie lors de la réorientation du moment magnétique
(relaxation de Néel) ou de la rotation de la nanoparticule (relaxation de Brown) sous

I'influence d'un champ magnétique externe alternatif (Figure 4.2).

Axe de
facile
5 aimantation ~

A

N
. , 1 .
relaxation de Néel 1 relaxation de Brown
7
»

Ty =Toexp (E, / kgT) Tg=3nNVy,/ keT

Figure 4.85: La rotation du moment magnétique dans les nanoparticules. La relaxation du moment magnétique est réalisée
soit par les relaxations de Néel soit de Brown.

La relaxation de Néel implique un changement dans l'orientation du moment magnétique
d'une nanoparticule, indépendamment de sa rotation physique, un phénomene dicté par
I'équilibre entre I'anisotropie magnétique et I'énergie thermique [18]. La vitesse de la
relaxation de Néel est un paramétre important dans le phénomene d’hyperthermie dans son
ensemble. Plus cette vitesse est grande plus ce mécanisme prédomine. Elle est influencée par
plusieurs facteurs, notamment la barriére énergétique nécessaire a la réorientation du moment

magnétique, la température, et les propriétés spécifiques de la nanoparticule [19].

La relaxation de Brown, en revanche, implique la rotation mécanique de la nanoparticule elle-
méme sous l'effet d'un champ magnétique externe [20]. Ce type de relaxation est typique pour
les particules plus grandes ou la rotation de la particule entiere est plus favorable sur le plan
énergétique que la réorientation du seul moment magnétique interne [20] et est fortement
influencé par la viscosité du milieu environnant car une viscosité élevée entrave la liberté de

rotation de la nanoparticule, ralentissant ainsi le processus.

En manipulant des variables telles que la nature chimique des nanoparticules, leur taille, leur
forme, leur état d’agrégation, la fréquence du champ magnétique, son amplitude, la viscosité

de I'environnement biologique, il est possible de réguler le mécanisme de relaxation
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dominant, permettant ainsi d'optimiser la production de chaleur et d'assurer une thérapie

efficace.

Ces variables agissent directement sur la vitesse dite de relaxation, et donc sur le temps de
relaxation t, de I’aimantation des nanoparticules par 1’'un ou 1’autre des deux mécanismes.
Quand le champ est appliqué pendant une période d'excitation bien plus longue que le temps
nécessaire pour que les nanoparticules réorientent leur moment magnétique, I'aimantation suit
une courbe réversible, sans production de chaleur. Par contre, si le temps d'application du
champ est proche du temps d'ajustement des nanoparticules, elles ne peuvent pas s'adapter
assez vite. Cela crée une sorte de "retard" appelé hystérésis, et I'énergie perdue dans ce
processus se convertit en chaleur. Ces concepts ont été introduits par Hergt et ses collégues
[1], et plus tard, Rosensweig a créé un modele pour estimer ce temps pour chaque mécanisme.
Le modele de Rosensweig [21] [22], basé sur les travaux de Shliomis [23], est fondamental.
Ainsi, il définit le temps caractéristique tn du mouvement rotationnel interne du moment

magnétique de la particule, connu sous le nom de relaxation de Néel, par I’équation (Eq 1) :
W= exp (210 (Eq 1)

Ou Ky est I’anisotropie magnétique volumique du matériau, Vnp le volume magnétique de la
nanoparticule (souvent confondu avec le volume de la nanoparticule), kg la constante de

Boltzmann et 1o une constante de temps qui sera prise égale a 1 ns,
Il définit s le temps caractéristique du mouvement rotationnel de la particule elle-méme,
nommeé relaxation de Brown, par I’équation (Eq 2) :

w= (o) (Eq2)

Ou n est la viscosité du milieu dispersant et Vi le volume hydrodynamique des nanoparticules

dans un environnement fluide.
Le temps caractéristique global 1, représentant ces processus simultanés, est la moyenne
harmonique de t~ et w8 (EQ 3) :

1

T

=—+— (Eq3)
N B

Le temps le plus court, régissant finalement a lui seul ’essentiel de la dissipation de chaleur

induite.
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Ces équations soulignent, comme dit precédemment, I'importance de I'anisotropie magnétique
et la taille des nanoparticules, ainsi que la viscosité du milieu dans lequel les nanoparticules
sont dispersees. Les travaux de Fortin et col. [24] comparant les temps de relaxation de Néel
et de Brown de dispersion de nanoparticules de maghémite de faible densité d’anisotropie
magnétocristalline (K1 ~ 10 kJ m3), dans de I’eau (N = 8.9x107* Pa-s) ou de la glycérine (1 =
1.412 Pa-s), a ceux de nanoparticules de ferrite de cobalt de méme taille mais de plus forte
densité d’anisotropie magnétocristalline (K1 ~100 kJ m™3), dans les mémes milieux, en sont

une parfaite illustration (Figure 4.3).
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Figure 4.86: Temps de relaxation selon les mécanismes de Neél et Brown, (ty et ts, respectivement), en fonction du diametre
des particules pour différentes combinaisons de types de particules magnétiques et de milieux de suspension.

Clairement, dans un milieu visqueux, qui entravera la rotation physique des particules, le
mécanisme de Brown prédominera a partir des tailles de particules de maghémite supérieures
a 20 nm alors qu’il prédominera pour une taille de particules deux fois plus petite pour les
particules de ferrite de cobalt. Dans 1’eau, milieu moins visqueux, ces tailles critiques sont
significativement réduites. Elles sont de I’ordre de 15 nm pour les particules de maghémite et
de 7 nm pour les particules de ferrite de cobalt. Aussi, quel que soit la viscosité du milieu, les
plus petites nanoparticules ont tendance a suivre la relaxation de Neel, tandis que les plus

grandes sont sujettes a la relaxation brownienne.
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Il est a noter qu’au-dela des mécanismes de relaxation eux-mémes, la viscosité a également un
role dans la diffusion et la convection de la chaleur dissipée par les nanoparticules [25]. En
effet, la viscosité influence la stabilité des suspensions de nanoparticules magnétiques. Les
milieux tres visqueux préviennent I'agglomération des nanoparticules grace a la résistance
élevée a leur mouvement, favorisant ainsi la dispersion et empéchant la degradation des
performances, comme le montre I'étude de Lartigue et al. [26]. Cette propriété ne transparait
pas dans les équations de Rosensweig mais ne peut étre négligée vis-a-vis des aspects
pratiques de la thérapie par hyperthermie magnétique. Les nanoparticules doivent pouvoir étre
injectées dans le corps humain sans floculer et la préparation de dispersions colloidales stables

reste un pré-requis.

1.3.  Paramétres qui influencent I’hyperthermie magnétique

La mise en ceuvre efficace de I’hyperthermie magnétique nécessite une compréhension
approfondie et une maitrise des multiples paramétres qui régissent les mécanismes de

génération de chaleur des nanoparticules magnétiques [27].

La composition chimique des nanoparticules, donc leurs propriétés physico-chimiques et
magnétiques intrinséques est un parametre important [28]. C’est elle qui définit 1’aimantation
et I’anisotropie magnétocristalline des nanoparticules. Leur mode de synthese doit aussi étre
considéré puisqu’il peut influencer leur qualité cristalline et orienter leur morphologie qui
peuvent avoir des effets significatifs sur la performance en hyperthermie [29]. L'état
d'assemblage des nanoparticules, aspect souvent sous-estimé, peut aussi considérablement
affecter les propriétés magnétiques, par conséquent, la capacité de production de chaleur
[30][31]. Enfin, I’amplitude, la fréquence et la configuration spatiale du champ magnétique
externe appliqué sont autant de paramétres déterminants quant a la quantité de chaleur
générée par les nanoparticules. Un rappel des effets de ces différents parametres, dits

intrinseques et extrinséques, est donné ci-apres.

1.3.1. Lanature chimique des nanoparticules magnétiques et leur méthode de synthese

Si historiquement la notion d’hyperthermie magnétique locale découle de la capacité

d’aimants permanents millimétriques (SmCos, Nd2Fe14B, ...) de transformer une énergie
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magnétique en chaleur par perte par hystérésis, la recherche scientifique pour les applications
thérapeutiques s’est trés rapidement tournée vers l'utilisation de particules d’oxydes de fer
comme la magnétite (FesOs4) ou la maghémite (y-Fe203) [32]. Elles sont intéressantes du fait
de leur biocompatibilité [33][34], de leurs propriétés magnétiques intrinseques, les oxydes de
fer de structure cubique que sont la magnétique et la maghémite sont des matériaux
ferrimagnétiques relativement doux a aimantation élevée (de I’ordre de 90 A-m™ kg™ pour la
magnétite), et de leur capacité a étre fabriquées a différentes tailles, généralement entre 10 et
50 nm [35] [36].

Des nanoparticules dérivées de 1’oxyde de fer, comme le sont les nanoparticules de ferrites
spinelles ont aussi été évaluées avec plus ou moins de succés. On peut citer par exemple les
nanoparticules de CoFe>04 [37][38], ZnixMnyxFe;04 [39], Zn1xCoxFe204 [40], FesxZnxOs
[41] parmi tant d’autres. Des nanoparticules métalliques, comme les nanoparticules de fer
[42] ont aussi été envisagée a cause de leur aimantation €élevée. Des nanoparticules cceur-
coquille métal/oxyde [43] ou oxyde/oxyde [44] ont aussi été considérées compte tenu de

I’adaptabilité de leur anisotropie magnétique totale.

Le tableau ci-aprés rassemble quelques valeurs de SAR pour différents types de
nanoparticules pour se rendre compte de la diversité des nano-objets utilisées en hyperthermie

magnétiques et leur efficacité relative (Tableau 4.1) [45].

Nature chimique Amplitude du Fréquence du SAR
champ magnétique  champ (W/g)
(KA/m) magnétique (kHz)
F45Gss 91 633 6.45
FesOq 200 282 5.8
GdsSis4 171 327 3.7
Fe;03 133 500 0.5
NiFe,O4 133 500 0.43
ZnFe04 133 500 0.07
CoFexO4 133 500 0.04
CuFe20q4 133 500 0.27
Lao.8Sro.2MnOs 133 500 0.91

Tableau 4.17 : Valeurs de SAR mesurées sur des nanoparticules magnétiques a peu prés sphériques de différentes natures
chimiques.

Quelles que soient les nanoparticules utilisées, leur qualité cristalline, plus genéralement leur
microstructure, reste un parameétre important, tant celle-ci affecte de facon considérable leur
aimantation totale et leur anisotropie magnétique effective. Ainsi, des défauts cristallins

peuvent altérer les propriétés magnétiques des nanoparticules et donc leur efficacité en
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hyperthermie [46]. Un contrdle rigoureux des conditions de synthese est essentiel pour

minimiser ces défauts.

En ce qui concerne la morphologie des nanoparticules magnétiques, a savoir leur forme et leur
taille, celle-ci peut étre aussi controlée en ajustant les conditions de synthése. La morphologie
peut avoir des implications significatives sur I'efficacité de la conversion d'énergie
magnétique car elle affecte 'anisotropie magnétique, I’anisotropie de forme en particulier, par
conséquent, les mécanismes de relaxation [47]. Le contrdle de la taille des nanoparticules est
un autre aspect critique qui est affecté par le choix de la méthode de synthése et qui participe
a définir les propriétés magnétiques de celles-ci. Plus les particules sont petites en taille, plus
la contribution de leur surface désordonnée augmente dans le calcul de leur aimantation et de
leur constante d’anisotropie magnétique effective : 1’aimantation diminue alors que la

constante d’anisotropie magnétique effective augmente.

Ces méthodes de synthése sont essentiellement des méthodes de précipitation en solution a
plus ou moins haute température : on peut citer la coprécipitation en phase aqueuse, la
synthése hydrothermale ou solvothermale, la décomposition thermique [46]. Les méthodes
hydro- ou solvothermale et/ou de décomposition thermique impliquant une réactivité
chimique a haute température (synthése dans des solvants a haut point d’ébullition comme le
benzyl ether, ou sous pression) sont celles qui permettent d’atteindre les meilleures qualités

cristallines a taille donnée des nanoparticules.

1.3.2. Effet de la taille

L'impact de la taille des nanoparticules magnétiques sur I'hyperthermie magnétique est une
dimension fondamentale car elle influence directement les phénoménes associés a la

conversion de I'énergie magnétique en chaleur.

La taille des nanoparticules est critique car elle affecte la relaxation magnétique, la perte par
hystérésis, I’aimantation a saturation, la stabilit¢ colloidale et les effets de surface (Figure

4.4).
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Figure 4.87: Interaction des nanoparticules superparamagnétiques et ferromagnétiques avec un champ magnétique :
alignement des domaines en présence du champ et distinction dans le comportement magnétique résiduel une fois le champ
retiré.

Elle définit d’abord le comportement magnétique des particules. Au-dessus d’une certaine
taille critique elles sont polydomaines et se comportent comme des ferromagnétiques, les
seules pertes qu’elles peuvent exprimées sont des pertes par hystérésis. En dessous, elles sont

monodomaines et se comportent comme des superparamagnétiques, leurs pertes sont alors

dues aux relaxations de Néel et/ou de Brown.

Compte tenu des tailles visées pour atteindre la stabilité colloidale des nanoparticules [48].
pour une diffusion et une clearance corporelle efficaces (inférieures a 50 nm), celles-ci se
comportent pour I’essentiel comme des domaines superparamagnétiques et 1a, plus elles sont
petites (inférieures a 15 nm pour les nanoparticules d’oxyde de fer), plus elles sont propices a
la relaxation de Néel, ou l'aimantation peut changer de direction par rapport a la grille
cristalline fixe [49][50]. En revanche, plus elles sont grandes, (supérieures a 20 nm pour les
nanoparticules d’oxyde de fer), plus la relaxation brownienne, ou la particule elle-méme

tourne, est favorisée [30].

L’aimantation a saturation est ¢galement plus ¢levée dans les nanoparticules plus grandes en
taille, offrant une plus grande capacité de production de chaleur par perte d’hystérésis [51] et
inversement plus elles sont petites et moins leur aimantation est élevée et donc leur capacité a
dissiper de la chaleur par perte d’hystérésis est faible. Analytiquement, la taille des particules
a travers leur aimantation a saturation, agit directement sur la valeur de SAR comme

démontré par Hemery et al. [52].
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En augmentant le diamétre moyen de nanoparticules d’oxyde de fer préparées par hydrolyse

forcée en milieu polyol plus la valeur du SAR augmente de facon parabolique (Figure 4.5).
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Figure 4.88: SAR mesurées sur différentes nanoparticules mono- ou multi-corps de différents diamétres. Les lignes continues
représentent un affinement par loi de puissance d’exposants 2,2 et 0,48, respectivement.

Attention, il ne s’agit pas d’accroitre la taille des particules de facon inconsidérée. Les
nanoparticules d’oxyde de fer de taille moyenne, situées dans la gamme de 20-40 nm, sont
souvent considérées comme la "zone dorée" pour I'hyperthermie magnétique. Cette taille offre
une combinaison bénéfique de relaxations, ce qui conduit a des valeurs SAR optimales. De
plus, ces nanoparticules ont un volume suffisant pour maintenir une aimantation élevée a
température ambiante. Les nanoparticules de magnétite (FesO4) d'environ 30 nm ont montré
un SAR d'environ 200 W/g. Cependant, a mesure que la taille des nanoparticules augmente
au-dela de 40 nm, les défis commencent a I'emporter sur les avantages. Méme si les particules
plus grandes bénéficient de taux de relaxation plus élevés, ce mécanisme est moins efficace
dans la conversion de I'énergie magnétique en chaleur. De plus, I'agrégation devient un
probléme majeur pour les particules de plus grande taille, en particulier celles de plus de 80
nm, conduisant a une réduction significative du SAR, inférieur a 100 W/g en raison de ces
facteurs. En somme, il est clair qu'il existe une taille optimale pour les nanoparticules
magnétiques destinées a étre utilisées dans I'nyperthermie magnétique, généralement située
autour de 20-40 nm pour les oxydes de fer. Cette fenétre optimale est cruciale car, en dehors
de cette gamme, le SAR peut étre compromis en raison de dynamiques de relaxation
modifiées et de problemes d'agrégation. Néanmoins, ces valeurs optimales peuvent varier
selon la composition spécifique des nanoparticules, leur forme et les conditions du champ

magnétique appliqué.
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1.3.3. Effet de forme

L'influence de la morphologie des nanoparticules magnétiques dans les applications
d'hyperthermie magnétique est un sujet d'intérét considérable, étant donné que la forme de ces
particules joue un role prépondérant dans la détermination de leurs propriétés magnétiques et,
par consequent, dans I'efficacité du processus d'hyperthermie. Plusieurs études ont montré que
les nanoparticules magnétiques de differentes formes (sphériques, cubiques, ellipsoidales,
etc.) présentent des comportements magnétiques variés sous l'effet d'un champ magnétique
externe [53]. L'une des principales raisons pour lesquelles la forme des nanoparticules est
importante est due a I'anisotropie magnétique. Les nanoparticules avec une haute anisotropie,
comme les nanoparticules en forme de batonnet ou de disque, ont des axes de faciles
aimantation qui sont plus longs dans une direction, rendant plus difficile pour les spins
magnétiques de s'inverser. Cela entraine une hystérésis plus importante dans les cycles de
magnétisation, se traduisant par une génération de chaleur accrue lorsqu'elles sont soumises a

un champ magnétique externe alternatif [54].

En outre, la forme des nanoparticules détermine également les voies de relaxation
magnétique, principalement la relaxation de Néel et la relaxation de Brown. Les particules
sphériques sont principalement soumises a la relaxation de Néel. En revanche, les

nanoparticules non sphériques sont plus susceptibles de subir une relaxation de Brown.

