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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AE : Acétate d’éthyle

AlEt; : triéthylaluminium

ALl(O-iPr); : triisopropylate d’aluminium

ARN : Acide ribonucléique

BAP : 2,2-bis(azidométhyléne)-1,3-propanediol

BSA : Albumine de sérum bovin (Bovin Serum Albumin)

CDCL3 : Chloroforme deutérié

CDI : carbonyldiimidazole

CMC : concentration micellaire critique

DexC6-n : avec (n) le taux de substitution défini comme le nombre de chaines aliphatiques greffées sur
100 unités glucosidiques

DLVO (théorie): Théorie par Derjaguin et Landau (1941) et Verwey et Owerbeek (1948)
DMSO: diméthylsulfoxyde

DMSO-d6 : Diméthylsulfoxide deutérié

DMF: N,N-diméthylformamide

DO : densité optique

DPn : Degré de polymérisation en nombre

DS : degré de substitution

EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide

EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

EPO : érythropoiétine

FITC : Isothiocyanate de Fluorescéine

HAART: High Activity Antiretroviral Therapy

HPLC: Chromatographie Liquide haute pression (High Pressure Liquid Chromatographie)
HPPS: High performance particles sizer

Kig: Constante d’Inhibition de la dimérisation

MEB : Microscope Electronique a Balayage

M_n et DP, : Masse molaire moyenne en nombre et Degré de polymérisation moyen en nombre

MPEQ: Monométhoxypoly(oxyde d’éthylene)

MTT (Sel de tétrazolium): bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium
MWCO : Molecular Weight Cut Off

NHS: N-hydroxysuccinimide

NRP1 : Neuropiline 1 - Corécepteur de VEGF

ONUSIDA : Programme Commun des Nations Unies sur le Syndrome de I’immunodéficience acquise
PA : Principe Actif

PAA : Acide polyacrylique

PAMAM : Dendrimére de Poly(amido amine)

PBCA : Poly(cyanoacrylate de butyle)

PBS : Tampon Phosphate salin (Phosphate Buffered Saline)

PCL : Poly(e-caprolactone)

PDI : indice de polydispersité



PDT : Thérapie photodynamique

PEG : Poly(éthyléne glycol)

PEHA: pentaéthylénehéxamine

PHA : Poly(3-hydroxyalkanoate)

PHEMA : poly(méthacrylate de 2-hydroxyéthyle)

PICBA: Poly(indene-C60) bisadduct

PLA : Poly(D,L-lactide)

PLGA: Poly(D,L-lactide-co-glycolide)

POC : Polymérisation par ouverture de cycle
POEGMEMA : Poly(méthacrylate d’oligo-(éthylene glycol)méthyléther)
PS : Photosensibilisateur

PVA : Poly(alcool vinylique)

PVDF : Poly(fluorure de vinylidéne)

RAFT : Polymérisation radicalaire controlée (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer).
RI : Index de Réfraction

RMN: Résonance magnétique nucléaire

SDS : dodécylsulfate de sodium

SEC : Chromatographie d’exclusion stérique

SIDA : Syndrome de l'immunodéficience acquise

SIV: simian immunodeficiency virus

Sn(Oct),: bis(2-éthylhéxanoate d’étain)

SOP : Procédure Opératoire Standardisée

TBAOH : hydroxyde de tétrabutyl ammonium

TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TIPS : triisopropyl silane

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factors

VIH-1 : Virus de 'immunodéficience humaine de type 1
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Introduction générale

Afin de lutter contre les divers virus, maladies ou pandémies, les chercheurs ont depuis toujours tenté
de répondre a certaines questions comme <« Comment fonctionne une maladie ?» ou encore
« Comment pouvons-nous lutter contre elle et [’éradiquer ?» Alors que la compréhension du
mécanisme par lequel se déclenche une maladie s’accroit de jours en jours, des traitements de plus en
plus sophistiqués sont progressivement mis sur le marché. C’est ainsi que certains cancers voient leur
progression ralentir grace a des thérapies chimiques ou photochimiques, alors que les malades du SIDA
peuvent prétendre a une espérance de vie prolongée de plusieurs années grace a l'existence des
trithérapies. Malheureusement un traitement parfait implique une recherche complexe. En effet,
Uimpact du traitement, mais surtout de ses effets secondaires, surviennent parfois apres plusieurs
années. De plus, malgré ’évolution des traitements, ces maladies continuent d’évoluer, de muter et
de faire des victimes.

Parmi les différentes évolutions de traitements qui intéressent les chercheurs du monde entier, nous
nous sommes plus particulierement focalisés sur la vectorisation des principes actifs. On estimait en
2009 le marché mondial de la vectorisation pour la santé a 67 milliards de $ [1]. Les nanoparticules
cceur/couronne constituées de polymeres biodégradables sont plus particulierement les systéemes sur
lesquels porte ce manuscrit de thése. Ces nanoparticules ont été décrites dans un nombre de plus en
plus impressionnant d’articles dans la littérature scientifique [2] au fil des dix derniéres années, méme
si, a notre connaissance, elles ne sont pas commercialisées ce qui n’est pas le cas des microparticules
polymeéres biodégradables contenant des principes actifs (voir tableau et figure).

Depuis plus d’une dizaine d’années, le Groupe Polymeres et Matériaux de Spécialité du Laboratoire de
Chimie Physique Macromoléculaire s’est intéressé a ’élaboration de nanoparticules de poly(acide
lactique) (PLA) recouvertes d’une couronne hydrophile de dextrane. Les premiéres nanoparticules
élaborées par ce groupe avaient été mises au point par la technique d’émulsion/évaporation de solvant

13



Introduction générale
Tableau : Quelques microsphéres polymeres biodégradables commercialisées.

Noms commerciaux Ceeur Principe actif encapsulé
(Laboratoire)

Traitements

Lupron Depot PLGA o Cancer de la prostate
Abbott Lab.) - " W Endométriose
( oy %_,u
mﬂ\i" H\rj\n N L‘\)Lué Fibrome utérin
o kT.-/'”\ l““'c:u” 'LH, ° I\L
™ cH,CoM s M

Leuprolide acétate g
Trelstar Depot PLGA Cancer de la prostate
(Watson Pharmaceuticals)

N/\[Orm;
o]
= pamoic acid
C23H150s

Triptorelin Pamoate

Zoladex PLA NH \}/ Cancer de la prostate

(AstraZeneca) e %H 0 ’ Cancer du sein
H H s
M N/Er Endométriose
T
H
O;\LN/V’O @ HN &NH
Mo Os MH

hH MH,
Goséréline acétate FirHis-Trp-Ser-TyrD-SertBu)-Leu-Arg-Pro- Azagly-NHz

Sandostatin LAR (Novartis) | PLGA-glucose o Tumeurs intestinales

HO
NH: TIO o Tumeurs carcinoides
NI\S’S u%/L OH Acromégalie
[u] MH
0% NH ol
"
)LOH X H