De plus, les nanoparticules de formes allongées peuvent s'aligner parallélement a un champ
magnétique, créant des voies préférentielles pour la transmission de la chaleur et influencant

ainsi la distribution thermique dans les tissus.

Pour finir, le tableau ci-apres (Tableau 4.2) récapitule les valeurs de SAR mesurées sur
différents types de nanoparticules magnétiques de différentes formes, y compris celles
modifiées par des agents de surface tels que le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB),
la polyvinylpyrrolidone (PVP), le polyéthyléne glycol (PEG), et le graphene oxydé (GO),

pour illustrer I’importance de la forme sur cette grandeur physique [55].

Forme Taille  Nature Fonctionnalisation ~ Amplitude du Fréquence du SAR
(nm) chimique  chimique de champ magnétique  champ (W/g)
surface (KA/m) magnétique (kHz)
Octaedres 43 Fes0s CTAB 63 358 2483
Anneaux 73 FesOq mPEG 35 400 2213
Disques 225 FesOq CTAB 47.8 488 5000
Cubes 19 Fes0q PEG 29 529 2452
Sphéres 45 FesOq GO 32.5 400 5160
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Spheres 45 FesOq PVP 325 400 1100

Spheres 14 MnFe,O4 GO 60 240 1588

Tableau 4.18: Valeurs de SAR mesurées sur des nanoparticules magnétiques de différentes formes.

1.3.4. Effet de I’assemblage (agrégats)

Les états d'agrégation des nanoparticules peuvent grandement influencer leur efficacité a
produire de la chaleur [56]. Dans de tels ensembles, les forces magnétiques, telles que les
interactions d'échange et les forces dipolaires entre les nanocristaux magnétiques, prennent
une nouvelle dimension en influencant les propriétés magnétiques collectives de I'ensemble,
différant ainsi de celles des nanoparticules isolées [57]. Dans ces agrégats, des parametres clés
comme l'anisotropie magnetique effective, la susceptibilité magnétique et la fréquence de
résonance, qui sont tous cruciaux pour l'efficacité de I'nyperthermie magnétique, sont
indéniablement affectées avec des valeurs différentes de celles des nanocristaux pris
séparément. En effet, les interactions d'échange peuvent augmenter I'anisotropie magnétique
effective au sein des agrégats, ce qui pourrait potentiellement intensifier la perte par hystérésis
[50]. Toutefois, il est important de souligner qu'une anisotropie excessivement élevée pourrait
nuire a l'efficacité du chauffage en entravant la relaxation magnétique des nanoparticules. En
plus de ces aspects, ces interactions d’échange augmentent I’aimantation totale et par

conséquent la valeur de SAR comme illustré ci-avant dans la Figure 4.5 [52].

Les interactions d’échanges sont favorisées quand la qualit¢ de I’interface cristallographique
au sein des agrégats, entre les nanocristaux qui les constituent le permet. Typiquement un
agencement épitaxial des nanocristaux ou quasi-épitaxial (mosaicité) (Figure 4.6) est
recommandé. Un tel agencement peut étre obtenu par des conditions spécifiques de synthese
favorisant par exemple une croissance cristalline en solution par agrégation orientée de
nanoparticules primaires [58]. Les nanofleurs d’oxyde de fer préparées par cette méthode de
synthese présentent cette qualité texturale et présentent des valeurs trés élevées du SAR [52]
(Figure 4.5).

La synthese de polycristaux désordonnés sinon, la formation de clusters de nanocristaux post-
synthése ne permettent généralement pas d’atteindre cette qualité cristalline aux interfaces
(Figure 4.6). Dans ce cas, les interactions dipolaires peuvent prédominer. Elles sont souvent
moins favorables a la dissipation de chaleur, bien que les résultats soient encore

controversées.
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100nm

Figure 4.89: Micrographies de polycristaux de ferrite de manganése—zinc (gauche), d’un cluster de nanocristaux de cet oxyde
et d’un pseudo monocristal (droite) avec son cliché de diffraction des électrons

Pour des nanoparticules mono-cceurs magnétiques, il est numériquement rapporté une
décroissance du SAR en fonction de la concentration en particules, a cause de I’accroissement
de la contribution des interactions dipolaires dans la réponse de ces nanoparticules a une
sollicitation magnétique extérieure [59]. Paralléelement son accroissement est cité quand les
nanoparticules engagées sont magnétiquement douces (a faible densité d’anisotropie
magnétique) [60][61]. Un accroissement du SAR avec 1’augmentation de la concentration de
nanoparticules magnétiquement douces a aussi eté rapporté par d’autres auteurs et ce jusqu’a
ce que les interactions dipolaires deviennent comparables au champ d’anisotropie. A ce
niveau d’interactions, le SAR décroit lorsque la concentration en nanoparticules continue a

augmenter [62].

Expérimentalement, c’est la relaxation Brownienne qui est utilisée pour justifier cette
diminution du SAR. L'augmentation de la taille effective des nanoparticules due a I'agrégation
réduit leur mobilité, ralentissant ainsi grandement le phénomene de relaxation de Brown [24].
Ainsi, des nanoparticules d’oxyde de fer de taille individuelle de 15 nm présentent un SAR de
250 W/g, mais lorsqu'elles s'agregent en clusters de 60 nm, leur SAR diminue a 100 W/g,
toutes conditions de mesure du SAR égales par ailleurs [24].

Le comportement de particules multi-cceurs magnétiques est différent selon qu’elles
consistent en un assemblage de mono-cceurs magnétiques ou qu’elles consistent en de vrais
polycristaux désordonnés. D’aprés Southern et col. [63] le SAR de clusters de nanoparticules
de maghémite assemblées est superieur a celui de polycristaux désordonnés. Les valeurs de
SAR mesurées sur ces deux types d’objets sont rassemblées dans le tableau 4.3, comparées
entre elles et avec celles de pseudo-monocristaux de taille a peu pres similaire et montrent
bien que dans I’ordre les pseudo-monocristaux sont les meilleurs agents chauffant avant les

clusters et eux-mémes avant les polycristaux, a taille de cristallite & peu prés égale.

173



dcristallite dparticule dhydrodynamiqu Ms a 300 K SAR
(nm) (nm) e (NM) (kKAm2kgl) | (Wigr) Réf.
Polycristaux 24 108 115 100 9,4
25 95 108 128 16,0 ©) [63]
Clusters 28 66 72 99 43,00
Pseudo- 4 32.345.0 30 -- 206 ) [64]
monoeristauX T 01244 | 36 = 265

Conditions de mesure : (76,6 kKAm1989 kHz  10.2 kA.m™ 755 kHz

Tableau 4.19: Valeurs de SAR mesurées sur des particules multi-cceurs magnétiques de maghémite fonctionnalisés de
différents types d’agrégation.

Au-dela de ces aspects purement physiques, 1'assemblage des nanoparticules magnétiques
sous forme de clusters, en utilisant des structures biologiques, comme les protéines, peut-étre
une stratégie intéressante en raison de son potentiel a améliorer la compatibilité biologique
des nanoparticules. Cette approche, connue sous le nom de biofonctionnalisation, implique
I'attachement des nanoparticules souvent a des macrobiomolécules. La biofonctionnalisation
peut influencer la fagcon dont les nanoparticules interagissent avec les cellules et les tissus. Par
exemple, la conjugaison avec des protéines ciblant certaines cellules ou récepteurs peut
améliorer la spécificité des nanoparticules [65]. Clairement, tous les effets mentionnés ci-
avant doivent étre évalués et des compromis doivent étre trouvés pour une application

optimale en hyperthermie magnétique.

1.3.5. Influence du champ appliqué

L'étude de I'effet du champ magnétique sur I'nyperthermie magnétique, en particulier en ce
qui concerne l'utilisation de nanoparticules magnétiques, représente un secteur essentiel de la
recherche scientifique. Selon Dutz et Hergt [6], I'amplitude, la fréquence et la durée
d'application du champ magnétique influencent directement l'efficacité du chauffage des

nanoparticules, et par extension, leur efficacité thérapeutique.

Un champ magnétique de forte amplitude H induit un alignement plus important des moments
magnétiques des nanoparticules, conduisant a une production de chaleur accrue lors de leur
relaxation [50]. Hemery et al. montrent que la dépendance du SAR a I’amplitude du champ
est une fonction polynomiale de degré 2 [52] comme illustré ci-aprés pour un choix de
nanoparticules d’oxyde de fer et a différentes fréquences de champ (Figure 4.7). Cependant,

un équilibre est nécessaire, car des champs extrémement élevés peuvent conduire a la
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saturation, un point au-dela duquel des augmentations supplémentaires du champ n'entrainent
pas une augmentation significative de la chaleur.

Aussi, il est nécessaire d'ajuster les caractéristiques du champ magnétique en fonction des
propriétés spécifiques des nanoparticules utilisées, notamment leur taille. Par exemple, des
nanoparticules plus grandes peuvent nécessiter des champs plus intenses pour étre
efficacement chauffées, tandis que des nanoparticules plus petites peuvent étre saturées a des
intensités de champ plus faibles [66]. Ainsi des nanoparticules d‘oxyde de fer petites (autour
de 10 nm) atteignent leur saturation magnetique facilement et commence a chauffer a des

amplitudes de de champ plus faibles que des particules plus grandes (autour de 20 nm).
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Figure 4.90: SAR mesuré a différentes fréquences pour des amplitudes de champ magnétique croissante, sur deux solutions
colloidales de nanoparticules d’oxyde de fer mono-corps de différentes tailles, toutes conditions expérimentales égales par
ailleurs.

L'importance de lI'adaptation des paramétres de champ magnétique aux types spécifiques de
nanoparticules est une réalité incontournable [67]. Les conditions optimales de champ pour
induire I'hyperthermie varient certes en fonction de la taille des nanoparticules mais aussi de
leur nature chimique qui agit directement sur leurs propriétés magnétiques intrinséques. Ainsi
en variant ’amplitude du champ pour des nanoparticules de ferrite spinelle de différentes

compositions chimiques mais de taille égale, il s’est avéré que des nanoparticules de ferrite de
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manganese-zinc (Mn-Zn) ZnixMnyxFe,O4 présentaient une efficacité d'échauffement
maximale a des fréquences de champ plus basses et a des amplitudes plus élevées en
comparaison avec des nanoparticules de ferrite de nickel-zinc (Ni-Zn), Zni1xNixFe204 qui

performaient mieux a des fréquences plus éleveées.

La fréquence f du champ est un autre parametre expérimental important. Une fréquence de
travail optimale dépend des propriétés matérielles spécifiques et de la taille des nanoparticules
[68]. S’il est communément admis que la fréquence doit rester comprise entre 50 kHz et 10
MHz pour générer assez de chaleur sans induire des contractions neuromusculaires, la
condition selon laquelle le produit de la fréquence f par le temps de relaxation z des

nanoparticules doit étre égal a 1 est souvent appliquée (Eq. 4) :
fxrx1l (Eq.4)

Cette relation vient se superposer a celle de la limite de sécurité du champ magnétique pour

I'usage humain, cette limite étant definie par la relation [69][70][66] (Eq. 5) :
Hxf<510°Amts! (Eq.5)

Enfin d’un point de vue pratique, ces dépendances en amplitude H et en fréquence f a conduit
la communauté scientifique a choisir une nouvelle grandeur pour mesurer de fagon universelle
la capacité a dissiper de la chaleur des nanoparticules magnétiques. 11 s’agit de la puissance de
perte intrinséque (ILP) définit comme suit a partir du SAR ou SLP [48] (Eq. 6) :

e =2 (Eq.6)

HZ%f

En exprimant el SAR en Watt par kilogramme (W.kg?), I’unité de I’ILP communément utilisé

est le nanoHenry métre au carré par kilogramme (nH.m2.kg™).

L’unité¢ de I'ILP est Enfin, la durée d'application du champ est aussi cruciale. Si des
expositions plus longues augmentent la quantité totale de chaleur produite, elles peuvent
également entrainer un risque de surchauffe, potentiellement contre-productive ou méme
dangereuse dans un contexte clinique. Généralement, une application du champ de quelques
minutes est souvent suffisante pour produire une élévation de température thérapeutique sans

causer de dommages tissulaires indesirables.
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1.4. Meéthodes de mesure du SAR

La capacité des nanoparticules magnétiques a convertir I'énergie magnétique en chaleur, un
parametre connu sous le nom de Taux d'Absorption Spécifique (SAR). Cette grandeur peut
étre mesurée par deux approches différentes mais complémentaires : I'analyse des cycles
d’hystérésis et la méthode calorimétrique. Chacune de ces méthodes révele des aspects
uniques de la facon dont les nanoparticules interagissent avec les champs magnétiques et

produisent de la chaleur.
1.4.1. Analyse des cycles d’hystérésis

Un cycle d'hystérésis décrit comment I'aimantation des nanoparticules change en réponse a un
champ magnétique externe appliqué. En termes simples, il s'agit de la tendance du matériau a
conserver son aimantation méme aprés la réduction du champ externe a zéro. Dans cette
analyse, la variation de l'aimantation M est tracée en fonction du champ magnétique, M =
f(H). L'énergie perdue pendant ce processus, visualisée par l'aire sous la courbe d'hysterésis
(Figure 4.8), indique la quantité de chaleur générée par les nanoparticules, autrement dit,
divisée par la masse de nanoparticules utilisées, le SAR [71]. La concentration des
nanoparticules dans une solution soumise a un stimulus magnétique, peut influencer la
quantité de chaleur produite, d’ou la nécessité de normaliser par la quantité de nanoparticules.
A noter qu’une concentration élevée de nanoparticules peut favoriser les interactions entre
particules (principalement dipolaire) et modifier la chaleur produite [72], comme déja signalé

dans le paragraphe précédent sur I’effet de I’agrégation des nanoparticules.

a . U
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loss / ;/,4 = { ‘ | / | )

Figure 4.91: Représentation schématique des pertes par hystérésis pour la conversion de I'énergie magnétique en chaleur.
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La méthode de mesure du SAR par analyse du cycle d’hystérésis, bien que rapide, quelques
secondes, reste appropriée quand le mécanisme de dissipation de chaleur est essentiellement

dd aux relaxation de Néel.

1.4.2. Mesure calorimétrique

Dans le processus de mesure calorimétrique, I'échantillon contenant les nanoparticules est
placé dans un calorimétre, et un champ magnétique oscillant est appliqué (Figure 4.9). La
variation de température de I'échantillon est ensuite enregistrée en temps réel, fournissant une
courbe de température en fonction du temps. L'aspect le plus critique de cette méthode est la
phase initiale de lI'augmentation de la température, qui doit étre évaluée avec précision pour
déterminer le SAR [30].
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Figure 4.92: lllustration de la méthodologie de détermination du SAR par mesure calorimétrique.

Cette méthode de mesure a I’avantage de ne pas dépendre du mécanisme a 1’origine de la
dissipation de chaleur, qu’il soit de Néel ou de Brown, par calorimétrie seule 1’¢élévation de
température du fluide, dans lequel les nanoparticules magnétiques sont dispersées, compte.
Mais si la concentration de nanoparticules est trop faible ou si le SAR des nanoparticules est
faible, l'augmentation de température peut é&tre minime et difficile a différencier des
fluctuations normales ou du bruit de mesure. La précision de I'appareil de mesure, sa
sensibilité, la stabilit¢ thermique du systéeme, et sa calibration doivent donc étre

rigoureusement maitrisées [70][67].
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Il est également crucial de s'assurer que la chaleur produite par les nanoparticules ne soit pas
perdue par conduction, convection ou rayonnement dans I'environnement. Cela nécessite une
isolation thermique efficace et un environnement de mesure contrdlé. Tout transfert de

chaleur non comptabilisé pourrait conduire a une sous-estimation du SAR réel [6].

En pratique c’est la pente a I’origine de la courbe d’augmentation de la température T en

fonction du temps t qui permet la mesure du SAR selon I’équation suivante (Eq. 7) :

CVs dT
m dt

SAR =

(Eq.7)

Ou, C mesure la capacité calorifique du fluide caloporteur dans lequel les nanoparticules sont
dispersées (solution colloidale). A titre d’exemple, la valeur de C pour I’eau est de Cho =
4.184 J/m3. Vs est le volume de ladite solution colloidale et m est la masse de nanoparticules

totale dans cette solution.

Dans le cas des nanoparticules d’oxydes de fer, le SAR est souvent exprimé en Watt par

gramme de fer et non pas par gramme d’oxyde de fer.

2. Résultats: Propriétés magnétiques et magnétocaloriques des
nanoparticules d’oxyde de fer et de leurs assemblages autour des virus
de plantes

Dans cette section, nous aborderons les étapes préliminaires des expériences visant a étudier
les propriétés magnétocaloriques de nanoparticules d’oxyde de fer (NPs@Citrate) de trois
tailles différentes, ~5, ~10 et ~15 nm, avant et apres leur greffage sur le virus de plante
RYMV de symétrie icosaédrique. Nous ne présenterons pas dans ce chapitre les résultats
obtenus sur les assemblages de nanoparticules de maghémite su le virus de plante TYMV, car

encore incomplets.

Les résultats de magnétométrie ont essentiellement été obtenus sur un magnétomeétre SQUID
en champ magnétique statique ou dynamique. Les résultats de magnéto-calorimétrie ont été
obtenus par mesures calorimétriques classiques ou par mesures des pertes d’hystérésis AC en

champ alternatif.

Dans le chapitre 3 de notre étude, nous avons mis en avant l'efficacité de notre méthode de
modification de surface, essentielle pour réaliser un assemblage tridimensionnel contr6lé de
nanoparticules sur des capsides virales. Cette technique garantit une solubilité élevée et une

stabilité dans des conditions aqueuses, tout en conservant les propriétés des nanoparticules et
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des capsides virales. Les images obtenues par TEM et décrites dans cette partie du manuscript
montrent clairement I'uniformité de la distribution des nanoparticules sur la surface du virus
RYMYV (Figure 3.39) et I’organisation de ces nanoparticules selon une symétrie d’axe 5, la
symétrie révélée par les virus étudiés, soulignant [’efficacité de notre processus de

clustérification des nanoparticules d’oyxde de fer synthétisées.

2.1.  Résultats des mesures de magnétométrie

La variation thermique de I’aimantation M(T) en champ magnétique statique, mesurée grace a
un magnétometre SQUID (Quantum Design modéle MPMS-5S), en mode ZFC pour «Zero
Field Cooling», c’est-a-dire en refroidissant sans champ de I’ambiante a 5 K puis en
appliquant un champ statique faible, par exemple de 100 Oe, a cette température et en
mesurant 1’aimantation sous champ en rechauffant jusqu’a la température ambiante, et en
mode FC pour «Field Cooling», c’est-a-dire en refroidissant de I’ambiante a 5 K sous le
méme champ statique et en mesurant I’aimantation, a été enregistrée pour les nanoparticules
d’oxyde de fer fonctionnalisées aux ions citrates et (notées ci-aprés NPs@Citrate ou
NPs@Cit) sous forme pulvérulente (Figure 4.10). Les courbes obtenues sont typiques de
particules superparamagnétiques avec une nette irréversibilité entre les branches FC et ZFC
de M(T). La température au maximum de la branche ZFC-M(T) est prise pour estimer la
température moyenne de blocage <Tg> pour chaque lot de nanoparticules. Comme attendu,
les particules les plus petites donnent une valeur de <Tg> la plus basse. Elle est autour de 50
K pour les NPs@Cit de 5 nm de diametre, d’environ 250 K pour celles de 10 nm de diamétre
et enfin autour de 300 K pour celles de 15 nm de diamétre. Ces résultats sont en accord avec
une barriére d’énergie d’anisotropie magnétique AE croissante avec le diamétre des particules.
En effet, dans le modéle de Stoner-Wohlifart [73] la température de blocage dépend de AE

selon 1’équation ci-apreés (Eq. 8):

Y

Ou, ks représente la constante de Boltzmann, zm le temps de mesure caractéristique de la
technique utilisée (zm ~100 s pour un magnétomeétre SQUID), o une constante de temps qui

sera prise égale a 100 s,

Toujours dans le modele de Stoner-Wohlfart AE est pris égal au produit de la constant

d’anisotropie magnétique effective Ket par le volume magnétique Vmag des particules (assumé
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égal a (n/6) <Dtem>3. En présence d’interactions dipolaires pas trop fortes cette relation est

corrigée comme suit (Eq. 9) :
AE =Ket x Vmag + Eine  (EQ. 9)

Ou Eint mesure I’énergie engagée dans les interactions dipolaires entre nanoparticules

superparamagnetiques.
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Figure 4.93: Variation thermique sous champ statique faible de 100 Oe mesurée en mode FC et ZFC sur les poudres de
nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées aux ions citrates de trois tailles, 5, 10 et 15 nm.

La variation de I’aimantation en fonction du champ magnétique a basse température des
nanoparticules fonctionnalisées aux ions citrates a aussi été mesurée pour déterminer la valeur
de I’aimantation a saturation de celles-ci dans leur régime magnétique dit bloqué (Figure

4.11).
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Figure 4.94: Variation de I'aimantation en fonction du champ magnétique statique a 5 K mesurée sur les poudres de
nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées aux ions citrates de trois tailles, 5, 10 et 15 nm.
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A cette température les nanoparticules présentent un comportement ferrimagnétique classique
avec des valeurs de 1’aimantation a saturation Ms qui diminuent quand le diamétre des
nanoparticules diminue. En négligeant la contribution diamagnétique des ions citrates, les
valeurs de Ms mesurées sont de 65, 70 et 73 A.m™.kg™* pour les nanoparticules de diamétre

moyen 5, 10 et 15 nm, respectivement.

Des mesures de la variation thermique de 1’aimantation de ces nanoparticules citratées ont
aussi été mesurées sur leurs solutions colloidales dans 1’eau et sur les solutions colloidales de
leurs assemblages sur le virus RYMV, en mode FC et ZFC. On donne ci-aprés les traces
obtenus pour différentes valeurs du champ sur les colloides de nanoparticules fonctionnalisées
libres (Figure 4.12) ou de leurs assemblages sur le virus RYMV (Figure 4.13). Pour ces
mesures il ne faut considérer que la plage de température comprise entre 5 et 273 K (= 0°C)
pour se placer en dessous de la température de congélation de I’eau et des artefacts que ce
phénoméne peut créer dans I’allure de M(T). Ainsi, comme pour les mesures réalisées sur
poudres, poudres qui ont été tassées au fond des portes échantilons, dans 1’eau gelée des

colloides, les nanoparticules ou leurs assemblages sur le virus RYMV ne peuvent pas bouger.
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Figure 4.95: Variation thermique de I"'aimantation dc des solutions colloidales de NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm de diamétre,

libres. Les mesures ont été réalisées en champ dc de différentes amplitudes (de 50 Oe a 1000 Oe) en mode FC et ZFC.
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Figure 4.96: Variation thermique de I'aimantation dc des solutions colloidales d’assemblages de NPs@Cit de différents
diameétres sur le virus RYMV. Les mesures ont été réalisées en champ dc de différentes amplitudes (de 50 Oe a 1000 Oe) en
mode FC et ZFC. Le pic observé sur les deux branches FC et ZFC autour de 50 K pour les mesures réalisées a haut champ (500
et 1000 Oe) est tres probablement dii a une contamination magnétique (spatules, ciseaux, ...) des échantillons avant la
mesure.

A noter gque la concentration en fer a été choisie a peu prés identique pour chaque systéme
entre les colloides de nanoparticules libres et celles greffées sur le virus afin de rendre la

comparaiosn possible (tableau 4.4) :

[Fesnm] [Fezonm] [Feisnm]
0,27 g/L 0,25 g/L 0,52 g/L

Tableau 4.20 : Valeurs des concentrations en fer des solutions colloidales de nanoparticules d’oxyde de fer et de leurs
assemblages sur le virus RYMV, dans I'eau milli-Q.
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Les courbes obtenues présentent la méme irreversibilite que celle observée sur les poudres de
nanoparticules citratées confirmant ainsi le maintien du comportement superparamagnétiques
des cceurs magnétiques malgré leur assemblage. En se focalisant sur la gamme de température
de 5 a 273 K, il n’est pas facile de distinguer précisemment la température de blocage des
NPs@Cit libres ou assemblées, ni méme entre famille par taille de nanoparticules. Les allures
relativement similaires nous empéchent de conclure et nous conduisent & mener une derniere
série de mesures magnétiques, a savoir la variation thermique de la susceptibilité magnétique
alternative a basse fréquence (entre 1 et 999 Hz) mesurée en mode ZFC. Ce type de mesure
est tres sensibles aux différents phénoménes dynamiques qui peuvent exister au sein de nos

colloides gelés.

Effectivement les courbes de la contribution dans le plan de la susceptibilité magnétique
alternative y’ enregistrées a différentes fréquences présentent deux maxima sur les
nanoparticuels citratées libres et un seul maximum sur celles assemblées sur le virus RYMV.
De plus, ces maxima varient avec la fréquence comme illustré ci-aprés dans le cas des

nanoparticules d’oxyde de fer de 10 nm de diamétre (Figure 4.14).

Plus précisément, la température au maximum de yx’(T), Tmax, Se déplace vers des
températures plus élevées lorsque la fréquence croit. Ce déplacement indique que les
moments magnétiques des nanoparticules ont une dynamique de relaxation qui change selon
la fréquence du champ oscillant. La dynamique de relaxation décrit la maniére dont ces
moments retournent & leur état initial aprés une perturbation due & un champ magnétique.
Cette variation observée en fonction de la fréquence du champ offre des indications sur les
propriétés intrinséques des nanoparticules (anisotropie magnétique) et les propriétés

collectives (verre de spin, superferromagnétisme, etc.).

L’observation d’un maximum dans la méme gamme de température pour les nanoparticules
libres et assemblées et d’un second maximum dans une gamme de températures plus basses
pour les nanoparticules libres traduit [D’existence de deux phénomenes ou d’effets
magnétiques différents. Pour trancher nous avons calculé le temps caractéristique de mesure
magnétique pour chaque fréquence a savoir t = 1/f et nous avons tracé la variation de son

logarithme en fonction de I’inverse de Tmax pour chaque fréquence (Figure 4.15).
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Avant d’aller plus loin dans nos analyses, il faut savoir que pour des nanoparticules
superparamagnétiques isolées la dépendance de Inz en fonction de 1/Tmax s’écrit comme
suit [74] (Eqg. 10) :

AE

Int =lInty+ = (Eqg. 10)

B Tmax

AE mesurant, comme annoncé précédement, la barriére énergérique d’aniostropie magnétique
dans le modele de Stoner-Wolfarht, éventuellement augmentée d’une contribution

d’interactions dipolaire faible.

Si ces interactions sont plus forte, un état verre de macrospin peut se manifester et dans ce
cas, la dépendance de zen fonction de Tmax est complétement différente. Ce n’est plus une loi
d’Arhénius mais une loi de puissance telle que proposée par De Toro et al.[75] (Eq. 11):

r =1, (M)_ﬁ (Eq. 11)

T_Tmax

Si ces intercations sont encore plus fortes, c’est un état de superferromagnétisme qui peut
s’installer comme proposé par Bidanta et col. [76] et illustré dans la figure ci-apres (Figure

4.16). Dans ce cas la température d’ordre ne devrait pas dépendre de la fréquence de mesure.

Si nous replagons ces rappels dans le contexte de la présente étude, les courbes x’(T) des
assemblées des NPs@Citrate sur virus, comme nous ’avons dit précédement, ne présentent
qu’un seul maximum et que la température a ce maximum, Tmax, varie en fonction du temps
de mesure 7 (= 1/f) de sorte que ce temps présente une dépendance a la température
typiquement de type Arhénius (Figure 4.15). De la pente déduite d’un affinement linéaire des
données {Lnz, 1/Tmax}, il est possible de mesurer une barriére énergétique de AE/ks = 4039.5
K. Ce méme traitement numérique réalisé sur les données relatives au premier maxiumum
observé sur les courbes y’(T) des NPs@Cit libres, celui a haute température, permet
d’accéder a la valeur de la barriére d’énergie associée, a savoir AE/ks = 767.6 K. Cette valeur

est cing fois plus faible que celle des assemblages.

Deux hypothéses permettent d’expliquer cette différence. La premiere consiste a dire que
I’experssion de I’équation 9, AE = Keff X Vimag + Eint,, le terme Eint dans les assemblages est
significativement supérieur a celui pour les particules libres, et donc que les interactions

dipolaires dans les assemblages sont plus fortes. Cette hypothese nous semble peu soutenable
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car I’observation d’une loi d’Arrhenius dans la variation de 7z en fonction de Tmax, dans les

assembalges sur virus n’est possible que si justement les interactions dipolaires sont faibles.

La deuxieme hypothése repose sur la qualité cristallographique des assemblages de particules
mise en évidence par les observations de microscopie électronique a haute résolution (voir
chapitre 3). En effet, les nanoparticules élémentaires de 10 nm qui constituent chaque
assemblage autour de chaque virus RYMYV, semblent s’organiser de facon ordonnée. Les
plans cristallographiques d’une particule semblent parall¢les a ceux de ses nanoparticules
voisines (Figure 4.17), formant ainsi des agglomérats orientés se comportant comme des
pseudo-monocristaux. Dans ’expression de 1’équation 9, le terme Kesr x Vmag devient plus
grand, Vmag représentant cette fois ci le volume du pseudo-monocristal et non plus le cristal
élémentaire de 10 nm. Le terme Ein dans cette équation devenant I’interaction entre
assemblage de NPs@Cit et non pas entre NPs@Cit dans un méme assemblage. Cette
hypothése nous parait la plus vraisemblable. Elle permettrait, comme nous le verrons

ultérieurement, d’expliquer les valeurs élevees de SAR mesurées sur ces assemblages.

Reste maintenant a élucider I'origine du deuxiéme maximum, observé a plus basses

températures, sur les courbes %’ (T) des NPs@(Cit libres (Figure 4.14).
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Figure 4.97: Variation thermique de la composante dans le plan de la susceptibilité magnétique alternative y’ de la
dispersion colloidale dans I'eau de NPs@Cit de 10 nm et de la dispersion colloidale, de leur assemblage sur le virus RYMV a
concentration égale en fer (0,25 g/L). L’amplitude du champ appliqué est de 2 Oe et sa fréquence f a été variée de 1 G 9999
Hz et les mesures en été réalisées en mode ZFC.
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Figure 4.99: Schéma d’une assemblée 3D de nanoparticules magnétiques dans différents régimes magnétiques:
superferromagnetisme (gauche), superparamagnétisme (milieu) et paramagnétisme (droite). Pour chaque régime, les
différentes orientations des macrospins sont représentées avec indication des températures critiques de transition entre un
régime et un autre. Cette représentation ne considére pas le régime dit de verre de macrospin, qui pourrait s’installer entre
le superferromagnétisme et le superparamagnétisme.
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Figure 4.100: Images HRTEM d’assemblages de nanoparticules d’oxyde de fer citratées de 10 nm de diamétre autour de
virus RYMV présentant une orientation cristallographique unique, typique de pseudo-monocristaux.

En essayant d’appliquer une loi d’Arrhenius a la variation du temps de mesure z (= 1/f) en
fonction de Tmax (Figure 4.15), on constate rapidement qu’une régression linéaire est moins
adaptée pour décrire ces données expérimentales. L’hypothese de I’installation d’un régime
de verre de macrospin pourrait expliquer cet écart, mais en méme temps elle n’est pas
compatible avec 1’état de dilution des nanoparticules citratées. Il aurait été intéressant de
refaire ces mémes mesures sur des dispersions colloidales de nanoparticules citratées libres a
différentes concentrations pour constater la persistance de ce deuxieme maximum et pour
relever I’évolution de sa Tmax €n fonction de la fréquence du champ magnétique appliqué.
Cette étude n’a pas pu étre menée faute de temps. D’ailleurs, les mémes mesures en
fréquences sur les suspensions colloidales des nanoparticules sceurs de 5 et 15 nm citratées,
libres et assemblées, n’ont pas pu étre menées. Ce travail d’investigation devra étre complété

a la suite de cette thése.
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En conclusion, les assemblages de nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer citratées
tendent a se comporter comme de large pseudo-monocristaux superparamagnetiques, avec
donc un volume magnétique bien supérieur & celui des nanoparticules individualisées et donc

une barriére d’anisotropie magnétique beaucoup plus grande.

2.2.  Résultats des mesures d’hyperthermie magnétique

2.2.1. Cas des nanoparticules citratées libres

2.2.1.1. Choix des concentrations de travail

Pour commencer, nous avons essayé de mesurer, a température ambiante, les cycles
d’hystérésis en champ alternatif, a des fréquences choisies (typiquement 280-290 kHz et 340-
350 kHz), compatibles avec ’application de I’hyperthermie magnétique, sur des solutions
colloides de nanoparticules citratées (NPs@Citrate) de 5, 10 et 15 nm de diamétre dans 1’eau.
Ces mesures devraient permettre la détermination des valeurs de SAR pour chaque fréquence
choisie et les valeurs de SAR standardisées, a savoir les valeurs de ILP, pour pouvoir, a
termes, comparer les performances de nos nanoparticules a celles de la littérature, pour

I’application visée.

Avant cela, nous avons réalisé des essais prealables pour déterminer la concentration optimale
en nanoparticules d’oxyde de fer (en masse d’¢élément fer par millilitre de solution) pour que
ces mesures soient significatives. En effet, la concentration en nanoparticules doit étre
suffisamment faible pour éviter I’agrégation des nanoparticules et leur floculation et a la fois
suffisamment élevée pour induire un chauffage mesurable par application d’un champ

alternatif a la fréquence choisie.

Grace a une collaboration avec Hong Nam Pham de 1’académie des sciences et technologie du
Vietnam, des mesures de calorimétre ont été menée pour un champ alternatif de 290 kHz et
differentes amplitudes de champ : 4 kA/m (50,3 Oe), 8 kA/m (100,5 Oe), 12 kA/m (150,8
Oe), 16 kA/m (200.1 Oe), 20 kA/m (251,3 Oe) et 24 kA/m (301,6 Oe). Sur I’exemple des
nanoparticules citratées de 10 et 15 nm, les courbes température-temps ont été mesurées pour
différentes concentrations de 0.01 a 1.00 g/L. Cette étude nous a conduit a choisir la
concentration massique en fer entre 0,25 g/L, pour constater une élévation de température

d’au moins un degré pour I’amplitude la plus faible du champ et sans excéder une variation de
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plus de 10 degre (Figure 4.18). En effet, aux concentrations trop faible (0.01 g/L), les effets de
chauffage sont quasiment nuls alors qu’aux concentrations élevées (typiquement 1g/L), le
chauffage est trop fort et ne peut étre transposeé a un usage en clinique du fait du risque réel

d’atteinte des tissus sains a proximité.