“haH 0

)]\OH

Acétate d’octréotide H-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-al
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en utilisant un dérivé amphiphile du dextrane comme stabilisant d’interfaces. Progressivement, la
nature chimique de ce dérivé amphiphile a évolué (dextrane modifié par des groupements phénoxy [3],
des chaines alkyle [4] ou encore des copolymeéres greffés amphiphiles [5]). Plus récemment, le LCPM
s’est intéressé au procédé de nanoprécipitation qui a permis d’obtenir des nanoparticules présentant
des caractéristiques comparables a celles élaborées par la technique précédente en termes de
diametre moyen, potentiel Zéta, etc [6]. C’est avec ces connaissances que nous Nous sommes
intéressés a 3 objectifs :

e Objectif 1 : Encapsulation d’un principe actif inhibiteur de la dimérisation de la protéase du
VIH-1 [7] au sein des nanoparticules recouvertes par adsorption physique de dextrane.
L’inhibiteur étudié dans le cadre de cette thése est non soluble en milieu aqueux malgré le fait
qu’il semble plus actif que les inhibiteurs actuellement commercialisés. Son encapsulation
devrait permettre d’accroitre sa biodisponibilité aprés son injection dans le circuit sanguin et
donc son efficacité.

e Objectif 2 : Amélioration de la stabilité colloidale des nanoparticules en présence de fluides
biologiques. Notons qu’un meilleur ancrage de cette couche surfacique devrait étre obtenu en
assurant une liaison covalente irréversible entre la couronne dextrane et le coeur PLA. Pour
cela, nous mettrons en ceuvre une chimie-click afin d’obtenir des copolyméres dextrane-g-PLA
par deux voies différentes. Les nanoparticules seront élaborées par les techniques
émulsion/évaporation de solvant organique et nanoprécipitation.

e Objectif 3 : Fonctionnalisation de la surface des nanoparticules afin d’envisager une thérapie
plus efficace pour lutter contre le cancer. Pour cela un peptide de reconnaissance des néo-
vaisseaux irriguant les cellules tumorales sera fixé en surface des particules. Ainsi
fonctionnalisées, ces nanoparticules devraient permettre un ciblage actif des néo-vaisseaux. La
destruction des cellules cancéreuses, via ’encapsulation d’une molécule photosensible par
exemple, pourra ultérieurement étre considérée mais n’a pas été étudiée dans le cadre de ces
travaux par manque de temps.

Le chapitre 1 de ce manuscrit nous permettra de réaliser un tour d’horizon sur les nanoparticules
polymeéres destinées a la vectorisation de principes actifs. Nous y retrouverons également une
description non exhaustive du VIH, de son fonctionnement et de ses conséquences au niveau mondial.
Une rapide présentation de la recherche en cours sur les nouveaux traitements contre le SIDA sera
également donnée. Ce premier chapitre se cloturera avec quelques pages dévolues a la description de
’évolution d’une tumeur cancéreuse et a la thérapie anti-cancéreuse. Pour chaque cas (cancer et
SIDA), nous présenterons ’emploi de nanovecteurs de médicaments.

Le chapitre suivant « Synthése des dextrane amphiphiles » décrira la premiere étape de mon travail. La
synthése et les caractérisations de plusieurs composés amphiphiles a base de dextrane (DexCg, DexN; et
Dex-g-PLA) présentant différentes structures et natures chimiques seront présentées. Le caractére
amphiphile de ces composés sera caractérisé via U’étude de leur capacité a réduire la tension
superficielle d’une solution aqueuse.

Le Chapitre 3 mettra a profit les composés préalablement synthétisés pour élaborer des nanoparticules
par deux procédés distincts : émulsion/évaporation de solvant et nanoprécipitation. Nous optimiserons
les paramétres d’élaboration et étudierons les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules
obtenues, a savoir leur taille, stabilité colloidale,.... Ce chapitre aboutira sur l’encapsulation d’un
lipopeptide inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 mis au point conjointement par les
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équipes du Pr. Michéle Reboud (Laboratoire d’Enzymologie Moléculaire et Fonctionnelle de !’Université
Pierre et Marie Curie) et du Dr. Régis Vanderesse (Groupe de Synthése Organique et Biostructure du
LCPM). Nous terminerons ce chapitre par de brefs mais encourageants résultats sur les premiers tests
biologiques concernant des nanoparticules polymeres encapsulant ce lipopetide. Cependant, les études
réalisées sur de telles nanoparticules ont pu révéler quelques problémes de stabilité, notamment en
présence de SDS (pour mimer les propriétés tensioactives de certaines proteines sanguines), ce qui
constitue une limite a de potentielles applications.

C’est a ce probleme de stabilité que nous nous sommes proposés de répondre dans le chapitre 4. Une
fonctionnalisation de la surface des nanoparticules a également été tentée dans ce chapitre en
employant un heptapeptide (ATWLPPR) pouvant cibler certains récepteurs surexprimés au niveau des
cellules cancéreuses. Le but de ce chapitre était ainsi de fonctionnaliser nos précédentes
nanoparticules et de réduire les problemes de stabilité de la couche hydrophile. Pour cela, 'outil
auquel nous avons eu recours est la cycloaddition de Huisgens catalysé par le cuivre. Aprés des
résultats plus qu’encourageants nous sommes dans [’attente des premiers tests biologiques pour valider
efficacité biologique de notre fonctionnalisation.

Enfin, ce manuscrit se clot par un chapitre « Matériel et Méthodes » dans lequel le lecteur pourra
retrouver les principaux protocoles de manipulations et de calculs que nous avons utilisés. Une
conclusion générale reprendra les principaux résultats obtenus et des perspectives seront évoquées.
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De nombreuses maladies subies par ’homme ont été étudiées pour étre combattues. Un des moyens de
lutter contre certaines maladies est la vectorisation de principes actifs. Dans le cadre de ce doctorat
nous nous sommes intéressés a deux pathologies : le SIDA et le Cancer.

1. Vectorisation de principes actifs
1.1. Qu’est ce que « la vectorisation d’un principe actif » ?

1.1.1. Définition

Le rapport entre la quantité de principe actif administrée et celle qui est effectivement utilisée au
niveau de la zone a traiter définit la biodisponibilité du principe actif. Cette notion a toujours
constitué une préoccupation majeure pour le domaine biomédical. Une partie des recherches menées
pour améliorer cette biodisponibilité réside dans ’étude de la vectorisation de principes
thérapeutiques. Ceci permet de prolonger la durée de vie dans ’organisme de ces molécules bioactives
en favorisant une libération progressive de celles-ci et en améliorant leur passage au travers des
barrieres naturelles dans ’organisme. Ces vecteurs doivent donc étre stables dans l'organisme et
capables de véhiculer une substance chimique biologiquement active du site d’administration vers le
site actif, suivant un dosage et une cinétique stricts. Les vecteurs médicamenteux sont classifiés en
trois générations, en fonction de leur biodisponibilité (Figure 7).

nanosphére  pojymére Polymére ; :

ligand

Cceur huileux (bio)dégradabl amphiphile
nanocapsule

Passif « Furtif » Reconnaissance

Figure 1 - Représentation schématique des différents modes de ciblage

Les vecteurs de premiére génération dont la surface est de nature plutot hydrophobe sont repérés
et capturés par le systeme immunitaire (macrophages) en quelques minutes. Aussi, le médicament est
donc libéré essentiellement dans le foie, la rate, les reins et la moelle osseuse.