Ces résultats sont bien en accord avec plusieurs autres études antérieures sur la capacité de
chauffage de nanoparticules magnétiques lorsque leur concentration augmente [77][78].
Attention, des concentrations trop grandes, ici supérieures a 1,00 g/L pourraient induire
I’apparition d’interactions dipolaires de plus en plus fortes entre les nanoparticules affectant
de facon préjudiciable les relaxations de Néel et de Brown en solution [78]. Les
nanoparticules ne sont alors plus capables de se retourner librement sous 1’action d’un champ
magnétique, ce qui réduit leur capacité a chauffer par friction avec leur fluide porteur. Donc il
existe une concentration optimale en nanoparticules pour laquelle des valeurs élevées du
SAR, tout en minimisant les interactions magnétiques mutuelles entre les nanoparticules, en
évitant leur agrégation et leur floculation et bien sir en modeérant les températures de chauffe
atteinte. Pour ce qui nous concerne, et comme dit ci-avant, nos différents essais nous ont

conduit a retenir la valeur de 0,25 g/L pour la suite de notre étude.
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Figure 4.101: Suivi de I'élévation de température en fonction du temps lors de mesures calorimétriques sur colloides de
nanoparticules d’oxyde de fer citratées de 10 et 15 nm de diamétre sous l'effet d’un champ magnétique alternatif
d’amplitude 12 kA/m et de fréquence 290 kHz, pour des concentrations massiques en fer variant entre 0.25 et 1.00 g/L. Les
élévations de température pour chaque concentration sont données sous la forme d’histogramme.

Aussi, ces mesures préliminaires nous ont permis de choisir la gamme d’amplitude de champ
magnétique de travail. En effet, toujours a 290 kHz, la température des solutions colloidales
préparées augmente significativement avec 1’amplitude du champ Happ, particuliérement pour
des valeurs de Happ de 20 et 24 kA/m comme illustré dans la figure 4.19 sur ’exemple des
solutions colloidales dans 1’eau des nanoparticules citratées de 10 et 15 nm. Faute de temps,
les mesures sur les colloides de nanoparticules citratées de 5 nm n’ont pas pu étre réalisées.
Elles manquent cruellement a notre analyse, surtout que ces particules présentent la plus
faible aimantation et donc une capacité & chauffer moindre. A défaut, les résultats obtenus sur

les NPs@Cit de 10 et 15 nm serviront de référence pour la suite de notre étude.

Par ailleurs, comme le produit de I’amplitude du champ par la fréquence doit continuellement
respecter I’inéquation de sécurité Hx f <5 10° A-m™*.s | les valeurs du champ de 20 et 24
kA/m ne seront pas considérées, car a 280-290 kHz (ou méme a 340-350 kHz), leur produit

par la fréquence de travail dépasse la limite clinique de 5 10° A.m2.s™,
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Figure 4.102: Suivi de I’élévation de température en fonction du temps lors de mesures calorimétriques sur colloides de
nanoparticules d’oxyde de fer citratées de 10 et 15 nm de diamétre sous I'effet d’'un champ magnétique alternatif de
différentes amplitudes (de 4 a 24 kA/m) et & fréquence égale, 290 kHz, pour une concentration massique en fer fixe de 1,00
g/L. Les élévations de température sont données sous la forme d’histogramme pour chaque valeur de champ et chaque type
de particules.

2.2.1.2. Choix de I’amplitude de champ magnétique alternatif appliqué

Dans un second temps, nous avons volontairement choisi de mesurer les cycles d'hystérésis
AC de tous les colloides préparés dans 1’eau milli-Q, des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm de
diametre, libres ou assemblées sur le virus RYMV pour des centrations massiques en fer de
0,25 g/L, et ce pour différentes amplitudes de champ, ne dépassant pas idéalement la valeur
de 16 kA/m. Deux fréquences ont été testées, 280 kHz, proche de celle utilisée pour les essais
préliminaires précédents et 344 kHz. Le choix de ces valeurs de fréquences a été

essentiellement conditionné par les dispositifs de mesures disponibles pendant cette étude.

Ce type de mesure a été privilégié aux mesures calorimétriques classiques, car le mécanisme
de dissipation de la chaleur attendu pour les objets étudiees est selon toute vraisemblance, un

mécanisme de relaxation de Néel. En effet nous savons que pour la gamme de taille de
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particules d’oxyde de fer étudiées (5, 10 et 15 nm de diamétre), le temps de relaxation de Néel
est plus petit que le temps de relaxation de Brown dans 1’eau [24] et donc la relaxation de
Néel est plus rapide que la relaxation de Brown, donc plus efficace pour ce qui nous intéresse
ici.

Ceci étant dit, la question des pseudo-monocristaux de taille supérieure proposée

précédemment

Pour décrire les propriétés magnétiques des assemblages sur virus RYMV reste pendante.
Dans ce cas, la taille des agrégats de nanoparticules devient supérieure a la taille limite
proposée par Fortin et col. [24], au-dela de laquelle le mécanisme de Brown devient
prépondérant dans I’eau. Cette taille limite est d’aprés la figure 4.3, juste au-dessus de 15 nm
de diametre. De 1a, pour étre les plus exhaustifs possible dans I’étude des performances de ces
assemblages vis-a-vis de I’application visée, les mesures de cycles d'hystérésis AC sur ces
assemblages sont complétées par des mesures calorimétriques pour les mémes fréquences et
les mémes amplitudes de champ magnétique. Les valeurs de SAR déduites des deux méthodes

seront ainsi comparées et discutées.

Les cycles d’hystérésis mesurés sur les solutions colloidales dans I’eau des NPs@Cit libres de
5, 10 et 15 nm de diamétre pour des amplitudes de champ maximale de 4, 8, 12, 16, 20 et 24
kA/m sont donnés ci-aprés pour une fréquence de 280 kHz et 344 kHz (Figures 4.20 et 4.21),
la concentration en fer étant fixée comme dit ci-avant a 0,25 g/L.

Les cycles incarnent I'interaction dynamique entre les NPs@Cit libres et le champ magnétique
alternatif. Cette interaction induit un déphasage des moments magnétiques des nanoparticules
par rapport au champ, ce qui entraine une transformation partielle de I'énergie magnétique en
chaleur, qui est ensuite dissipée dans le milieu aqueux. Pour une fréquence donnée,
l'augmentation de I'amplitude du champ Happ élargit les cycles [79][80][81]. Une surface plus
large des boucles d'hystérésis est synonyme d'une plus grande énergie dissipée et par
conséquent d’une valeur de SAR plus grande (Tableau 4.5). A noter qu’on retrouve bien la

dépendance en Happ? du SAR pour les trois lots de nanoparticules (Figure 4.22).

Les valeurs de SAR mesurées indiguent aussi que les nanoparticules citratées de 10 et 15 nm
de diametre sont plus performantes que celles de 5 nm de diamétre (Figure 4.22), du fait de
leurs aimantations supérieures. On rappelle que 1’aimantation & saturation mesurée a trés
basse température sur en champ statique est de 65, 70 et 73 A.m™.kg™ pour les nanoparticules

de 5, 10 et 15 nm, de diamétre, respectivement (Figure 4.11).
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Figure 4.103: Cycles d'hystérésis AC des solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit de 5, 10et 15 nm de diametre ([Fe] =
0.25 g/L) pour différentes amplitudes de champ Hqpp et a la fréquence f de 280 KHz.
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Figure 4.104: Cycles d'hystérésis AC des solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm de diametre ([Fe] =
0.25 g/L) pour différentes amplitudes de champ Hqpp et a la fréquence f de 344 KHz.

280 kHz
H (KA/m) NPs@Citrate de 5 nm NPs@Citrate de 10 nm NPs@Citrate de 15 nm
m
* Aire SAR Aire SAR Aire SAR
(md/kg) ™ | (Wig) ) (md/kg) ™| (Wig) ¢ (md/kg) ™| (Wig) ¢
4 0,7 0,2 10,6 2,9 8,5 2,4
8 8,4 2,3 38,6 10,7 28,0 7.8
12 14,0 3,9 99,5 27,7 68,8 19,2
16 25,2 7,0 206,7 57,5 1125 314
344 kHz
H (kA NPs@Citrate de 5 nm NPs@Citrate de 10 nm NPs@Citrate de 15 nm
m
* ( ) Aire SAR Aire SAR Aire SAR
(mJ/kg) &9 | (W/g) ¢ (md/kg) ™ | (W/g) ¢ (md/kg) | (W/g) ¢
4 14 0,5 13,2 45 8,8 3,0
8 6,0 2,0 56,4 19,2 38,1 13,0
12 30,9 10,5 95,8 32,7 69,0 23,5
16 49,7 16,9 152,2 51,9 106,3 36,2

) L amplitude maximale du champ a été limitée a 16 kA/m pour respecter l'inégalité de sécurité.

() Les valeurs sont exprimées par rapport a la masse de fer dans les colloides étudiés.
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Tableau 4.21: Valeurs des SAR des solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm de diamétre ([Fe] = 0.25
g/L) mesurées a partir des aires de leurs cycles AC, pour différentes amplitudes maximales du champ Hqp, et différentes
fréquences, exprimées par g de fer.

Une lecture attentive des résultats obtenus suggeére que les nanoparticules citratées de 10 nm
restent un peu plus performantes que celles de 15 nm, pourtant plus aimantées. Cette
observation pourrait étre corrélée a la proximité de la valeur de 15 nm du diametre critique

au-dessus duquel le mécanisme de Brown prédomine (Figure 4.3).

En fait, il a été déja plusieurs fois rapporté [77][78], qu’il existe un diamétre critique du cceur
magnétique des nanoparticules d’oxyde de fer, autour de 12-15 nm. Au-dessus ce cette taille
optimale, ’efficacit¢ de chauffage commence a diminuer avec I’augmentation du diameétre
hydrodynamique, de la viscosité et de la polydispersité des nanoparticules. En fait au-dessus
de cette taille, le mécanisme de dissipation de chaleur par relaxation de Brown devient
prédominant comme propose par Fortin et col. [24]. Pour ce qui nous concerne, ous sommes
typiquement proche de ce diamétre critique, peut-étre juste un peu en dessous pour les
NPs@Cit de 10 nm et juste un peu au-dessus pour les NPs@Cit de 15 nm.
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A/ 60
= NPs@Cit5 nm .
01 A NPs@Cit 10 nm 50 A
*  NPs@Cit 15 nm ‘
40 H 40
) — “x
2 A’
E 30 o A K = 304 7
EE =
n < h-2
201 L *--7 U 20+ A
e LT L. -m
10 A A 10 T | IR
0 a,,,-/;*.‘/ T T T T 0'_.'——- T u T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
H_ % (kA% m?) H_ % (KA’m?)
app app

Figure 4.105: Variation du SAR tel que mesuré a partir de I'aire des cycles AC de solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit
de 5, 10 et 15 nm de diamétre ([Fe] = 0.25 g/L) en fonction du carré de I'amplitude de champ pour des fréquences de mesure
de 280 et 344 KHz
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Figure 4.106: Variation du SAR tel que mesuré par calorimétrie sur des solutions colloidales dans I’eau de NPs@Cit de 10 et
15 nm de diamétre en fonction du carré de I'amplitude de champ appliqué pour une fréquence égale a 290 KHz. Les
concentrations massiques en fer sont indiquées pour chaque lot de mesure (0,056 g/L, 0,250 g/L et 1g/L).

Nous avons décidé de recalculer les valeurs de SAR pour les deux séries de nanoparticules,
NPs@Cit de 10 nm et de 15 nm, en employant la méthode calorimétrique a une fréquence de
290 kHz pour les différentes amplitudes de champ analysées. Ensuite, nous avons comparé
ces valeurs avec celles obtenues par des mesures en courant alternatif (AC) a une fréquence
de 280 kHz (Tableau 4.6), en veillant a ce que les concentrations en nanoparticules soient
similaires. A cet effet, nous avons utilisé des concentrations approchantes : environ 0,20 g/L
de fer pour la calorimétrie et approximativement 0,25 g/L de fer pour les mesures AC. De
plus, pour assurer une évaluation précise de ces concentrations, nous avons employé la

spectroscopie de fluorescence X.

NPs@Citrate de 10 nm NPs@Citrate de 15 nm
H (kA/m) © SARCcalorimetrie-200 ktHz | SARac280kHz | SARCalorimétrie-290 kHz SARAc-280 kHz
(W/g) (W/g) (W/g) (W/g)
8 12.1 10,7 11.2 7,8
12 31.0 27,7 24.8 19,2
16 555 57,5 - 31,4

Tableau 4.22: Variations des valeurs de SAR pour les colloides de NPs@Cit de 10 et 15 nm dans I'eau, mesurées par
calorimétrie a une fréquence de 290 kHz et comparées aux mesures AC a 280 kHz. La concentration en fer est de 0,25 g/L
pour les mesures calorimétriques et de 0,20 g/L pour les mesures AC.
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Les valeurs obtenues par les deux meéthodes restent du méme ordre. Nous ne pouvons rien
dire de plus que cette double affirmation, les NPs@Cit de 10 nm sont sans doute a peine plus
petite que la taille optimale pour la meilleure efficacité en hyperthermie magnétique, alors que

les NPs@Cit de 15 nm sont certainement déja trop grandes par rapport a cette taille optimale.

Pour appuyer cette conclusion, nous avons comparé les données de la littérature sur des
nanoparticules d’oxyde de fer, de taille a peu prés équivalente a la taille des deux lots de
nanoparticules qui nous intéressent ici, a savoir les NPs@Cit de 10 et 15 nm (le lot de
particules a 5 nm de diametre est exclu de cette comparaison du fait des faibles valeurs de
SAR mesurées pour lui). Nous avons aussi calculé & partir des valeurs de SAR les valeurs de
ILP, pour rendre la comparaison plus facile. Le tableau ci-apres regroupe les résultats obtenus
et ceux compilés depuis les résultats de la littérature (Tableau 4.7). La tendance semble
respectée, pour des nanoparticules d’oxyde de fer de type maghémite ou presque (notées
Fes30aly-Fe203 dans le tableau ci-apres). Elle ne 1’est pas si la comparaison se porte sur les
nanoparticules de magnétites FesO4 et cela peut se comprendre. Les propriétés magnétiques
intrinséques de Fe3zO4 sont quelque peu différentes (aimantation a saturation plus élevée,

constante d’anisotropie magnétocristalline plus élevée aussi).

Il est a noter aussi que dans notre tableau nous n’avons pas tenu compte de I’état de surface
des nanoparticules notamment celles autour de 15 nm de diamétre pour lesquelles le diametre
hydrodynamique devient un parameétre important, du fait que le mécanisme de Brown y est le

mécanisme de relaxation prépondérant.

L’enrobage des nanoparticules par des macromolécules de plus ou moins grande masse
moléculaire, n’auront pas les mémes frictions avec leur fluide porteurs et caloporteur (I’eau
ici) que celles fonctionnalisées par des petites molécules, et donc pas la méme dissipation de
chaleur par le mécanisme de Brown, celui dépendant de la viscosité du fluide certes mais

surtout du volume hydrodynamique des particules.
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type d’oxyde  Taille des Méthode de synthese  Happi f Méthode de SAR ILP Réf.
de fer particules (KA/m)  (kHz) mesure du (W/gre)  (NnH.m?/kgre
(nm) SAR )
v-Fe203 10 Procédé polyol 8 280 Perte 10,7 0,597 ce travail
344 d’hystérésis 19,2 0,872
AC
290 calorimétrie 12,14 0,654
12 280 Perte 27,7 0,687
344 d’hystérésis 32,7 0,872
AC
290 calorimétrie 31,02 0,654
16 280 Perte 57,5 0,802
344 d’hystérésis 51,9 0,589
AC
290 calorimétrie 55,59 0,749
v-Fe203 15 Procedé polyol 8 280 Perte 7,8 0,435 ce travail
344 d’hystérésis 0,590
AC 13,0
290 calorimétrie 11,27 0,607
12 280 Perte 19,2 0,476
344 d’hystérésis 23,5 0,474
AC
290 calorimétrie 24,8 0,594
16 280 Perte 31,4 0,438
344 d’hystérésis 36,2 0,411
AC
290 calorimétrie - -
Fe3Ouly- 10.3 Bio-synthese 49 485.7  calorimétrie 805,3 0,690 [82]
Fe,03 (magnetoferritine)
FezOuly- 10 Méthode polyol 17.1 386. calorimétrie 69,6 0,613 [83]
Fe203 modifiée 5
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10.0+2 Méthode polyol 10.2 755 calorimétrie 72 0,917 [52]

modifiee
11.7£4.7 Méthode polyol 10.2 755 calorimétrie 189 2,406 [52]

modifiee
Fes04 15 Co-précipitation 13.5 332.8 calorimétrie 261 4,300 [78]
FesO4 15+8 Co-précipitation 12 273 calorimétrie 68 1,730 [84]
Fes0q4 14.5 Méthode polyol 10 755 calorimetrie 134 1,775 [85]

modifiée

Tableau 4.23: Valeurs des SAR et ILP de solutions colloidales dans I'eau de nanoparticules d’oxyde de fer a peu prés sphérique de diamétre moyen avoisinant les 10 et 15 nm telles qu’obtenues

dans

cette

étude

et

dans

la

littérature.
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2.2.1.3.Conclusion

En conclusion, I'efficacité en hyperthermie magnétique des nanoparticules citratées, mesurée
par calorimétrie ou par perte d’hystérésis AC et quantifiée a travers les valeurs de SAR
obtenues (et converties pour comparaison en ILP), dépend de la fréquence, de 1’amplitude du
champ magnétique appliqué, de la concentration en nanoparticules et surtout de leur taille.
Compte tenu des conditions expérimentales & notre disposition, des fréquences f de 1’ordre de
280-290 kHz et 340-350 kHz pour des amplitudes de champ Happ ne dépassant pas les 16
kA/m ont été choisies pour respecter la condition de sécurité (Happ x f <5 10° Am™.s?). Une
concentration optimale en nanoparticules de 0,25 gre/L nous a permis d’obtenir des résultats
satisfaisants et enfin, les particules de 10 nm nous sont apparues plus efficaces que celles a 15
nm, car plus proches en taille du diamétre optimal pour I’hyperthermie magnétique, dans un

modele de relaxation essentiellement de type Néel.