La surface des vecteurs de deuxieme génération est rendue hydrophile par adsorption physique de
polymeéres amphiphiles ou par fixation chimique de polymeéres hydrophiles. De cette maniere, la couche
hydrophile externe joue le role de barriére stérique et empéche |’adsorption de protéines plasmiques
(opsonines) qui déclenche la capture de ce corps étranger par les macrophages. Ces nanoparticules a
surface hydrophile sont qualifiées de « furtives » et présentent une durée de vie accrue dans
’organisme (quelques heures).
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Dans certains cas, il est cependant nécessaire d’utiliser des médicaments relativement toxiques
(lors de traitements anticancéreux par exemple), donc de controler les quantités administrées en
ciblant précisément les zones a traiter. Pour ce faire, les vecteurs de troisieme génération peuvent
reconnaitre sélectivement des marqueurs spécifiques surexprimés a la surface de cellules cibles grace a
des ligands (anticorps, peptides, sucres,...) fixés a la surface de nanoparticules « furtives ».

La vectorisation de principes thérapeutiques présente plusieurs avantages. Elle permet tout d’abord
une protection du principe actif contre son inactivation chimique, enzymatique ou immunologique. De
plus, les profils de libération sont améliorés, en réduisant les fluctuations de concentration en principe
actif dans le sang. Le ciblage des zones a traiter permet également une réduction des effets
secondaires des médicaments, tout en augmentant leur efficacité [1][2]. La vectorisation est ainsi une
technologie qui permet daméliorer lefficacité d'un principe actif tout en augmentant sa
biodisponibilité.

Dans le domaine de la santé, la mise en place de systemes de délivrance de principes actifs moins
contraignants pour les patients correspond aussi a une voie de recherche. Ainsi par exemple, ’insuline
encapsulée et inhalée représente pour les patients diabétiques un réel progres par rapport a son
injection. Les formes galéniques « retard » d'insuline qui réduisent le nombre d'injections nécessaires
sont aussi issues des recherches menées sur la vectorisation de cette protéine.
Plusieurs techniques ont été développées pour vectoriser un principe actif :

-son encapsulation (au sein de micro- ou nanoparticules, de liposomes, etc.)

-sa modification chimique (création de prodrogues par exemple)

-son systeme d'administration (patch, spray, implantation d'appareils dans l'organisme pour libérer
progressivement le principe actif directement sur la cible)
Ces techniques de vectorisation font appel a des disciplines variées: biotechnologies, chimie,
microsystémes et microfluidique, nanotechnologies, physico-chimie, thérapie génique ...
Outre le colit de production (investissements lourds de plusieurs dizaines de M€) et la complexité de
tels systemes, des verrous technologiques subsistent et ralentissent leur apparition sur le marché :
difficulté a maitriser les aspects toxicologiques ou encore biocompatibilité et biodégradabilité des
matériaux d'encapsulation du systéme [3].

1.1.2. Les moyens mis en ceuvre pour la vectorisation

C’est en 1906 que Paul Ehrlich a édité pour la premiére fois la théorie des « magic bullets » (balles
magiques)[4]. Depuis lors, les scientifiques ont développé tout un arsenal de moyens, que ce soit au
niveau de la chimie des polymeéres ou de celle des métaux [5] pour produire de tels systéemes.

Le ciblage utilisant la surface spécifique des nanoparticules peut avoir lieu aux niveaux des
organes/tissus ou des cellules. Dans le premier cas, les propriétés de surface et la taille des
nanoparticules déterminera quel organe sera ciblé ou retiendra ces objets, et combien de temps cela
durera. Un ciblage dit « actif » peut ainsi avoir lieu si un de ces organes de retenue est ciblé [6][7][8].
A Uopposé, un vecteur dit passif n’est capté par aucun organe en particulier et ne présente donc
aucune propriété de ciblage spécifique. Il faut donc trouver un compromis de facon a ce qu’une
nanoparticule soit capturée spécifiquement par ’organe ou la cellule a traiter.

Dans tout ce manuscrit, nous nous limiterons aux vecteurs de type polyméres et majoritairement
biodégradables et biocompatibles.
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1.1.3. L’encapsulation d’un principe actif demande beaucoup de précautions

En effet, dans le cas de molécules fragiles, lintégrité de cette derniére pourra étre
compromise par les facteurs entrant en compte pendant son encapsulation, lesquels peuvent conduire
a sa dénaturation ou méme a sa désactivation. Il conviendra donc d’utiliser des conditions relativement
‘douces’ et d’écarter tous facteurs dangereux pour la molécule, tels que des solvants aggressifs, une
température élevée, un pH ou une pression extréme, etc.

L’encapsulation de la molécule dite active nécessite dans la plupart des cas utilisation de
deux solvants : un bon solvant de la molécule et un mauvais solvant. Cependant, la solubilité seule de
la molécule active ne suffira pas a fixer les parameétres d’élaboration des vecteurs. Il est par exemple
primordial de prendre en compte des paramétres comme le coefficient de partage entre deux solvants
(organique et aqueux) mis en jeu pour encapsuler la molecule.

Fixer une molécule de facon covalente au coeur d’une particule pour ainsi assurer une bonne
encapsulation mais peut conduire a la désactivation ou la modification des propriétés du médicament.
[9]

Enfin, les propriétés physico-chimiques des nanoparticules, comme leur taille, leur distribution
de taille, leur charge de surface et la nature des polymeéres utilisés sont autant de parametres
influencant le sort in vivo des particules. Il est généralement reconnu qu’une taille appropriée de
particule pour des utilisations intra veineuses se situe entre 20 et 200nm. On peut également dire que
des particules non chargées en surface subissent une moindre opsonisation par rapport aux particules a
surface chargée ou hydrophobe [10] [11].

1.1.4. Libération des principes actifs

Les vecteurs nanoparticulaires sont des systémes a libération controlée par lesquels on cherche a
délivrer le principe actif a une vitesse déterminée et constante, pendant une durée suffisamment
longue (Figure 2). Il existe deux mécanismes fondamentaux qui conduisent a la libération d’un principe
actif et qui permettent de controler sa vitesse de libération [12] :

« La diffusion du médicament au travers de la membrane polymeére (cas des systémes réservoirs comme
les nanocapsules) ou de la matrice macromoléculaire (cas des systémes matriciels comme les
nanospheres). Cette diffusion correspond a la migration du principe actif et a sa libération progressive.
Selon la porosité de la membrane ou de la matrice, la vitesse de libération du principe actif est plus ou
moins importante.