2.2.2. Cas des nanoparticules citratées assemblées sur le virus RYMV
Nous avons continué notre étude en nous intéressant cette fois-ci aux résultats des mesures
AC obtenus sur les assemblages de nanoparticules citratées sur le virus RYMV, en maintenant

la concentration en fer a 0,25 g/L. comme pour 1’étude précédente.

Les cycles enregistrés pour une fréquence de 280 kHz pour les trois types d’assemblages sont
présentés (Figure 4.24). En comparant l'aire des cycles de ces assemblages a celle des
nanoparticules libres, on constate un accroissement significatif. Par conséquent, cela indique

une augmentation des valeurs de SAR.
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Figure 4.107: Cycles d'hystérésis AC enregistrés sur les colloides des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm assemblées sur le virus RYMV
pour différentes amplitudes de champ H,pp et une fréquence constante de 280 kHz ([Fe] = 0,25 g/L).
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Les valeurs obtenues sont regroupées dans la figure 4.25 et comparées. On voit bien que
comparées aux nanoparticules libres, quelques soit la taille de celles-ci, leur assemblage
conduit a un gain significatif en terme de SAR. Ensuite, en comparant ces assemblages en
fonction de la taille des nanoparticules qui les constituent on retrouve bien une augmentation
du SAR quand on passe de 5 a 10 nm de diamétre, par contre on n’observe aucune variation

significative quand on passe de 10 & 15 nm de diamétre.
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Figure 4.108: Histogramme des valeurs de SAR mesurées sur les solutions colloidales des assemblages sur le virus RYMV des
nanoparticules citratées d’oxyde de fer de 5, 10 et 15 nm de diamétre, telles que mesurées a différentes amplitudes de
champ pour une fréquence fixe de 280 kHz ([Fe] = 0,25 g/L).

Nous avons aussi pu mesurer par calorimtérie, sur ’exemple des assemblages de
nanoparticuels citratées de 10 nm de diametre a 290 kHz et des valeurs assez similaires du
SAR ont pu étre obtenu comme résumé ci-apres pour des concnetrations massiques en fer
assez similaires a celle utilisée par les mesures précédentes, 0,20 g/L versus 0,25 g/L (Figure
4.26). On retrouve la méme exaltation de 1’élévation de température et du SAR dans les
assemblages. Les valeurs du SAR déduites de la pente a 1’origine de ces courbes sur ces
assemblages sont du méme ordre de grandeur que celles déduites des aires des cylces
d’hysteresis présentes ci-avant. On trouve ici des valeurs de SAR de 22,4, 61,6 et 90,8 W/gre
pour une amplitude de champ de 8, 12 et 16 kA/m et une fréquence de 290 KHz a comparer
aux valeurs 28,9, 64,3 et 110,0 W/gre pour les mémes amplitudes de champ et une fréquence
de 280 kHz données dans le tableau 4.9.
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Nous n’avons pas relevé la dépendance en champ du SAR. Cette dépendance est toujours une

dépendance parabolique, comme constaté prélablement sur les nanoparticules citartées libres.
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Figure 4.109: Suivi de I’élévation de température en fonction du temps lors de mesures calorimétriques sur colloides de
nanoparticules d’oxyde de fer citratées de 10 nm de diamétre, libres ou assemblées sur le virus RYMV, sous I'effet d’un
champ magnétique alternatif de différentes amplitudes (de 8 & 16 kA/m) et a fréquence égale, 290 kHz, pour une
concentration massique en fer fixe de 0,20 g/L. Les élévations de température sont données sous la forme d’histogramme
pour chaque valeur de champ et chaque systéme.

Nous nous sommes par la suite intéressés a I’effet de la concentration en fer et a 1’effet de la
fréquence sur les capacités de chauffage des assemblages, et ce toujours pour les trois tailles
de nanoparticules. Cette étude a été exclusivement menée sur des mesures par perte
d’hystérésis AC.
Nous avons donc mesuré les cycles d’hystérésis pour des amplitudes de champ maximales de
8, 12 et 16 kA/m a une concentration plus élevée en fer (Tableau 4.8), pour les deux
fréquences de travail possibles, 280 kHz et 344 kHz. Malheureusement, faute de temps, nous
n’avons pas pu préparer les trois colloides (5, 10 et 15 nm) avec la méme concentration. Il est
important de noter que la concentration en fer a été mesurée par spectroscopie de fluorescence
X. La figure ci-aprés presente les cycles enregistrés pour les trois tailles de nanoparticules
(Figure 4.27).
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[Fesnm] [Fe1onm] [Fe1snm]
1,0g/L 0,45 g/L 0,7 g/L

Tableau 4.24 : Valeurs des concentrations en fer des solutions colloidales de nanoparticules d’oxyde de fer de différentes
tailles et de leurs assemblages sur le virus RYMV, dans I'eau milli-Q.

Le tableau 4.9 présente les valeurs du Taux d'Absorption Spécifique (SAR) extraites des
courbes correspondantes. Il ressort que l'augmentation du SAR est remarquable,
indépendamment de l'intensité du champ appliqué, de sa fréquence ou de la dimension des
nanoparticules. Nous avons plafonné l'intensité du champ a 16 kA/m afin de rester dans les
limites de sécurité. De plus, les valeurs de SAR sont rapportées a la masse de fer contenue
dans les colloides analyses.

La premicre conclusion qui s’impose a la lecture de ces données, est celle de dépendance du
SAR a l’amplitude du champ appliqué en H? et ce pour les tous les assemblages de

nanoparticules, quelle que soit leur taille et quelle que soit la fréquence de travail entre 280 et
344 kHz (Figure 4.27 et 4.28)
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Figure 4.110: Cycles d'hystérésis AC enregistrés sur les colloides des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm assemblées sur le virus RYMV
dans I'eau pour différentes amplitudes de champ H,p et différentes fréquences, 280 et 344 kHz avec [Fesym] = 1 g/L, [Feionm]
=0,45 g/L et [Fe1som] = 0,7 g/L.
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Figure 4.28: Variation du SAR tel que mesuré a partir de I'aire des cycles AC de solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit
de 5, 10 et 15 nm de diamétre assemblées sur le virus RYMV (avec [Fesnm] = 1 g/L, [Feionm] = 0,45 g/L et [Fe1snm] = 0,7 g/L. L)
en fonction de I'amplitude de champ appliqué H pour des fréquences de mesure de 280 et 344 KHz. Les traits en continue
correspondent a un affinement en H2.
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La deuxieme conclusion est ’exaltation des valeurs du SAR sur les assemblages comme
illustré dans la figure 4.29. Ceci est a souligner. Nous retrouvons des comportements pour ces
assemblages, dignes des nanofleurs d’oxyde de fer décrits dans la littérature comme de vrais

pseudo-monocristaux.

La troisiéme conclusion concerne I’effet de la fréquence de travail. On voit que les valeurs de
SAR mesurées restent a peu pres égales quand on change la valeur de la fréquence de 280 a
344 kHz, signifiant que nous devons déja étre a ces fréquences, somme toutes proches, dans

un optimum de fréquence.

280 kHz
NPs@Cit 5 nm/RYMV NPs@Cit 10 nm/RYMV | NPs@Cit 15 nm/RYMV
*) ) =)
H kA/m - - -
AiremJ/kg | SARWI/g | Aire mJ/kg SAR W/g Aire mJ/kg SAR W/g
4 18,30 5,10 28,0 7,8 25,10 7,00
8 65,10 18,10 103,7 28,9 104,60 29,10
12 120,0 33,40 230,9 64,3 226,50 63,10
16 213,20 59,30 394,8 110,0 368,70 102,70
344 kHz
NPs@Cit 5 nm/RYMV NPs@Cit 10 nm/ RYMV NPs@Cit 15 nm/ RYMV
*) ) =)
H kA/m : - .
AiremJ/kg | SARWI/g | Aire mJ/kg SAR W/g Aire mJ/kg SAR W/g
4 19,6 6,7 27,2 9,3 25,5 8,7
8 70,6 24,0 90,5 30,9 100,4 34,2
12 121,4 41,2 203,8 69,4 208,9 71,2
16 185,6 63,2 297,1 101,2 278,2 94,8

(*) [FeSnm] = 1 g/L

(**) [Felonm] = 0,45 g/L

(***) [Felsnm] = 0,7 g/L

Tableau 4.25: Valeurs des SAR des solutions colloidales dans I'eau des NPs@Cit de 5, 10 et 15 nm de diamétre apres leur
assemblage sur le virus RYMV, mesurées a partir des aires de leurs cycles AC, pour différentes amplitudes maximales du
champ Hqpp et une fréquence fixe de 280 kHz, exprimées par gramme de fer.
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Figure 4.29-a: Histogramme des valeurs de SAR mesurées sur les solutions colloidales des assemblages sur le virus RYMV des
nanoparticules citratées d’oxyde de fer de 5, 10 et 15 nm de diametre, telles que mesurées a différentes amplitudes de
champ pour une fréquence fixe de 280 kHz ([Fesnm] = 1 g/L, [Feionm] = 0,45 g/L et [Feisnm] = 0,7 g/L.).
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Figure 4.111-b: Histogramme des valeurs de SAR mesurées sur les solutions colloidales des assemblages sur le virus RYMV
des nanoparticules citratées d’oxyde de fer de 5, 10 et 15 nm de diametre, telles que mesurées a différentes amplitudes de
champ pour une fréquence fixe de 344 kHz ([Fesnm] = 1 g/L, [Feionm] = 0,45 g/L et [Feisnm] = 0,7 g/L.).

Bien que la comparaison compléte des différentes tailles de nanoparticules soit complexe en

raison des variations de concentration en fer, les tendances observées demeurent cohérentes.

Dans le but d'examiner I'évolution des propriétés magnétiques avant et apres assemblage,
nous avons analysé notre systéeme composé de nanoparticules NPs@Cit de 10 nm greffées a la
surface de virus. Un échantillon témoin de NPs@Cit de 10 nm a la concentration identique de
0,45 g/L a également été évalué. Pour cet assemblage et les NPs@Cit libres, les valeurs d’ILP
ont été calculées en utilisant I’Eq. 6 et comparées a différentes fréquences de 280 et 344 kHz
ainsi qu'a diverses amplitudes de champ, allant de 4 a 16 kA/m (Tableau 4.10, Figure 4.29),

en veillant a ne pas dépasser les 16 kA/m afin de respecter les normes de sécurité.
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ILP28okH:z (nH.m2/nge) ILP344kHz (nH.m2/nge)
H (kA/m) | NPs@Cit 10 nm | NPs@Cit 10nm/ | NPs@Citl0 nm | NPs@Cit 10 nm
RYMV / RYMV
4 0,647 1,740 0,818 1,690
8 0,597 1,610 0,872 1,400
12 0,687 1,590 0,660 1,400
16 0,802 1,530 0,589 1,150

Tableau 4.26: Comparaison de l'inductance de perte magnétique des NPs@Citrate de 10 nm avant et aprés greffage sur
RYMV aux fréquences de 280 kHz et 344 kHz avec une concentration de fer de 0.45 g/L.

Lorsqu'on compare les valeurs de I’ILP des particules citratées libres et greffées, une
augmentation spectaculaire est observée et ce quelque soit la valeur de I’amplitude du champ
ou de sa fréquence. Comparees aux valeurs de la littérature, les valeurs obtenues sur les
particules greffées sont plus proches de celles des mesurées sur les nanofleurs d’oxyde de fer,
assumees étre des pseudo-monocristaux que sur les nanoparticules libres. Ainsi des valeurs de
’ILP de I’ordre de 1,7 nH.m?kgre sont obtenues contre des valeurs de 1’ordre de 0,6
nH.m?/kgre. Et a titre d’exemple, en se basant sur les valeurs données par Hemery et col.
(Tableau 4.3), pour des nanofleurs d’oxyde de fer de différents diameétres (29 a 32 nm par
exemple), proches du diametre de nos agrégats (environ 45 nm) des valeurs de 2,6 a 3,0
nH.m?/kgre sont reportées, supérieures a celles de nos agrégats mais du méme ordre de
grandeur. Cette proximité des valeurs de I’'ILP sont a souligner. Nos agrégats ont été obtenus
par simple greffage a température ambiante sur un virus de plante choisi. Le greffage induit
leur orientation cristallographique les rendant capables, dans cette configuration, de dissiper
presque autant de chaleur que des pseudo-monocristaux préparées a chaud par nucléation et

croissance contr6lées en milieu polyol.
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3. Conclusion

Dans ce chapitre, les propriétés magnétiques et magnétocalorimétriques des nanoparticules
d'oxyde de fer citratées (NPs@Citrate) et de leurs assemblages sur le virus RYMV ont été
explorées. Les mesures de magnétométrie dc et ac ont montré que les nanoparticules libres ou
assemblées présentent toutes un comportement superparamagnétique, avec un volume
magnétique effectif qui croit avec la taille des nanoparticules, mais aussi pour une taille de
cristallite donnée, qui croit avec I’assemblage. Cette différence traduit un assemblage ordonné
des nanocristaux sur le virus choisi, formant a la limite, une sorte de pseudo-monocristaux, ou
se comportant comme tel... Ces pseudo-monocristaux bio-inspirés seraient des anologues
artificiels des nanofleurs d’oxyde de fer décrits dans la littérature par R. Bazzi et col. D’abord
[86] et puis par toutes les équipes pratiquant la synthése polyol, comme les équipes de Olivier
Sandre a Bordeaux en France ou Maria del Puerto Morales a Madrid en Espagne, pour ne citer

que celles-ci.

Le greffage des nanoparticules d’oxyde de fer sur le virus RYMV représente une avancée
majeure, offrant des améliorations notables dans leurs performances en hyperthermie

magnétique.

Si, nous avons montré que les nanoparticules citratées de 10 nm de diamétre présentent les
meilleures performances en hyperthermie magnétique dans leur état libre, ces performances
sont décuplées quand ces mémes nanoparticules sont greffées sur le virus RYMV. Des valeurs
de ’ILP de ’ordre de 1,6 nH.m?/kgee ONt été mesurées sur leurs assemblages sur le virus
RYMYV contre des valeurs de ’ordre de 0.6 nH.m?%/kgre avant leur greffage.

En somme, ces résultats démontrent I'avantage distinct des nanoparticules d'oxyde de fer
citratées assemblées par le biais du virus RYMV, offrant des perspectives prometteuses pour
I'optimisation des traitements par hyperthermie magnétique.
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Conclusions

Dans cette these, j'ai réussi en utilisant la méthode polyol a synthétiser des nanoparticules de
maghémite de tailles variées, spécifiquement de 5, 10 et 15 nm, connues pour leurs propriétés
magnétiques intéressantes. Pour assurer leur stabilité a long terme, j'ai innové en enrobant ces

nanoparticules avec du citrate, une approche qui a prouvé son efficacité.

Un aspect crucial de mon travail a été I'assemblage méticuleux de ces nanoparticules sur les
surfaces de deux virus de plantes distincts, le TYMV (Turnip yellow mosaic virus) et le
RYMV (Rice yellow mottle virus). Cette étape, inédite dans le domaine, a nécessité une
approche détaillée pour garantir un greffage réussi et reproductible. Nous avons obtenu des
nano-biomatériaux solubles et stables dans 1’eau, utilisables dans des milieux bioloiques. De
plus ce greffage a été réalisé a température ambiante ouvrant la voie a la synthese de pseudo-
monocristaux dans des conditions expérimentales douces. Suite au succes de ce greffage, j'ai
entrepris une analyse approfondie des propriétés des nouveaux nano-bio-hybrides ainsi

formés.