« La dégradation du vecteur. Il peut s’agir d’une réelle dégradation du polymere matriciel (hydrolyse
par l’eau ou par une enzyme) ou du clivage de liaisons ou d’interactions entre le polymere et le
principe actif, qui entraine sa diffusion hors du systéme particulaire.
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Figure 2 - Représentation schématique de la libération d'un principe actif dans l'organisme

De plus, la distribution en taille des nanoparticules, la charge et la répartition en principe actif au sein
de la matrice polymére, la nature et la masse molaire du polymére constituant le vecteur peuvent
avoir une influence sur le profil de libération d'un principe actif encapsulé.[13] Idéalement, le profil
cinétique de libération d'un principe actif encapsulé au sein d'un vecteur nanoparticulaire doit étre
d'ordre zéro, cest-a-dire que la quantité libérée cumulée en principe actif doit étre quasi-
proportionnelle au temps de libération. Ce phénomeéne serait en effet synonyme d’une libération du
principe actif constante au cours du temps, de maniere controlée et prolongée, ce qui assurerait une
efficacité maximale du médicament.

Dans la Figure 2, on observe qu’une libération controlée permettrait de rester dans la fenétre
thérapeutique, a une concentration de principe actif dans l’organisme constante au court du temps.
Par contre, dans le cas de multiples prises régulieres de principe actif, la limite de toxicité est parfois
presque atteinte mais la concentration du principe actif décroit rapidement, d’ou une faible efficacité.
Dans ce cas, plusieurs prises sont nécessaires pour atteindre une efficacité sur le long terme.

1.2. Méthodes d’élaboration des nanoparticules

Il existe de trés nombreuses méthodes d’élaborations de nano-objets permettant |’encapsulation de
substances hydrophobes ou non. Ces méthodes peuvent de classer selon deux catégories. Les
élaborations directes et celles a base de polymeres préformés. Parmi les élaborations directes on peut
ainsi citer la polymérisation en émulsion qui permet de créer rapidement des nanoparticules. Cette
technique est également utilisée pour ’élaboration de nanocapsules en réalisant une polymérisation
interfaciale (par exemple de cyanoacrylate). Cela permet ainsi d’obtenir une capsule contenant un
cceur non solide et une couronne de polymeére plus ou moins dense ou épaisse.

Les méthodes utilisant un polymere préformé sont tres nombreuses : les procédés de simple et double
émulsion/évaporation de solvants permettent d’obtenir des nano-objets a coeur hydrophobe ou
hydrophile suivant le polymére et les solvants utilisés. Une autre méthode dérive de I’émulsion : c’est
la méthode de « salting out » qui reprend le principe de diffusion d’un solvant miscible a "eau par
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’ajout d’un agent salin. La technique de nanoprécipitation regroupe la nanoprécipitation par injection
ou encore par dialyse [14].

Dans ces travaux de thése nous nous sommes intéressés a deux procédés: la simple
émulsion/évaporation de solvant (émulsion huile dans eau) et la nanoprécipitation par injection d’un
polymére non soluble dans [’eau dans une solution aqueuse.

1.2.1. Emulsion/évaporation de solvant

L’émulsion/évaporation de solvant consiste a former une émulsion préalable a partir de deux phases
non miscibles. La phase continue contient des tensioactifs, moléculaires ou polymeéres, qui s’adsorbent
alors a interface liquide/liquide et stabilisent ainsi ’émulsion. La phase dispersée contient le ou les
polymeéres destinés a former le coeur des particules. Un apport d’énergie (agitation mécanique, vortex
ou ultrasons...) est nécessaire pour former les gouttes. Dans le cas de la fabrication de nanoparticules,
des ultrasons sont couramment utilisés. Une fois les nanogouttes formées, le solvant organique est
évaporé dans une seconde étape. C’est pourquoi il doit étre volatil. Une dispersion de nanoparticules
solides est alors obtenue (voir Figure 3).
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Figure 3 - Obtention de nanoparticules par émulsion/évaporation de solvant.

L’avantage majeur du procédé d’émulsion/évaporation de solvant est ’efficacité d’encapsulation
des principes actifs hydrophobes. Du fait de la non miscibilité des deux phases employées [15], le
principe actif hydrophobe est majoritairement présent dans la phase discontinue et se trouve ensuite
encapsulé au cceur des particules.

L’encapsulation de principes actifs hydrophiles présente quant a elle une efficacité amoindrie. Afin
de pallier ce probleme, des émulsions doubles sont mises en ceuvre. On peut par exemple citer les
nanoparticules de PLGA recouvertes d’une couche hydrophile d’acide hyaluronique et contenant une
sonde fluorescente hydrosoluble modeéle, le dextrane-FITC [16]. Ces nanoparticules ont été élaborées
dans le cadre d’un traitement de Uarthrite et cette sonde permet une visualisation aisée de ces nano-
objets apres injection.

Dans leurs travaux, C. Nouvel et al. ont étudié la préparation de nanoparticules de dextrane-g-acide
polylactique (dextrane-g-PLA) obtenue par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant. Pour cela,
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deux types de copolymeéres ont été testés. Ceux portant de courtes chaines PLA demeurent solubles
dans les solvants aqueux et se sont comportés en stabilisants stériques (Figure 4.a), alors que ceux
possédant des longues chaines solubles dans les solvants organiques ont constitués le coeur des
particules (Figure 4.b). A noter que ces copolymeres sont également capables de stabiliser des
émulsions directes ou inverses selon leur solubilité [17][18]

Wi\ H},fv £ ‘r\,\ Légende
: 3 Lt ; Copolymeéres Dextrane-g-PLA
4 .-I i 3
5 Nt
\‘*-.__.-»/ kg""‘;.-__h:_,i-ii' :I Corps polymere

a) Courtes chaines b) Longues chaines

Figure 4 - Types de nanoparticules obtenues selon la longueur des greffons PLA. Cas des dextrane-
g-PLA

Néanmoins, un des inconvénients de ce procédé émulsion/évaporation de solvant est ’emploi de
tensioactifs qui peuvent s’avérer toxiques s’ils ne sont pas biocompatibles, puisqu’ils se retrouvent
adsorbés a la surface des particules. Des recherches dans ce sens ont été menées pour utiliser des
tensioactifs polymeéres de type polysaccharides, assimilables par le corps humain.

Les dispersions finales obtenues par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant sont des
systéemes tres dilués. Les introduire dans le corps sans les concentrer serait inadapté car, pour
atteindre les concentrations thérapeutiques suffisantes, il faudrait introduire des volumes beaucoup
trop importants. Des méthodes de concentration des suspensions doivent donc se développer. Celles
qui existent aujourd’hui sont peu performantes et conduisent souvent a la formation d’agrégats
[12][19].

1.2.2. Nanoprécipitation par injection

Cette méthode, qui requiert ’emploi de deux solvants miscibles, est fondée sur U'interdiffusion de
ces derniers quand ils sont mis en contact. Le polymére est solubilisé dans un premier solvant
organique (bon solvant). Le deuxiéme solvant doit étre choisi de facon a étre miscible avec le premier,
mais ne doit pas solubiliser le polymére (non-solvant). Ce deuxiéme solvant est en général ’eau. Il
peut contenir des tensioactifs permettant la stabilisation des particules formées lors de la précipitation
de la goutte organique au contact de l’eau. Toutefoais, si le polymere étudié est amphiphile, il peut lui-
méme jouer le role de tensioactif.

L'ajout goutte-a-goutte et sous agitation de la solution de polymére dans le non-solvant entraine la
formation des nanoparticules par précipitation du polymeére (voir Figure 5 et Figure 6). L’utilisation de
solutions diluées permet une précipitation du polymeére a ’échelle nanométrique. Le solvant organique
est ensuite éliminé par évaporation ou par dialyse.
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Figure 6 - Interdiffusion des solvants pendant la nanoprécipitation [20].

La nanoprécipitation présente plusieurs avantages qu’il convient de citer. Il a été démontré que
’élaboration de nanoparticules par nanoprécipitation conduit a des objets de tailles plus petites par
rapport a d’autres méthodes comme [’émulsion/évaporation de solvant, ainsi qu’a des distributions de
tailles plus étroites [21]. Cette réduction de la taille des nanoparticules contribue a accroitre la
stabilité du systéme colloidal (pas de phénomene de sédimentation par exemple). La nanoprécipitation
est donc particulierement intéressante en termes de stabilité lors de la préparation de dispersions et
de leur stockage.

Cette méthode est facile a mettre en ceuvre et permet d’utiliser des solvants non toxiques. Elle est
également plus économique que ’émulsion-évaporation de solvant car U’apport d’énergie (agitation
magnétique) est moindre par rapport au précédent procédé (ultrasons).

L’inconvénient majeur de la nanoprécipitation est sa faible efficacité d’encapsulation du principe
actif par rapport au procédé d’émulsion/évaporation de solvant. Néanmoins, il est possible d’améliorer
’encapsulation des principes actifs hydrophobes lorsque le non-solvant employé est 'eau [12][19][22].

1.2.3. Les nanoparticules recouvertes d’une couronne externe hydrophile

Les vecteurs nanoparticulaires de premiére génération constitués de polymeres biodégradables
(PLA, PLGA (poly(lactide-co-glycolide)) par exemple) ont montré des avantages indéniables dans la
protection des principes actifs encapsulés contre la dégradation, et dans leur capacité a permettre le
controle de la libération de ces principes actifs. En effet, l’inconvénient majeur de ces vecteurs est
leur surface hydrophobe qui est sujette a l’adhésion des opsonines, ce qui conduit a leur élimination
rapide par les macrophages du systéme réticulo-endothélial et donc a l’accumulation des principes
actifs dans des tissus non visés (principalement le foie et la rate). C’est pourquoi les recherches se sont
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orientées vers le développement de nanoparticules a surface modifiée. Parmi les nombreux articles
publiés, on peut par exemple citer ceux traitant des nanoparticules a coeur PLA ou PLGA et recouvertes
de PEG (poly(éthyléne glycol)). En effet, il a été démontré que les nanoparticules recouvertes de PEG
ont une durée de vie dans le sang plus importante et une capture par le foie plus faible que les mémes
nanoparticules non recouvertes de PEG [23][24] . Aprés injection intraveineuse, on retrouve encore des
nanoparticules recouvertes de PEG dans le sang aprées plusieurs heures alors que les nanoparticules non
recouvertes disparaissent du systéme sanguin aprés seulement quelques minutes. Ceci est expliqué par
le fait que le PEG forme une barriere stérique a l'opsonisation. Toutefois, Beletsi et al. ont également
montré que la durée de vie dans l'organisme de ces nanoparticules dépend de la quantité de PEG
présent sur les nanoparticules [25].

Dans la littérature, la formation d'un certain nombre de systemes nanoparticulaires mettant en jeu
des polysaccharides amphiphiles a également été étudiée, dans la mesure ou ces polymeres présentent
un grand nombre d’avantages. Ils permettent en effet d’hydrophiliser la surface des nanoparticules, ce
qui est nécessaire pour prévenir l’adsorption non spécifique des protéines circulant dans le systeme
sanguin. Dans certains cas, ces polysaccharides peuvent assurer un ciblage actif des nanoparticules vers
des cellules cibles. Ceci s’explique par la présence de récepteurs spécifiques de ces polysaccharides sur
certains organes ou tissus. C’est le cas par exemple des nanoparticules coeur PLGA/couronne acide
hyaluronique destinées au traitement articulaire [16]. De plus, plusieurs polysaccharides présentent de
bonnes caractéristiques de biocompatibilité et de biodégradabilité nécessaires a un usage médical.

L’enrobage de nanoparticules par le dextrane est une possibilité que le LCPM explore depuis pres de
15 ans. Le laboratoire a testé un certain nombre de méthodes qui seront par la suite décrites.

Les résultats mentionnés précédemment peuvent étre complétés par le Tableau 1, extrait des
travaux de Lemarchand et coll. [26] qui ont publié une revue traitant des nanoparticules enrobées par
divers polysaccharides. On pourra se rapporter a leur publication pour connaitre les références
relatives aux données exposées.
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Tableau 1 - Méthodologie d'élaboration et caractéristiques physicochimiques de nanoparticules
enrobées par des polysaccharides [26]

Table |
Methodology and physicochemical characteristics of polysaccharide-coated nanoparticles

Polysaccharide coating Nanoparticle core  Methodology for coating Nanoparticle Zeta Amount of polysaccharide Reference
size (nm) potential (mV) at the surface

Orosomucoid PACA Adsorption 220 ND 4.5 mg/m” [39,74]

Dextran Iron oxide Coprecipitation 28 25 ND [56]

Dextran PLA Adsorption on NP 160 6.6 mg/m” [41]
(hydrophobically modified dextran)

Dextran PLA Adsorption during the NP preparation 170 5.6 Ju‘gf’m: [41]
(hydrophobically modified dextran)

Dextran PCL Direct formation using amphiphilic 220-280 15 0.7 mg DEX/mg [72,73]
grafted copolymers copolymer

Dextran PMMA Radical polymerization 72 ~6 ND [67]

Dextran PACA Radical polymerization (pH 1) 200290 15 ND [69]

Degraded dextran Iron oxide Coprecipitation 32 - 30 ND [56]

DEAE-dextran Iron oxide Coprecipitation 104 +20 ND [56]

DEAE-dextran PACA Emulsion polymerization (pH <25) 165 +37 ND [98]

Dextran sulfate PACA Radical polymerization (pH 1) 190-270 —40 ND [69]

Heparin PMMA Radical polymerization 78 44 ND 1671

Heparin PACA Radical polymerization (pH 1) 93 45 ND [69]

Heparin + dextran PACA Radical polymerization (pH 1) 190 -24 ND [69]

Hyaluronic acid PCL Adsorption on positively charged 200-500 45 41.6 = 18.0 pg HA/mg [42]
nanoparicles PCL

Chitosan, PACA Radical polymerization (pH 1) 30-60 pm ND ND [69]

hyaluronic acid, pectin

Chitosan PACA Emulsion polymerization (pH 2) 60 +39 ND [63]

Chitosan PACA Emulsion polymerization (pH >3) 60 +21 ND [64]

Chitosan PLA Adsorption 500 +21 ND [44]

ND, not determined.