Le greffage des nanoparticules d’oxyde de fer sur les virus TYMV et RYMV représente une
avancée majeure, offrant des améliorations notables dans leurs performances respectivement
en photothermie et hyperthermie magnétique par rapport aux nanoparticules citratées libres.
Nous avons montré que ces matériaux sont notamment performant méme a de faibles
concentrations. Cette amélioration des propriétés offre ainsi des perspectives innovantes et
potentiellement révolutionnaires pour I’utilisation de ces hybrides dans une variété de

domaines, allant de la médecine a la technologie des matériaux.
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1. Produits

1.1. Produits chimiques

Nom Masse Formule Fournisseur
Molaire Brute
(g/mol)
Acétate de fer (I1) 173.93 C4H7FeOy4 Sigma Aldrich
NHS (N-hydroxysuccinimide) 115.09 C4HsNO3 Sigma Aldrich
EDC (N-(3-diméthylaminopropyl) -N'- 191.70 CsH17N3 Sigma Aldrich
éthylcarbodiimide)
EDTA (acide 2,2',2",2"'-(éthane-1,2- 292.24 C10H16N20s Acros
diyldinitrilo) tétraacétique)
MES (Acide 2-(N-morpholino) 217.20 CeH13NNaO4S Applichem
éthanesulfonique)
Acide Borique 61.83 H3BO3 Sigma
Acide Citrique 294.1 CeHsO7Nas Sigma
Tris (ou 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3- 121.135 C4H11NO3
propanediol)
Agarose Bio Reagent for Molecular Sigma
Biology
Low melting point Agarose Bio Reagent for Molecular | Thermoscientific
Biology
Agarase Bio Reagent for Molecular | Thermoscientific
Biology
Hydroxyde de sodium 40 HNO3 Sigma
Lauryl Sulfate: SDS Sodium 288.4 C12H2504SNa Sigma
dodecylsulfate
Glycine 75.07 C2HsNO2 Sigma
Calcium Chloride 110.99 CaClz Prolabo
Potassium Phosphate monobasic 136.09 HoKO4P Sigma
Potassium Phosphate dibasic 174.18 HK204P Sigma
Glycerol 92.09 C3HsO3 Sigma
Tableau 27.5: Liste des produits chimiques employés au cours de cette these
1.2. Solutions Tampons
Nom Composition pH
TBE 10X [Tris base] = 890 mM ; [Acide borique] = 890 mM ; 8.0
[EDTA] =20 mM
TBE 1X [Tris base] =89 mM ; [Acide borique] =89 mM ; 8.0
[EDTA] =2 mM
MES [MES] =0.5M 7.0
Phosphate [Phosphate] = 100 mM 7.0
Tris-SDS [Tris base] =57.8 mM ; [Glycine] =2 M ; [SDS] = 34 7.0
mM
Chlorure de calcium [CaCl;] =0.5 M
Bis-Tris [Bis-Tris] =1 M 6.5
Acétate [Acétate] = 10 mM 5.0

226



Tableau 28.5: Solutions tampons utilisées durant les travaux de cette these

2. Préparation et caractérisation des virus de plantes

2.1. Extraction et préparation des virus de plantes

2.11. TYMV

Le virus de la mosaique jaune du navet (TYMV), en collaboration avec I’Institut Jacques
Monod, a été cultivé et inoculé sur des plants de chou chinois. Les feuilles infectées ont été
homogénéisées en utilisant un mélangeur dans 5 ml/g de Tris-HCI 10 mM pH 7,0. Le mélange
a ensuite été centrifugé a 3,200 x g pendant 30 min a 4°C, et le surnageant a été récupéré et
ajusté a pH 4,8 avec l'acide acétique. Suite a une incubation nocturne a 4°C, I'échantillon a été
de nouveau centrifugé dans les mémes conditions. Le nouveau surnageant a été récupéré puis
centrifugé a 165,000 x g avec un rotor de type 70 Ti rotor pendant 3 heures a 4 °C. Le culot,
contenant les particules virales a été ensuite remis en suspension dans du tampon phosphate
de potassium 10 mM pH 7,4 et a nouveau centrifugé a 15,000 x g pendant 15 min a 4°C. Le
surnageant a subi un autre cycle de centrifugation a grande vitesse / basse vitesse, a été filtré
sur 0,22 um et la concentration virale a été mesurée en utilisant un coefficient d'absorption de

8,6 L. gt.cm™ a 260 nm. Les particules virales ont été stockées pendant des mois a 4 °C [1].

2.1.2. RYMV

En collaboration avec I’'IRD (institut de recherche pour le développement) de Montpellier, les
virus de la panachure jaune du riz de RYMV ont été purifiées a partir de jeunes feuilles de riz
fraiches ou congelées, collectées 14 jours apres I'inoculation. Par la suite, ces feuilles ont été
broyées dans I'azote liquide et homogénéisées dans un tampon phosphate 0,1 M, pH 5,0. Une
étape de purification additionnelle a été réalisée a travers un gradient de saccharose de 10 a 40
% par centrifugation a 3000 x g pendant 2 h. La concentration de la préparation virale a été
évaluée en utilisant un coefficient d'absorption de 6,5 L. gt.cm™ a 260 nm. Les particules
virales ont été stockées pendant des mois dans un tampon acétate 0,1 M pH 5,0 a 4 °C suite a

I'extraction [2].

2.2. Dosage des protéines

2.2.1. Dosage spectrophotométrique par spectrophotométrie d’absorption
UV-visible
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La spectrophotométrie d'absorption UV-Visible est une méthode analytique de nature
physicochimique. Elle repose sur la mesure de la quantité de lumiere a une certaine longueur
d'onde, notée A, lorsqu'elle traverse un milieu récepteur sur une distance mesurée, notée 1.
Cette approche est effectuée en présence d'une intensité incidente initiale, notée lo, qui
diminue suite a cette interaction et est exprimée par l'intensité 1. L'absorbance de la solution

est mathématiquement liée aux intensités | et lo et suit la loi de Beer-Lambert (Eq. 1) :
Ax:|Oglo(ITO):CX1X8x (Eq. 1)

Avec A, l'absorbance de 1’espece absorbante C, la concentration de 1'échantillon 1, la longueur
du trajet optique et € le coefficient d’absorption molaire de cette espece a la longueur d’onde

A.

TYMV et RYMV présentent une bande maximale d’absorbance a 260 nm, avec des
coefficients d’absorption massique respectifs de 8,6 et 6,5 L.cm™. mol™. La concentration de
virus a été calculée a partir des spectres d'absorption mesurés, en appliquant la loi de Beer-

Lambert.

Les mesures d'absorption par spectrophotométrie ont été effectuées a une température de 25°C
+ 0,5°C avec un spectrophotométre UV-visible Varian Cary 4000, équipé d’un systéme de

thermostat a effet Peltier.
Les échantillons ont été analysés dans des cuvettes en quartz avec un trajet optique de 1 cm.
2.2.2. Dosage colorimétrique par la méthode de Bradford

L’albumine sérique humaine (HSA) est utilisée dans le cadre de la méthode de Bradford pour
la quantification des protéines. Diverses solutions de HSA a des concentrations déterminées
sont préparées. Par la suite, ces solutions sont mélangées avec le réactif de Bradford. Ce
dernier se lie spécifiquement aux protéines, affichant une absorption maximale a une longueur
d’onde de 595 nm. La lumiere absorbée a cette longueur d'onde est proportionnelle a la
concentration protéique, offrant ainsi un moyen précis d'évaluer la concentration de protéines

dans un échantillon donné.

228



o
w
&

o
w

y = 0.0378x- 0.0078
R2 = 0.9971

o
N
o

2
N

0.15 A

0.1

ABsrbance (595 nm)

HSA standard (mg/ml)

Figure 5.112 : Courbe d'étalonnage du test Bradford en fonction de la concentration de HSA pour le dosage des protéines.

Pour une expérience de référence, diverses concentrations connues d'albumine sérique
humaine (HSA) ainsi qu'un échantillon dont la concentration en virus (TYMV et RYMV) est
inconnue sont mélangés avec le réactif de Bradford. Cette combinaison est ensuite laissée a
température ambiante pendant 5 minutes (Figurel.5). L’absorbance est ensuite mesurée a une
longueur d'onde de 595 nm. Afin de déterminer la concentration de protéines (exprimée en
mg/ml), I'équation expérimentale qui a €té trouvé y=0,0378x-0,0078 est utilisée (Figure 5.1)

ou "y" est I'absorbance et "x" la concentration.

3. Synthese, fonctionnalisation et caractérisation des nanoparticules
d’oxyde de fer

3.1. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer de différentes tailles par voie

polyol
3.1.1. Synthese des nanoparticules d’oxyde de fer de 5 nm

Dans un ballon bicol de 250 ml, 1,49 g d'acétate de fer (11), 7 ml d'eau distillée et 85 ml de
diéthylene glycol sont combinés (étape 1(a), la Figure 5.2). Aprés avoir été agité pendant 10
minutes, le mélange est progressivement chauffé sous agitation jusqu’a atteindre 180°C a une
vitesse de 6°C/min. Une fois la température d'ébullition atteinte, le mélange réactionnel est

maintenu en agitation pendant 3 heures, avant d'étre refroidi a température ambiante.

Pour récupeérer les nanoparticules produites, un processus de lavage multi-cycles est employé
pour oxyder la magnétite synthétisée et éliminer l'acétate de fer ainsi que les résidus de

polyol. Ces lavages sont réalisés en effectuant des centrifugations de 30 minutes a 20000 tours
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par minute, suivies de I'élimination du surnageant. Cing cycles de lavage sont effectués en
tout : trois avec de I'acétone, un avec de I'eau chaude, et le dernier avec de I'acétone (étape 2,
Figure 5.2). Cette série de procédures aboutit a I'obtention d'une poudre brune. En raison de
leur petite taille, les nanoparticules subissent une oxydation supplémentaire, soit dans une
étuve a 50°C pendant quelques heures, soit a I'air ambiant pendant une nuit (étape 3, Figure
5.2).

3.1.2. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer de 10 nm

Dans un ballon bicol de 250 ml, on combine 2.17 g d’acétate de fer (II), 1 ml d'eau et 125 ml
de triéthylene glycol (étape 1(b), Figure 5.2). Le mélange est ensuite agité pendant une durée
de 10 minutes. Puis, tout en maintenant une agitation mécanique a 500 rpm, la température est
augmentée progressivement jusqu’a 230°C a une vitesse de 6°C/ min. Une fois la température
désirée atteinte, on continue d'agiter le mélange pendant 2 heures supplémentaires. Le
mélange est ensuite refroidi a température ambiante. Pour récupérer les nanoparticules,
plusieurs cycles de centrifugation sont réalises. On effectue deux centrifugations avec de
I'acétone, puis deux autres avec de I'éthanol, une autre avec de I'eau chaude et finalement une
derniére centrifugation avec de I'éthanol, chacune étant réalisée pendant 20 minutes a 15,000
tours par minute (étape 2, Figure 5.2). La poudre obtenue est ensuite séchée, soit en étant
placée dans une étuve réglée a 50°C pour quelques heures, soit en étant laissée a l'air libre

pendant une nuit, conformément a I'étape 3, Figure 5.2.

3.1.3. Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer de 15 nm

Dans un ballon bicol de 250 ml, on mélange 2,20 g d'acétate de fer (11), 200 ul d'eau distillée
et 62 ml de tétraéthylene glycol (étape 1(c), Figure 5.2). Le mélange est ensuite agité pendant
10 minutes, puis chauffé sous agitation mécanique a 400 tours par minute, augmentant la
température a 240°C a un rythme de 6°C /min. Aprés cela, le mélange est refroidi jusqu'a la
température ambiante. La récupération des nanoparticules se fait a travers plusieurs cycles de
centrifugation. Les deux premieres sont effectuées avec I'acétone, suivies de deux autres avec
I'éthanol, puis une dans l'eau chaude, et enfin une derniére avec I'éthanol. Chaque
centrifugation est menée a 10,000 rpm pendant 15 minutes (étape 2, Figure 5.2). Pour
terminer, les nanoparticules synthétisées sont oxydées. Ce processus est réalisé en placant les
nanoparticules dans une étuve réglée a 50°C pendant quelques heures, ou en les laissant a l'air

ambiant pendant une nuit (étape 3, Figure 5.2).
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Figure 5.113 : Synthése des nanoparticules d’oxyde de fer (maghémite) par voie polyol.

3.1.4. Tableau récapitulatif

Taille (nm) 5 10 15
m acétate (g) 1.49 2.17 2.20
m eau (Q) 7 1 0.20
n acétate (mol) 0.01 0.01 0.01
n eau (mol) 0.38 0.05 0.01

h (n eau/n acétate) 38 5 1

Solvant Diéthylene Glycol Triéthylene Glycol | Tétraéthyléne Glycol

V solvant (ml) 85 125 62
Teb polyol (°C) 245 285 314
Tep atteint (°C) 180 230 240

Tableau 5.29: Tableau récapitulatif des conditions expérimentales des synthéses de nanoparticules d’oxyde de fer de trois
tailles différentes.

3.2. Stabilisation des nanoparticules synthétisés

3.2.1 Stabilisation des nanoparticules synthétisés par citrate (NPs@citrate)

Dans un ballon bicol de 250 ml, 500 mg de nanoparticules de maghémite, préalablement
synthétisées par la voie du polyol, sont dispersés dans 25 ml d'eau a I'aide d'une sonication.
Ensuite, 75 ml d'une solution d'acide citrique a 50 mM sont ajoutés a cette dispersion. Le
mélange est alors agité pendant 10 minutes. Il est ensuite porté a ébullition et maintenu dans
cet état pendant 30 minutes (étape 1, Figure 5.3). Aprés cela, le mélange est refroidi a la
température ambiante. Pour la purification des nanoparticules, plusieurs cycles de lavage sont
entrepris. 1ls se déroulent par décantation magnétique, chaque cycle étant suivi d'une
immersion dans I'éthanol (étape 2, Figure 5.3). Enfin, un processus de séchage est appliqué
aux nanoparticules. Elles peuvent étre séchées dans une étuve a 50°C ou laissées a l'air

ambiant pendant une nuit (étape 3, Figure 5.3).
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Figure 5.114 : Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer (maghémite) avec citrate par voie polyol.
3.2.2. Stabilisation des nanoparticules synthétisés par Dopamine (NPs@Dopa)

Dans un ballon bicol de 250 ml, 200 mg de nanoparticules de maghémite déja synthétisées
sont dispersés dans 100 ml d'eau distillée. Cette dispersion est ensuite soumise a un traitement
par ultrasons pendant une durée de 20 minutes. Suite a cette étape, 2 g de dopamine sont
ajoutés a la solution, qui est a nouveau exposée aux ultrasons, cette fois pendant une heure. Le
mélange est ensuite gardé a 1’obscurité pendant une nuit. Afin de purifier les nanoparticules,
plusieurs cycles de lavages sont effectués en utilisant de l'acétone et en procédant a une
décantation magnétique. Enfin, les nanoparticules sont déposées dans une étuve a 50 °C pour
y étre séchées.

3.2.3. Stabilisation des nanoparticules synthétisés par acide 3-
aminopropylphosphonique (NPs@APPA)

Dans un ballon bicol de 100 ml, 300 mg de nanoparticules de maghémite synthétisées sont
mises en suspension dans 75 ml deau distillée. Ensuite, 65 mg dacide 3-
aminopropylphosphonique (APPA) sont ajoutés au mélange, qui est ensuite agité
mécaniquement a une température de 60°C pendant 12 heures. Afin de récupérer les
nanoparticules fonctionnalisées, une décantation magnétique est employée. Cette étape est
suivie de trois cycles de lavage avec de l'eau distillée. Finalement, les nanoparticules sont

séchées dans une étuve réglée a une température de 50°C, et ce, pendant une nuit.
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4. Greffage des nanoparticules syntheétiseés et fonctionnalisés sur
la capside de virus

4.1. Réaction de couplage EDC/NHS

4.1.1. Greffage des NPs@Citrate sur TYMV

Deux stratégies distinctes sont développées pour greffer des NPs@Citrate sur la capside
virale. La premiere stratégie implique la formation d’une liaison covalente en utilisant la
réaction d'amidation EDC / NHS activée. Le nombre de particules de TYMV est deduit de la
masse moléculaire de la capside (3,6 MDa), et celui de I’oxyde de fer est déduit des données
obtenues par diffraction des rayons X et microscopie électronique a transmission. Chaque
méthode initie I'activation de 2,2 mg d’oxyde de fer de 10 nm fonctionnalisé (NPs@Citrate)
(~ 8 x 10 particules/ml) en vue de les greffer avec 25 pug de TYMV (~ 4 x 10*2 particules de
TYMV), assurant ainsi un exces de nanoparticules par rapport au virus. Dans la premiére
stratégie, des liaisons peptidiques sont formées entre les nanoparticules de maghémite
fonctionnalisées par groupe carboxyle et les groupes amines présents sur la capside virale. A
cet effet, 'EDC (N-(3-diméthylaminopropyl) -N'-éthylcarbodiimide) dissous dans I’eau
distillée a une concentration finale de 1,5 mM, est intégré aux NPs@citrate, activant les
groupes carboxyle sur les NPs@Citrate. Aprés une agitation de 30 minutes a température
ambiante, du NHS a une concentration de 3,75 mM est incorporé. Apres 45 min, les
nanoparticules fonctionnalisés pré-activées sont mélangées avec la capside du TYMV et
laissées en réaction, sous agitation de 750 rpm a température ambiante, pendant 24h. La
deuxiéme stratégie consiste & modifier la surface du virus en y greffant un groupe catéchol. La
dopamine (~6,9 x 10® mol/ml) est greffée sur le TYMV préalablement activé, en utilisant la
méme procédure et concentration d’EDC/NHS que précédemment. Les NPs@Citrate sont
ensuite ajoutés sur le virus modifié et laissées en incubation pendant 24 heures, permettant
ainsi la création d'une liaison covalente et achevant le greffage des NPs@Citrate sur la
capside du TYMV. Quelle que soit la stratégie de greffage employée, les mélanges obtenus
sont concentrés a 100 uL a 1'aide d’un concentrateur Vivaspin® 500 MWCO 10k, avec un
volume maximal inséré de 500 uL, dans le but d'éliminer I’excés de carbodiimide et de
succinimide. Cette étape de lavage a 1’ecau et de centrifugation est effectuée trois fois, en
utilisant une centrifugeuse a angle fixe, maintenue a 25 °C pendant 15 minutes a une vitesse
de 10,000 rpm.
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4.1.2. Greffage des NPs@Citrate sur RYMV

La premiére stratégie a été mise en ceuvre pour réaliser le greffage des NPs@Citrate sur la
surface du RYMV. Cette réaction de greffage a été effectuée dans 1’eau M-Q. Le nombre de
particules de RYMV a été calculé en se basant sur la masse moléculaire de sa capside (5,4
MDa). Dans ce cadre, 1,5 mg d’oxyde de fer de 10 nm fonctionnalisées avec du citrate (~ 6 X
10 particules/ml), ont été préparés pour le greffage avec 25 pg de RYMV (~ 3 x 10%
particules de RYMV). La quantité de NPs@Citrate employeée était ajustée selon le ratio de
greffage désiré, avec une concentration de RYMV fixée a 100 pg/ml pour chaque réaction.
Pour amorcer la réaction, de I'EDC (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropropyl) carbodiimide) a
une concentration finale 1,5 de mM a été ajouté pour activer les NPs@Citrate. Aprés une
agitation de 30 minutes a température ambiante, le NHS (N-Hydroxysuccinimide) a été ajouté
a une concentration finale de 3,75 mM. Une fois 45 minutes écoulées, les NPs@Citrate
préactivées ont été combinées avec la capside du RYMYV et laissées en réaction, a température
ambiante et dans l'obscurité, pendant deux nuits. Pour éliminer I'exces de carbodiimide et de
succinimide, une étape de centrifugation a été réalisée en utilisant des Vivaspin® 500 MWCO
10k, (avec un volume maximal inséré de 500 pL) ou plusieurs lavages par décantation
magnétique ont été effectués. Enfin, le mélange a été dispersé et récupéré.