La littérature sur les divers systéemes nanoparticulaires biodégradables et biocompatibles étant
tres dense, nous avons volontairement décidé de nous limiter par la suite aux systemes de cceur PLA
et de couronne dextrane.

1.2.4. Elaboration de particules coeur hydrophobe/couronne hydrophile

1.2.4.1. Par fixation chimique de polymére hydrophile sur des particules
hydrophobes

Il existe plusieurs possibilités pour fixer de facon chimique un polymeére hydrophile a la surface d’un
matériau hydrophobe et ainsi en modifier les propriétés de surface. Il est ainsi possible de :

- Polymériser un monomeére hydrophile a partir d'une espece active présente a la surface des
particules [27]. Il s’agit de la stratégie « grafting from » qui peut étre aussi bien appliquée a des
particules minérales qu’a des particules organiques. De nombreux mécanismes de polymérisation ont
été testés et il existe de nombreux articles et revues [28][29][30][31]. Dans la Figure 7, nous avons
représenté cette stratégie employée lors d’une polymérisation RAFT/Madix. Dans ce cas, deux
approches s’opposent.
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Figure 7 - Représentation de la stratégie "Grafting-from" utilisée lors d’une polymérisation
RAFT/Madix. Illustration des deux approches possibles dans ce cas [28]

- Coupler chimiquement un polymeére hydrophile préformé a la surface des particules [32]. On parle
alors de « grafting to». Cette technique est tres employée car facile a mettre en ceuvre. De
nombreuses réactions chimiques ont ainsi été testées pour obtenir un bon recouvrement [33].

- Recourir a la technique « grafting through » qui consiste a employer un macromonomere
hydrosoluble, utilisé alors comme tensioactif, lors d’une polymérisation en émulsion. C’est ainsi que
Moller [34] a obtenu des particules polystyréne a surface modifiée par des oligoglycidols
fonctionnalisés. On peut également citer, parmi les nombreux articles, ’emploi de macromonomeres a
base de PEG utilisés avec succeés pour mener une polymérisation par métathese en milieu dispersé [35].

- Une autre maniere est de réaliser une polymérisation en milieu dispersé en employant un
polysaccharide solubilisé dans la phase aqueuse externe. Celui-ci peut alors jouer le role de co-
amorceur de la polymérisation ou simplement subir des réactions radicalaires de transfert. Dans tous
les cas, il se retrouve alors fixé en surface de la particule obtenue. C’est ainsi que le LCPM a proposé la
préparation de nanoparticules de polystyréne recouvertes de dextrane par le procédé de
polymérisation par émulsion du styréne en présence de dextrane natif solubilisé dans la solution
externe aqueuse [36]. Avec une approche similaire, Yang et coll.[37] ont synthétisé des nanoparticules
de poly(cyanoacrylate de butyle) (PBCA) stabilisées par du chitosane, et donc chargées positivement,
par polymérisation en émulsion du cyanoacrylate, en présence de chitosane solubilisé dans la phase
aqueuse acidifié. Ces études ont montré que le chitosane amorce la polymérisation du monomeére grace
aux nombreuses fonctions amine qu’il possede.
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1.2.4.2. Par adsorption physique de polyméres amphiphiles sur des particules
hydrophobes

L'hydrophilisation de nanoparticules hydrophobes peut également étre réalisée par adsorption
physique de polyméres amphiphiles a leur surface. Ce type d'adsorption se fait par associations
hydrophobes, liaisons hydrogéne ou interactions ioniques (selon le polymére a adsorber) et nécessite
donc la présence d'extrémités ou de groupements interagissant avec la surface de l’objet. Des
polymeéres amphiphiles divers peuvent étre utilisés. Ils peuvent étre des copolymeres a blocs (tel que
dextrane-b-poly(cyanoacrylate d’isobutyle) [38] ou MPEO-b-PLA [39]) ou encore des copolymeres
greffés constitués d’une dorsale hydrophile et de segments hydrophobes (ou inversement).

La partie hydrophobe du copolymére amphiphile présente une affinité pour le cceur PLA de la
particule, la partie hydrophile se place a Uinterface entre la phase aqueuse externe et le cceur de la
particule. Les copolymeres diblocs offrent un seul point d’ancrage dans la particule alors que les
copolymeéres greffés présentent plusieurs points d’ancrage, ce qui permet d’atteindre une stabilité
accrue de la couche adsorbée (Figure 8)[19]. Si les segments hydrophobes sont trés compatibles avec le
PLA, une zone d’enchevétrement de ces segments dans le PLA va se créer a l'interface entre la
couronne et le ceceur. L’ancrage est alors plus stable. (Figure 8).
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Figure 8 - Adsorption de polymeére amphiphile a la surface des nanoparticules de PLA. Les deux
schémas de gauche représentent le cas de polymeres amphiphiles diblocs, alors que les deux de droite
les polymeres amphiphiles greffés. La zone de pénétration des chaines hydrophobes dans le coceur PLA

représente la zone d’enchevétrement et dépend de la nature du bloc hydrophobe.

Par exemple, afin d'enrober des nanoparticules d'acide polylactique par une couche de dextrane,
Rouzes et al.[19] ont synthétisé des dextranes hydrophobisés par des groupements phénoxy ou alkyle
(Ce ou Cyg). Grace a leurs propriétés amphiphiles, ces dextranes hydrophobisés peuvent s’adsorber a la
surface des nanoparticules de PLA lors de leur formulation par le procédé d’émulsion/évaporation de
solvant. Le mécanisme impliqué dans cette adsorption physique est basé sur les interactions
hydrophobes entre les groupements hydrocarbonés du dextrane modifié et la surface des
nanoparticules PLA. Des objets similaires cceur PLA et couronne dextrane ont également été obtenus
par le méme procédé, mais en utilisant directement des dextrane-g-PLA amphiphiles comme

29



Bibliographie

stabilisants'. Dans un premier temps, le PLA et des copolyméres dextrane-g-PLA organosolubles ont été
dissous dans le dichlorométhane. La sonication de ce systéeme a conduit a des particules de taille
supérieure a 500 nm. Des mesures de tension interfaciale eau/dichlorométhane avaient effectivement
permis de vérifier que les copolymeéres dextrane-g-PLA organosolubles abaissaient faiblement la tension
de surface et ne permettaient pas la stabilisation d’émulsions constituées de gouttes de faible taille.
Le deuxiéme type d’expériences consistait a utiliser des copolymeéres dextrane-g-PLA solubles dans
’eau et pouvant stabiliser une émulsion directe. Dans ce cas la, la phase organique ne contient que du
PLA. L’influence de la concentration en dérivé de dextrane (0 a 10 g/L) et du rapport Vichiorométhane
/Veausur la taille des particules a été étudiée. La taille des nanoparticules alors obtenues est d’environ
200 nm pour des ratios supérieurs a 0,05. Lorsque ce ratio est fixé a 0,05, la concentration en dérivé de
dextrane peut varier entre 0,5 et 1 g/L sans modification de la taille des objets (environ 200 nm). Il a
aussi été démontré que plus les greffons PLA de ces composés sont courts plus la stabilité des
nanoparticules formulées est réduite. En effet, la désorption des copolymeéres adsorbés dextrane-g-PLA
est plus aisée, ce qui est dii au faible enchevétrement des courts segments de PLA dans le coeur PLA de
la nanoparticule [17].