4.2. Caractérisation par électrophorese

4.2.1. Electrophorese sur gel d’agarose

L’électrophorése est une technique biochimique qui sert a séparer, identifier, et purifier des
particules selon leur taille et leur charge (Figure 5.4). Un gel d’agarose a des concentrations
de 1% et 1,2 % (dissolution de 1 g et 1,2 g respectivement d'agarose dans 100 ml de tampon
TBE 1x) sont préparés et chauffés au micro-ondes pendant 3 minutes jusqu'a la dissolution
complete de l'agarose. La concentration de I'agarose dans le gel dépend de la taille des
particules a séparer. Une fois refroidi, I'agarose fondu est coulée dans un moule avec un
peigne inséré pour former des puits (étape 1, Figure 5.4). Ensuite, le plateau de gel est
positionné dans une boite d'électrophorese (étape 2, Figure 5.4). Pour chaque échantillon, 10
pl de TYMV et RYMV, ainsi que 25 pl de NPs@Citrate greffes sur TYMV et RYMV, sont
mélangés avec 2,5 ul de tampon TBE 10x (89 mM Tris-base, 89 mM d'acide borique, 20 mM
d'EDTA, pH 8,0) et 2,5 pL de glycérol a 50 % dans I'eau (étape 3, Figure 5.4). Un colorant de

chargement, le bleu de bromophénol (0,04 % de bleu de bromophénol, 5 % de glycérol dans
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I'eau) est ajouté uniquement a I'échantillon du virus seul pour suivre la migration de
I'échantillon dans le gel, surtout si I'échantillon est incolore. Les mélanges sont ensuite
déposés dans les puits du gel (étape 4, Figure 5.4). Le méme tampon utilisé pour la
préparation du gel est ajouté dans la boite d’électrophorése pour couvrir la surface du gel
(étape 5, Figure 5.4). Le couvercle est ensuite replacé sur la boite d’électrophorése en
vérifiant que les électrodes sont correctement connectées aux fentes d'alimentation électrique
(étape 6, Figure 5.4). Le gel est ensuite soumis a une tension définie de 100 V (correspondant
a 5 Vicm) pour le greffage des NPs@Citrate-TYMV et NPs@Citrate-RYMV. Cette
application de tension continue jusqu'a ce que le colorant de suivi bleu de bromophénol
mélangé a I'échantillon de contrdle du virus atteigne environ les trois quarts de la longueur du

gel (étape 7, Figure 5.4).

Figure 5.115 : lllustration des étapes de préparation du gel d'agarose

4.2.2. Coloration et décoloration du gel

Apres ’électrophorese, le gel subit une étape de coloration en étant immergé dans une
solution composée de 0,15 % de bleu de Coomassie, dilué dans un mélange d'acide acétique,
d'éthanol et d'eau distillée selon un rapport volumétrique de 1/2/2, et ce, pendant 20 minutes.
Cette étape permet la mise en évidence des protéines sur le gel. Suite a la coloration, le gel est
ensuite décoloré en le trempant dans une solution de décoloration composée de 10% d'acide
acetique, 20% d'ethanol et 70% deau distillée, rendant ainsi les bandes protéiques

distinctement visibles sur le gel.

Pour une détection alternative des acides nucléiques, le gel est coloré avec du bromure
d'éthidium (ETBr), un colorant fluorescent, utilisé a une concentration de 10 mg/ml. Aprés

cette étape de coloration, le gel est décoloré en utilisant du tampon TBE 1x, qui est renouvelé
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toutes les 20 minutes au cours de cette étape, permettant ainsi une observation efficace des

acides nucléiques.

4.2.3. Séparation et purification.

Afin de purifier le produit nano bio-hybride, une électrophorése est réalisée en utilisant de
I'agarose a faible point de fusion, sous les mémes conditions que pour une électrophorese
standard sur agarose. Le gel est soumis a une tension de 100 V (correspondant a 5 VV/cm) pour
le greffage avec TYMV et RYMV, dans un tampon TBE 1x. La migration est poursuivie
jusqu'a ce que la couleur du bleu de coomassie parcourt les trois quarts de la longueur du gel.
Pour chaque processus de greffage, deux échantillons sont soumis a I'électrophorese. L'un des
échantillons, coloré avec le bleu de Coomassie, sert de référence pour repérer la bande
spécifiqgue a extraire dans le deuxieme échantillon, correspondant au greffage des
NPs@Citrate sur la capside virale. Une fois la bande a récupérer identifiée, elle est
soigneusement découpée du gel, placée dans un tube Eppendorf de 2 ml, et incubée a 70°C
dans un Thermomixer R pendant 10 minutes pour liquéfier le gel d'agarose. Apres cela, le
tube Eppendorf est refroidi et équilibré a température ambiante pendant 5 minutes.
Finalement, de lI'agarase (a raison de 1 unité d'enzyme pour 100 mg de gel d'agarose a 1%) est
ajoutée pour digérer enzymatiquement I'agarose. Cette digestion se déroule pendant 4 heures a

une température de 42°C.

5. Techniques de caractérisation

5.1. Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est une technique analytique [3] qualitative et quantitative qui
permet d'analyser des échantillons polycristallins de maniéere non destructive, en révélant la
structure de chaque phase cristalline présente. Pour obtenir les diagrammes de diffraction aux
rayons X, une plage angulaire allant de 20 a 100° a été explorée en utilisant le mode 26, avec
une durée de comptage de 20 secondes par pas et un pas angulaire de 0,03°. Un échantillon
sous forme de poudre, comprenant une variété de monocristaux avec des orientations
aléatoires, est exposé a un faisceau monochromatique de rayons X avec une longueur d'onde A
< 10 nm. Grace a la présence de nombreux monocristaux, une famille de plans cristallins
(hkl) se forme en grand nombre. Lorsque le rayonnement X rencontre cette famille de plans, il

subit une diffraction.
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L’intensité d’une raie (hkl) résulte de la multiplication de l'intensité diffractée par un cristal
élémentaire par le nombre de cristaux en position de Bragg. Cette intensité est directement
proportionnelle au facteur de structure Frk. Ce facteur est étroitement lié a la nature des
atomes dans le plan et a leur position au sein de la structure cristalline. Ainsi, les pics obtenus
sur un diffractogramme correspondent aux pics d’intensité résultant du rayonnement diffracté

qui respecte la relation de Bragg (Eq. 2) :
2dhklsin® =n2 (Eq. 2)

Dans laquelle "d" représente la distance inter-réticulaire entre deux plans d’une méme famille
(hkl), "n" est I’ordre de diffraction, "A" la longueur d’onde du rayonnement, et "0" 1’angle
d’incidence du faisceau. Pour analyser les poudres de nanoparticules nues et fonctionnalisées,
il est crucial de disposer d'une quantité substantielle de poudre pour maximiser la quantité de
matiére diffractante (un minimum de 150 mg). Sur une plaque cylindrique, Cette poudre est
uniformément répartie en une couche plane sur une plaque cylindrique, dans des conditions de

pression et de température normales.

L'analyse des diffractogrammes obtenus a été effectuée a I'aide d'un Diffractomeétre
Panalytical X’Pert Pro, utilisant une anode en cobalt comme source de rayons X et un
détecteur X’celerator multicanal. Le rayonnement Ko du cobalt (A = 0,1789 nm) a été utiliseé.
Pour le traitement des diffractogrammes, les logiciels X’pert Highscore (Panalytical) et

MAUD, basés sur la méthode de Rietveld associée a I'analyse de Fourier, ont été employeés.

L'identification des phases de ces nanoparticules synthétisées s'est faite par comparaison des
données expérimentales avec les données de référence contenues dans les fichiers ICSD
(Inorganic Crystal Structure Database), qui ont été déja interprétées dans le chapitre 2. Cette
comparaison permet de déterminer la pureté des composés synthétisés ainsi que la taille de

cristallite des nanoparticules.
5.2. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiere (DLS) est une technique utilisée pour caractériser la
distribution des rayons hydrodynamiques des particules dans les suspensions colloidales
(Figure 5.5). Les particules en suspension dans un solvant subissent un mouvement brownien
désordonné et aléatoire [4]. La lumiére diffusée par ces particules, provoque des variations
d'intensité qui sont évaluées a l'aide de la fonction d'autocorrélation normalisée du deuxieme
ordre (Eq. 3) :
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G2 (1)
12

(Eq.3)

Ou | représente l'intensité moyenne, T correspond au temps de corrélation et G2 (s) désigne la

92 (%) =

fonction de corrélation temporelle. Par la suite, la fonction de corrélation normalisée du
deuxieme ordre est reliée a la fonction de corrélation du premier ordre g: (t) ou gl () est

exprimé sous la forme (Eq. 4) :

91 (v) =exp (-q°D 1) (Eq. 4)
Avec q le vecteur d’onde de diffusion et D le coefficient de diffusion. Le vecteur de diffusion
q est exprimé par (Eq. 5) :

41Tn

g ="="sin(3) (Eq. 5)
En utilisant n pour représenter l'indice de réfraction de la solution, A pour la longueur d'onde
de la lumiere incidente (633 nm) et 8 pour l'angle de diffusion de la lumiére (90° par rapport
au faisceau incident). Les rayons hydrodynamiques Rn des particules dissoutes sont

déterminés a l'aide de I'Equation de Stokes-Einstein :

KgT 0

D =——sin- (Eq. 6)

T6mnRy - 2
Avec D le coefficient de diffusion, kg la constante de Boltzmann, T la température du solvant,

1 la viscosité du solvant et Ry le rayon hydrodynamique des particules en solution.
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Figure 116.5 : Principe de fonctionnement classique de DLS.

La taille hydrodynamique de la capside du TYMV et du RYMYV, ainsi que celles des
nanoparticules synthétisées avant et aprés la fonctionnalisation, ainsi que les nano bio-
hybrides obtenus ont eté mesurées par DLS. Cette caractérisation a été effectuée a l'aide de
I'appareil Malvern Nano Zetasizer, en utilisant de I'eau distillée comme solvant, et a une

température de 20°C £ 0,5°C.
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5.3. Spectrométrie de photoélectrons X (XPS)

La spectrométrie photoélectronique a rayonnement X (XPS) est une méthode physique
utilisée, pour quantitativement analyser la composition chimique en surface des matériaux sur
une profondeur variant entre 3 nm et 10 nm. Cela se fait en mesurant le nombre d'électrons
émis dans un intervalle d'énergie en fonction de I'énergie de liaison des électrons.
L'identification de I'état chimique d'un élément repose sur une analyse précise des positions

des pics et de leurs écarts énergétiques.

La mesure par XPS est basée sur I’é¢tude de la distribution en énergie cinétique des
photoélectrons ¢jectés suite a 1’irradiation d’un échantillon par des rayons X d’une énergie hv
connue. Cette irradiation induit 1’ionisation des atomes par effet photoélectronique, ce qui
entraine une variation de [’énergie de liaison des photoélectrons en fonction a
I’environnement chimique des atomes auxquels ils sont associés. Les photoélectrons sont
éjectés de I'échantillon avec une énergie cinétique Ec. Cette énergie cinétique est exprimeée
par I'équation 7 (Eq. 7) :

Ec=hv—EL (Eq.7)

Dans laquelle hv I’énergie du photon incident (h représente la constante de Planck et v la
fréquence du photon incident) et E. I’énergie de liaison nécessaire pour que 1’électron soit

¢jecté de 1’atome.
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Figure 5.117 : Spectre de photoélectrons induits par des photons de rayon X (XPS) des nanoparticules de maghémite.

Chaque élément chimique est caractérisé par un pic correspondant a son energie de liaison
(Figure 5.6), ce qui permet d’identifier la nature et la proportion des atomes présents en
surface du matériau. Les analyses sont réalisées par spectroscopie photoélectronique aux
rayons X (XPS) a l'aide d'un systeme KAlpha+ (Thermo Fisher Scientific, East Grinstead,

UK) équipé d’une source monochromatique d’aluminium, émettant la raie Ko a une €nergie
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de 1486,6 eV. La préparation des échantillons implique le dépot de gouttelettes de solution
sur la face conductrice des plaques de type ITO, suivies de I'évaporation du solvant. Le
processus débute dans une enceinte de transfert, ol une pression inférieure a 10~ mbar est
maintenue. L’échantillon est ensuite déplacé vers la chambre d’analyse, ou la pression varie
entre 108 et 10"1* mbar. Cette chambre est équipée d'une source de rayons X, d'un analyseur
hémisphérique doté d'une détection multiple (6 channeltrons) et d'un dispositif pour le
bombardement ionique des surfaces. L'acquisition et le traitement des donnees s'effectuent
grace a un micro-ordinateur relié au spectromeétre, utilisant le logiciel Avantage (VG thermo
Electron), Les spectres obtenus sont calibrés par rapport au pic de C-1s a 285 eV, qui sert
aussi de point de repére pour la correction de la charge électrique. Afin d'éviter toute
contamination en surface, tous les échantillons sont fracturés sous vide poussé avant d'étre

transférés directement dans la chambre principale de mesure XPS, tout en préservant le vide.
5.4. Microscopie électronique en transmission (MET)

La microscopie électronique en transmission (MET) est une technique de caractérisation
microscopique [5] qui permet de visualiser directement la taille des nanoparticules et de

mesurer leur degré de dispersion.

Elle utilise des électrons au lieu de la lumiere, ainsi que des lentilles magnétiques
électroniques pour la focalisation. Les electrons, accélérés depuis une source électronique,

sont concentrés en un fin faisceau homogéne par la lentille de condensation.

Une petite ouverture au sein de cette lentille de condensation est employée pour exclure les
électrons se déplacant a de grands angles par rapport a I'axe optique, servant ainsi a illuminer
I'échantillon. Par la suite, un faisceau d'énergie élevée, généralement compris entre 10 et 100
keV, traverse I'échantillon. Certaines parties de ce faisceau subissent une diffraction, dont
I'amplitude dépend de I'épaisseur et de la perméabilité électronique de I'échantillon. Les
parties transmises du faisceau sont ensuite focalisées par I'objectif pour former une image.
Cette image est ensuite agrandie grace aux lentilles intermédiaires et projetée sur une caméra
électronique CCD (Figure 5.7).

En option, une ouverture d'objectif peut étre utilisée pour améliorer le contraste de I'image en
ne laissant passer que certaines portions des faisceaux transmis ou diffractés, ou les deux a la
fois. Aprés avoir traversé I'échantillon, les faisceaux dans la méme direction sont convergés
vers le méme point dans le plan focal arriere de l'objectif, créant ainsi le motif de diffraction

électronique. ldeéalement, tous les électrons diffusés a partir d'un méme point
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d'échantillonnage se focalisent sur un méme point du plan image. Lorsqu'il s'agit de la
diffraction des électrons, la mise au point de la lentille intermédiaire est ajustée de maniére a
ce que le plan focal arriére de I'objectif devienne le plan objet de la lentille intermédiaire.
Cette méthode permet par la suite I'enregistrement simultané de I'image électronique et des

motifs de diffraction provenant de la méme zone d'échantillon.
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Figure 5.118 : Schéma de principe d’un microscope électronique en transmission

La préparation des échantillons pour la microscopie électronique en transmission (MET)
implique diverses étapes. Les nanoparticules dispersées dans l'eau distillée, elles sont
déposées sur des grilles de cuivre recouvertes de carbone et laissées a évaporer a température
ambiante pendant une nuit, que ce soit pour les nanoparticules nues ou fonctionnalisees.
Cependant, lorsque I'objet a visualiser est une molécule organique comme un virus, une étape
préalable de coloration est nécessaire. Cette coloration implique I'ajout d'une solution
contenant des sels d'atomes lourds tels que I'acétate d'uranyle ou l'acide phosphotungstique

(2%), ce qui permet de rendre les objets plus contrastés et plus visibles.

La taille et la distribution moyenne des particules sont évaluées en mesurant la plus grande

dimension d'au moins 200 particules pour chaque échantillon.
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La taille et la forme des nanoparticules de maghémite sont analysées a l'aide de la
microscopie électronique en transmission (MET) sur un appareil « JEOL-100 CXT »
fonctionnant a 200 kV.

Ensuite, la taille des nanoparticules est quantifiée en utilisant un logiciel d'analyse d'images
appelé « ImageJ ».

5.5. Potentiel Zeta

Afin de quantifier la charge a la surface des particules en suspension, le potentiel Zéta () est
mesuré. Ce potentiel permet de décrire les forces électrostatiques répulsives qui opérent entre

deux particules, et par extension, d'évaluer la stabilité colloidale de ces particules.

La surface d'une particule chargée attire et retient une mince couche de charge opposée,
formant une premiére couche, appelée couche de Stern. Lorsque la particule se trouve en
suspension, elle est entourée d'une couche diffuse externe constituée d'ions faiblement liés,
créant ainsi une double couche électrique, connue sous le nom de couche de Gouy-Chapman.
Le plan de séparation entre ces deux couches est défini comme le plan de cisaillement. La
variation de potentiel entre la solution et le potentiel au niveau du plan de cisaillement est le
potentiel Zéta [6].

Pour mesurer le potentiel Zéta, on applique un champ électrique d'intensité E. En présence de
ce champ électrique externe, les particules chargées se déplacent vers I'électrode a travers la
solution d'échantillon. La vitesse V des particules est déterminée en observant le décalage de
fréquence dans la lumiére diffusée. Ce décalage est proportionnel au potentiel électrique de la

particule au plan de cisaillement.

La mobilité est obtenue simplement en divisant la vitesse par I'intensité du champ électrique
(V/E). Le potentiel Zéta est ensuite déduit en utilisant le modéle le plus courant, le modele de
Smoluchowski (Eq. 8) :

(== (Eq. 8)

Dans laquelle p représente la mobilité électrophorétique des nanoparticules mesurée, n est la

viscosité du milieu, et € est la constante di¢lectrique du milieu.

L'amplitude du potentiel Zéta fournit une estimation de la stabilité colloidale. Les particules

chargées positivement avec un potentiel Zéta de plus de +20 mV, ou négativement avec un
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potentiel Zéta de moins de -20 mV, tendent a présenter un haut degré de stabilité. En
revanche, les valeurs de potentiel Zéta inférieures a +20 mV ou supérieures a -20 mV
conduisent & une agrégation, une coagulation ou une floculation en raison de la déstabilisation

des particules en suspension et de I'attraction interparticulaire de van der Waals.

Pour déterminer le point isoélectrique de la capside du TYMV et du RYMV (a une
concentration de 100 pg/ml), les particules a examiner ont été dispersées dans un solvant
adéquat avec un pH 7. Pour chaque échantillon, trois mesures de potentiel Zéta ont été

effectuées a lI'aide de I'appareil Malvern Nano Zetasizer.

5.6. Analyse thermogravimétrique (ATG)

L'analyse thermogravimétrique est une méthodologie qui associe les principes de I'analyse
gravimétrique et thermique de maniére dynamique. Cette technique permet de caractériser un
systeme, qu'il s'agisse d'un élément, d'un composé ou d'un mélange, en surveillant les
variations de la masse de I'échantillon en fonction du temps et de la température jusqu'a ce
gue son poids se stabilise [7]. Cette démarche continue permet d'identifier a quelles
températures les changements surviennent, ce qui peut apporter des éclaircissements sur des

phénomeénes tels que la libération d'eau ou la dégradation avec émission de gaz.

Le dispositif est composé d'une microbalance et d'un systeme de chauffage évalue les

variations de masse qui sont ensuite capturées par un dispositif dacquisition.

Dans le cadre de cette étude, des analyses thermogravimétriques ont été réalisées sur tous les
échantillons, en couvrant une plage de températures allant de I'ambiante jusqu'a 800 °C, et ce
dans une atmosphere d'air. Ces analyses ont fourni des informations détaillées sur la perte de

poids associée aux variations de température.

Tout d'abord, I'échantillon a étudier est préparé avec précision en pesant la quantité
nécessaire. Cette quantité est ensuite placée dans une cellule d'analyse spéciale. Avant de
débuter I'analyse, I'appareil est calibré en utilisant des matériaux de référence, tandis que
I'environnement de l'analyse est choisi, que ce soit de l'azote ou de l'air. Ensuite, les
températures a appliquer sont programmées. Pendant que I'échantillon est chauffe, I'appareil

enregistre les variations de sa masse.

5.6. SQUID

Le Dispositif a Effet Quantique d'Interférence Supraconducteur, ou SQUID (Superconducting

Quantum Interference Device), est un instrument permettant de mesurer l'aimantation des
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matériaux magnétiques en relation avec le champ magnétique ou la température. Pour ce faire,
les caractéristiques magnétiques sont évaluées en déplacant I'échantillon de haut en bas,
successivement, dans un gradientmétre supraconducteur magnétisé avec un champ

magnétique statique H [8].

Ce gradientmeétre est composé de bobines congues pour éliminer I'effet des courants induits
par les variations d'un champ magnétique extérieur (Figure 5.8). Chaque boucle du
gradientmetre correspond a une position de I'échantillon. Le mouvement engendre une
variation de flux magnétique, ce qui génére un courant électrique dans un circuit
supraconducteur. Le détecteur SQUID RF convertit ce courant global en tension. Cette
tension, issue de I'amplificateur et liée a la position de I'échantillon, constitue le signal

d'extraction. Ainsi, le moment magnétique est déduit en ajustant ce signal d'extraction.

SUPERCONDUCTING >
La sonde cryogénique du MPMS 1) 1a sonde  cnumbre de Tuba & schantilion WiRe
L ement -
+ Module de contréle de température = o o \
+ Aimant supraconducteur 2 &
* Systéme de détection SQUID p-
. de transport d' ® . o
(1) Tige a échantilion 14 T otro |
2) Systeme de transport de I'échantilion (@) +1
4
@ sonde s10m
@ Capteur de niveau d’He liquide .
The
@ soiénoide supraconducteur
@ copsuiesaun N

Sonde cryogénique Bobine de détection

Autour du tube

a échantillon

Figure 5.119 : lllustration de la sonde et la bobine de détection du magnétometre

Les mesures de l'aimantation en fonction du champ magnétique sont réalisées a une
température de 300 K, couvrant une plage de champs allant de -50 000 Oe a 50 000 Oe. Pour
ce faire, une quantité d'environ une dizaine de milligrammes de poudre contenant les
nanoparticules a caractériser est soigneusement pesée. Cette poudre est ensuite placée dans
une gélule diamagnétique, qui est suspendue a I'extrémité d'une canne. Cette canne est ensuite
insérée dans le magnétometre équipé de la technologie SQUID, de maniere a positionner

I'¢chantillon a l'intérieur du gradientmetre.

L'ajustement précis de la position de I'échantillon s'effectue automatiquement, plagant
I'échantillon au milieu du gradientmetre. Cet ajustement est accompli par le déplacement de la

canne le long de I'axe du gradientmetre.
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5.7. Magnétométrie & Echantillon Vibrant (VSM)

Le magnétomeétre a échantillon vibrant (VSM) est un instrument de mesure magnétique
élaboré pour évaluer précisément les caractéristiques magnétiques des diverses substances, y
compris les poudres, les liquides et les couches minces en fonction du champ magnétique

applique. Ce dispositif est composé de plusieurs éléments essentiels.

Elle est équipée d'un cryostat qui fonctionne dans une plage de température allant de 77 K a
950 K et d'un systéeme spécialisé pour le contrdle précis de la température. Un électroaimant
intégré est capable de produire des champs magnétiques s’étendant de 0 a 2.4 T. L’appareil
comprend également un porte-échantillon vibrant et un mécanisme de détection comprenant
deux ensembles de bobines de détection, qui sont fondamentaux pour les mesures de moment
magnétique. De plus, un ensemble informatique gere les opérations de base de la facon la plus

automatisée possible.

Pour assurer I’exactitude des mesures, une calibration préalable du systéme est effectuée en
utilisant une sphere de nickel avec un moment magnétique bien défini. Le logiciel du
fabricant facilite cette étape en permettant l'introduction de la valeur du moment magnétique

de la sphére de nickel pour I'étalonnage.

Lors de la caractérisation magnétique, 1’échantillon est positionné sur un porte-échantillon
situé entre les deux bobines de I'électroaimant, dans un champ magnétique homogene et a la
température ambiante (Figure 5.9). Le mouvement de I’échantillon génére des variations de
flux magnétique, qui sont captées par les bobines de détection et converties en tension, dont
I’amplitude refléte le moment magnétique de 1'échantillon. Cela permet de réaliser un cycle
d’hystérésis en enregistrant 1’aimantation spécifique pour chaque valeur de champ
magnétique applique, considérant que ce champ est statique. La relation existante entre la
force électromotrice du champ magnétique émis par I'échantillon en mouvement et le moment

magnétique spécifique o (Am?. Kg 1) est utilisée pour calculer ce dernier selon 1’équation 10 :

o=C— (Eq. 10)

E
mf
Avec C une constante qui dépend du nombre de spires, de 1’aire des bobines et de la

géométrie du systéme de détection ; E I’amplitude de la tension induite, mesurée aux bornes

des bobines de mesure (V) et f'la fréquence de vibration de I’échantillon.
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Champ magnétique

Figure 5.120 : Schéma du principe de mesure dans le VSM
Ce protocole de mesure est effectué avec un magnétometre a échantillon vibrant, avec une
capacité de champ magnétique maximal de 2.4 T. L’expérience est centrée sur la mesure de
I'aimantation M en fonction du champ appliqué (H) a I'échantillon pour obtenir le cycle
d’hystérésis M = f(H). En plus, il est possible d'effectuer une mesure de l'aimantation en
fonction de la température M = f(T) pour identifier les points de transition thermique du

matériau examiné.

Figure 5.121 : Magnétomeétre a échantillon vibrant (VSM)

Afin de mesurer le cycle d'hystérésis, on prépare d'abord un échantillon propre et
représentatif. Ce dernier est ensuite positionné dans un dispositif de mesure approprié (Figure
5.10). Les conditions requises pour observer le cycle d'hystérésis sont ensuite appliquées.
L'instrument enregistre la réaction de I'échantillon durant cette phase. Une fois toutes les
données collectées, on les analyse pour comprendre le comportement du matériau. Ces
mesures nous permettent en fin de compte de tirer des conclusions sur les caractéristiques du

matériau.
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5.8. Hyperthermie

L’Hyperthermie Magnétique est une technique médicale novatrice exploitant la capacité de
certaines nanoparticules magnétiques a transformer I'énergie d'un champ magnétique
alternatif en chaleur. Cette méthode permet de cibler et de chauffer de maniere sélective les
cellules cancéreuses, entrainant leur destruction sans affecter les tissus environnants sains [9].
Le principe physique de cette technique repose sur l'interaction entre les particules

magnétiques et le champ magnétique appliqué.

Dans la pratique, aprés la préparation des nanoparticules magnétiques, 1’échantillon est
positionné et un champ magnétique alternatif est appliqué. Sous l'effet de ce champ, les
particules magnétiques produisent de la chaleur en raison de 1’hystérésis magnétique et de la

relaxation de Néel et Brown, entrainant une élévation de la température.

Le dispositif d’hyperthermie magnétique inclut un générateur de champ magnétique capable
de créer un champ magnétique alternatif précisément caractérise dans un volume déterminé.
Ce champ se doit d’étre homogene dans le volume utilisé afin de garantir une distribution
uniforme de la chaleur. La fréquence du champ magnétique alternatif, employée dans les
expériences d'hyperthermie magnétique, varie entre 50 kHz (pour éviter I'électrostimulation
neuromusculaire) et 1 MHz, permettant une pénétration en profondeur adéquate du champ en

radiofréquence [10].

Pour produire un champ magnétique d’intensité¢ €levée, un courant alternatif de méme
fréquence circule a travers un conducteur, souvent configuré en bobine. Deux principales
stratégies sont utilisées : la premiére fait appel a des bobines a air, le volume utilisable et
I'échantillon étant positionnés au centre de la bobine, ou le champ est le plus homogeéne et
intense. La seconde stratégie emploie des noyaux ferromagnétiques doux pour concentrer le

flux magnétique au sein de I'échantillon, produisant ainsi un champ plus uniforme.

Pour évaluer les capacités thermiques, des échantillons colloidaux de nanoparticules
magnétiques d'oxyde de fer sont élaborés a diverses concentrations. lls sont ensuite placés
dans un tube en verre, qui est inséré dans une bobine de champ magnétique. Les mesures sont
effectuées avec une variation d'amplitude du champ de 4, 8, 12 et 16 kA/m et a une fréquence
de 280 kHz et 344 kHz pour la magnétomeétrie a courant alternatif. L'efficacité des
nanoparticules a produire de la chaleur sous l'influence d’un champ magnétique alternatif est

analysée a travers la puissance de perte spécifique (SAR), qui est définie comme la quantité
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de chaleur libérée par gramme de matiére magnétique par seconde pour chacune des deux

méthodes utilisées.

Pour mener a bien ces expériences, le systéme Advance AC Hyster a été utilisé. Il s'agit d'un
magnétometre automatisé qui permet de sélectionner une ou plusieurs conditions de champ
pour programmer des mesures de magnétisation individuelles ou multiples en un temps réduit
(moins de 3 minutes). Ce systéeme est capable de générer des champs magnétiques alternatifs a
huit frequences différentes, dans une plage de 25 a 350 kHz, avec des valeurs d'intensité allant

jusqu'a 24 kKA/m pour toutes les fréquences disponibles, variant tous les 4 kA/m.

5.9. Photothermie

La photothermie est une technologie médicale de pointe basée sur des principes physiques
essentiels permettant de convertir efficacement la lumiere en chaleur. Ce mécanisme
s'effectue par 1’absorption de la lumicre par des agents photosensibles, tels que des
nanoparticules spécifiguement congues, suivie d'une transformation en chaleur. Cela permet

une élimination ciblée des cellules affectées sans affecter les tissus sains environnants [11].

Dans ce contexte, les nanoparticules jouent un réle crucial. Elles sont fabriquees pour
absorber de maniére optimale la lumiére, en particulier dans la région du proche infrarouge,
grace a leurs propriétés optiques distinctives. Cette absorption de la lumiére génére de la

chaleur, un processus qui est finement surveillé pour garantir son efficacité et sa sécurité.

La solution a analyser est introduite dans une petite cuvette en quartz. Cette cuvette est
ensuite placée dans un porte-échantillon, ou une sonde est immergée, en contact direct avec la
solution. Cette configuration permet une surveillance en temps réel des variations de
température, rendue possible par I'utilisation de capteurs spécifiques situés a proximité des
nanoparticules. Ces instruments transmettent des données de température en continu,
autorisant une adaptation automatique des parametres du laser afin de prévenir toute
surchauffe. Cette gestion rigoureuse garantit une montée en température contrdlée et uniforme
pendant toute la durée de la procédure. Avant d'entamer les mesures, il est essentiel de
s'assurer que le laser est correctement centré (Figure 5.11).
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Figure 5.122 : Calibration du laser avant le début des mesures photothermiques.

Les travaux expérimentaux ont été effectués en collaboration avec la Vietham Academy of
Science and Technology (VAST). Ces expériences ont mis en ceuvre des diodes laser de 808
ou 532 nm, opérant a une densité de puissance de 0,42 W/cm2, et les mesures de température

ont été réalisées a l'aide de thermomeétres en platine PT100.

Par ailleurs, une autre collaboration avec le Laboratoire de Chimie des Polymeéres Organiques
(LCPO) situé a Bordeaux, en France, a permis de réaliser des études en utilisant un laser de
808 nm d'une puissance de 83 mW. Au cours de ces expérimentations, les fluctuations de
température des échantillons, éclairés par la diode laser, ont été enregistrées en temps réel,

garantissant ainsi un suivi et une régulation constante tout au long du processus.

Les expériences photothermiques ont été réalisées en utilisant une irradiation laser a une

longueur d'onde de 808 nm avec une densité de puissance variable (de 0,165 & 1,5 W/cm?).

Pour chaque expérience, un volume de 200 pL de colloides aqueux d'oxyde de fer, libre et
greffé, fraichement préparés a été employé.
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5.10. Spectroscopie de fluorescence X

La spectroscopie de fluorescence X est une technique analytique puissante utilisée pour
déterminer la composition élémentaire des echantillons. Son principe repose sur I'émission de
rayons X caractéristiques suite a I'excitation des atomes dans un échantillon. Ce processus
commence par l'irradiation de I'échantillon avec des rayons X ou gamma de haute énergie, qui
sont suffisamment puissants pour perturber les électrons des couches internes, généralement

les couches K ou L, des atomes de I'échantillon.

Lorsque ces rayons X ou gamma frappent I'échantillon, ils éjectent les électrons des couches
internes, créant ainsi des "trous". Pour combler ces trous, des électrons des couches
électroniques supérieures descendent vers les couches inférieures, libérant de I'énergie sous
forme de rayons X pendant ce processus. La longueur d'onde ou I'énergie de ces rayons X
émis est spécifique a chaque élément chimique, étant donné qu'elle est déterminée par la

différence d'énergie entre les niveaux électroniques impliqués.

Ces rayons X caractéristiques sont ensuite détectés par un détecteur de fluorescence X. Le
spectre résultant fournit une empreinte unique pour chaque élément, permettant ainsi
d'identifier et de quantifier les éléments présents dans I'échantillon. La spectroscopie de
fluorescence X est appréciée pour sa capacité a fournir des analyses qualitatives et
quantitatives des éléments dans divers types d'échantillons, tels que les solides, les poudres et
les liquides. Elle trouve des applications dans de nombreux domaines, notamment en
géologie, en chimie environnementale, dans les sciences des matériaux, et méme en

archéologie.

Pour mesurer la concentration de fer, la procédure commence par la calibration, ou différents
échantillons contenant des masses de fer variant de 0 a 30 g sont préparés. Ces échantillons
sont obtenus en prélevant différents volumes d'une solution commerciale de fer, d'une

concentration précise de 1 g/L, et en les déposant sur une membrane de polycarbonate.

La méme méthode est ensuite appliquée aux échantillons a analyser. On préleve 6 uL de
chaque échantillon, que l'on dépose sur la membrane de polycarbonate dans les mémes
conditions que précédemment. En déterminant la masse de fer présente dans ces 6 pL, il est

possible de calculer la concentration de fer dans I'échantillon en g/I.
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