Ma et al. ont décrit une méthode permettant de recouvrir des particules de PLA par une couronne
de dextrane hydrophobisé par des groupes cholestérol. Ces dérivés sont solubilisés dans la phase
aqueuse alors que la phase organique était constituée de PLA dissout dans de ’acétone. Aprées
sonication, les nanoparticules obtenues sont sphériques et présentent des diameétres inférieurs a 250
nm. Des mesures de potentiel zéta ont permis aux auteurs de vérifier qu’une couche de dextrane
recouvrait les nanoparticules puisque les valeurs de potentiel zéta obtenues correspondaient a des
valeurs observées pour des particules de dextrane [40]. Dans le méme ordre d’idées, Gu et al. ont
préparé des nanoparticules PLA recouvertes par un dérivé de dextrane. Dans ce cas, le dextrane est
modifié par des groupements cholestérol et des fonctions aldéhyde. Les nanoparticules ont été
réalisées par une méthode de dialyse (eau/diméthylsulfoxide). Le PLA et les dérivés de dextrane ont
alors été dissous dans la phase organique (a hauteur de 0,4 g/L et 2 g/L respectivement), la phase
aqueuse ne contenait aucun émulsifiant. Les groupements cholestérol du dextrane permettent a ce
tensioactif d’interagir avec le coeur PLA par des interactions physiques. Une deuxiéme étape menée
par ces auteurs a consisté a lier chimiquement des molécules de transferrine (protéine permettant le
transport du fer dans ’organisme) a la surface de la couronne de dextrane, via des fonctions aldéhyde
présentes dans la couronne dextrane [41].

L’équipe de Christine Vauthier a quant a elle travaillé sur ’élaboration de nanoparticules en
utilisant un copolymere diblocs PICBA-Dextrane. Ils ont ainsi étudié 'influence de la couche diffuse sur
’adsorption de différentes protéines [42].

Un autre cas est la syntheése de nanoparticules de PLGA recouvertes de chitosane [43]. L’élaboration
de ces nanoparticules est effectuée par nanoprécipitation : le chitosane est dissous dans la phase
aqueuse acidifiée alors que la phase organique contient du PLGA et de la lécithine (Figure 9). Il s’avére
que les molécules de chitosane s’ancrent a la surface des nanoparticules de PLGA grace a ’adhésion
intermédiaire de la lécithine sur la surface PLGA. En effet, les chaines grasses de la lécithine

! La syntése des dextrane-g-PLA sera évoquée dans le paragraphe 1.2.6.3
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s’adsorbent a la surface des particules, fonctionnalisant alors la surface de groupements
phosphonylcholine sur lesquels interagissent les fonctions ammonium du chitosane.

CHz

Partie polaire

Figure 9 - Formule semi-développée de la lécithine

D’autres polymeéres que les polysaccharides sont utilisés pour rendre hydrophile la surface des
nanoparticules, en particulier le PEG (poly(éthyléne glycol)). Nous donnons ici quelques exemples qui
décrivent ’emploi de ce polymére pour obtenir une couronne hydrophile puisque ce polymeére est tres
utilisé pour cette application dans la littérature. Patil et al. ont préparé des nanoparticules a base de
PLGA recouvertes de copolymeres diblocs PEG-PLA fonctionnalisés a ’extrémité du bloc PEG par de
’acide folique. Les particules ont été réalisées par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant. Le
solvant choisi était le chloroforme dans lequel le PLGA et les copolyméres PEG-PLA ont été dissous. La
phase aqueuse contenait du PVA (poly(alcool vinylique)) afin de stabiliser I’émulsion [44].

Un autre exemple d’hydrophilisation de la surface de particules de PLGA par une brosse de PEG a
été décrit par Kanakubo et al. Dans ce cas, les nanoparticules sont formées par émulsification par
membrane. La phase aqueuse contient un stabilisant tel que le PVA. La phase organique contient quant
a elle le PLGA destiné a constituer le coeur des particules ainsi qu’un copolymeére dibloc acétal-PEG-
PLA. Apres émulsification et évaporation du solvant, le copolymere amphiphile se retrouve localisé a la
surface des particules et les segments PEG conferent alors aux nanovecteurs une surface hydrophile.

1.2.5. Des copolyméres amphiphiles peuvent former des nanoparticules coeur/couronne

Quand les copolymeres amphiphiles sont placés dans un environnement aqueux, ces composés
peuvent former, au-dela d’une certaine concentration, des micelles ou s’auto-organiser du fait de
l'association entre leurs parties hydrophobes. Ces dernieres années, de nombreuses études ont été
menées afin d'examiner les possibilités de formuler des nanoparticules se formant par agrégation des
copolymeéres amphiphiles a base de polysaccharides. Quelques exemples sont présentés ici :

Le pullulane est un polysaccharide qui ne peut pas s’auto-organiser en solution aqueuse du fait de
son hydrophilie. Par contre, ’acétate de pullulane est quant a lui un dérivé hydrophobisé qui peut
permettre la formation de nanoparticules. Zhang et coll.[45] ont examiné la possibilité de formuler des
nanoparticules avec ce composé par la méthode de diffusion de solvant: une certaine quantité
d’acétate de pullulane est dissoute dans de la diméthylformamide et la solution est additionnée
goutte-a-goutte directement dans une phase aqueuse sous agitation magnétique. Dés lors, les
groupements hydrophobes s’auto-agregent pour former des nano-objets recouverts par le pullulane.
Les particules non chargées en principe actif obtenues dans les conditions de |’étude sont sphériques et
leur taille est de l’ordre de 50 a 100 nm. Une étude complémentaire [46] a testé l'influence de la force
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ionique sur les caractéristiques de nanoparticules d’acétate de pullulane préparées cette fois-ci par
dialyse. Il s’avere que la taille de ces nanoparticules augmente de 70nm a 380nm des les premiéres
minutes lorsqu’elles sont placées en suspension dans une phase aqueuse de force ionique égale a 0.15
M. Les nanoparticules s’agrégent donc tres rapidement, ce qui est sans doute di a une intensification
de U'effet hydrophobe entre les particules, cet effet étant renforcé en présence de sel.

Des macromolécules amphiphiles composées de pullulane et de poly(D,L-lactide-co-glycolide)
(PLGA), hydrophobe, ont été synthétisées afin d'élaborer des vecteurs particulaires. Le copolymeére
final n’étant plus soluble dans l'eau mais dans le DMSO, les particules sont préparées par dialyse d'une
solution de copolymeres dans ce solvant. Il semble que la structure des nanoparticules formulées
(diametre de 75 a 120 nm) soit de type noyau-écorce, le squelette de pullulane se placant a la
périphérie d'un cceur hydrophobe de PLGA. L'efficacité d'encapsulation de l'adriamycine® (Figure 10)
avec ce type de nanoparticules est de l'ordre de 20-30 % [47].

HCI

Figure 10 - Structure de ladriamycine

Gref et coll. [48] ont décrit la synthese de copolyméres dextrane-g-poly(e-caprolactone) (Dex-g-
PCL) composés d’un squelette hydrophile de dextrane sur lequel sont greffés des PCL préformés en
employant le carbonyldiimidazole comme agent de couplage [48][49][50]. Bien que ces copolyméres
soient insolubles dans les phases aqueuses et organiques classiques, ils peuvent étre préalablement
dispersés dans une phase organique et sont ensuite capables de migrer et se localiser aux interfaces
eau/huile ; agissant alors comme stabilisant d’émulsion. Le dextrane migre préférentiellement a
Uinterface aqueuse alors que le PCL reste vers 'intérieur des gouttelettes. Lors de |’évaporation du
solvant, le copolymére précipite en nanoparticules PCL entourées d'une couche de dextrane. La
quantité de dextrane dans ces particules a été estimée a 70 % [49][51].

Quelques études ont porté sur la modification de polysaccharides par des groupes cholestérol. Le
cholestérol est un lipide essentiel chez les étre vivants : il participe a la formation des cellules
membranaires et a la synthése de vitamine D ou encore d’hormones stéroidiennes. Conjuguer le
cholestérol hydrophobe a des polysaccharides hydrophiles permet donc d’obtenir des copolyméres
amphiphiles qui peuvent sauto-assembler en nanoparticules. Ainsi, Wang et coll. [52] ont modifié le
chitosane par du cholestérol et ont observé que ces macromolécules peuvent sauto-assembler en
solution aqueuse et former des nanoparticules sphériques de diametre moyen de 417 nm. De
['épirubicine (isomére de la doxorubicine) a été encapsulé dans ces nanoparticules avec une efficacité
d'encapsulation variant de 8% a 14%. Akiyoshi et coll. [53] ont quant a eux modifié le pullulane par des
groupes cholestérol. Quelle que soit la masse molaire des pullulanes de départ et leur degré de
substitution, lauto-assemblage des polymeéres finaux par association hydrophobe conduit a la
formation, dans leau, d'agrégats monodisperses. La taille de ces agrégats est inversement
proportionnelle au taux de greffage.

2 Appellé aussi Doxorubicine (anti-cancer utilisé en chimiothérapie)
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1.2.6. Nanoparticules a couronne dextrane

Nous venons de décrire, dans les pages précédentes, quelques exemples de formulations de
nanoparticules hydrophobes stabilisées par une couronne de polysaccharides. Le LCPM a
particulierement ceuvré a produire de telles nanoparticules. Pour cela, différents dérivés du dextrane
ont été produits qui sont exposés dans ce qui suit.

1.2.6.1. Généralités sur le dextrane

Le dextrane est un polysaccharide produit par un grand nombre de microorganismes a partir du
saccharose, majoritairement obtenu a partir de la fermentation de sucres de betterave. Selon les
microorganismes qui sécrétent ce polysaccharide, le dextrane est constitué par 60% minimum d’unités
glucose a-1,6 (Figure 11) et d’un nombre variable de liaisons a-1,2, a-1,3 et a-1,4. La bactérie
Leuconostoc mesenteroides (souche B512-F) est la plus souvent employée pour la production
commerciale du dextrane. Une enzyme, la dextrane-sucrase, est présente dans ces organismes. Elle se
complexe avec le saccharose et conduit a la formation de fructose et d’un dextrane dit « natif ». Celui-
ci posseéde une masse molaire élevée et une large distribution de masses molaires. Ce dextrane « natif
» est ensuite partiellement hydrolysé ce qui conduit a l’obtention de macromolécules essentiellement
linéaires qui possedent un nombre réduit de courtes chaines liées en a-1,3 a la chaine principale. Leurs
masses molaires sont variables, mais réduites par rapport a celle du dextrane «natif>.
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Figure 11 - structure linéaire du dextrane

Le dextrane posséde un certain nombre de propriétés intéressantes qui permettent un usage
polyvalent, essentiellement dans le domaine médical. C’est un polymere neutre et trés hydrophile qui
n'est soluble que dans l'eau et dans quelques solvants organiques polaires tels que le
diméthylsulfoxyde (DMSO), la formamide, U’éthyléne glycol ou le glycérol. En solution aqueuse, il
adopte la conformation de pelote statistique et ne présente pas d’interactions intramoléculaires.

Le dextrane peut étre ingéré oralement et est bien toléré par l’organisme. Son ingestion est suivie
par une rapide augmentation du taux de sucre présent dans le sang et du glycogene dans le foie. Le
dextrane est ainsi digestible. De nombreuses applications dans le domaine de la médecine (utilisation
ophtalmologique, crémes, substitut du plasma) ont montré que le dextrane est parfaitement
biocompatible [54][55].

Dans ’organisme, ce polysaccharide est en majorité dégradé par la dextranase en sucres de faibles
masses molaires, comme le glucose et l’isomaltose, eux-mémes convertis par la suite en dioxyde de
carbone et en eau. Cette enzyme est présente dans les tissus tels que le rein, le colon, la rate ou
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encore le poumon, mais pas dans le sang [56]. Le dextrane est ainsi complétement biodégradable et
donc bioéliminable, qualités indispensables pour une application in vivo [12].

1.2.6.2. Dérivés alkylés du dextrane

Parmi les nombreux travaux effectués sur la modification du dextrane, une partie concerne la
fixation de groupements hydrophobes sur la chaine macromoléculaire, ce qui a pour conséquence de
rendre la macromolécule amphiphile. A partir d’un certain taux de modification, propre a chaque
groupe hydrophobe introduit, la solubilité du polysaccharide est alors totalement modifiée. Au sein du
laboratoire, de nombreux travaux ont porté sur la fixation de chaines alkyle et de groupes phénoxy
(Figure 12).
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Figure 12 - Dextrane modifié par des groupements phénoxy et alkyle - (p: nombre dunités non
substituées et q: nombre d'unités substituées)

Cette fixation est réalisée sur les fonctions hydroxyle par U'intermédiaire d’une liaison éther. Cette
réaction s’effectue en une seule étape, par réaction du dextrane en milieu basique sur des dérivés 1,2-
époxy porteurs du motif hydrophobe désiré. La synthése est présentée en Figure 13 en prenant
’exemple de la fixation de groupements phénoxy.
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Figure 13 - Hydrophobisation du dextrane par des groupes phénoxy

Le degré de substitution du dextrane par les groupes hydrophobes (phénoxy par exemple) peut étre
déterminé par RMN 'H. Il est exprimé en pourcentage indiquant le nombre de fonctions hydroxyle qui
ont été modifiées pour 100 unités glucosidiques. Comme chaque unité glucose possede trois fonctions
hydroxyle, il est en théorie possible de greffer jusqu’a trois groupements phénoxy par unité. Ainsi, le
degré de substitution des dextrane modifiés peut varier de 0 a 300% [57]. Des études viscosimétriques
[13] ont montré que les interactions hydrophobes intramoléculaires et intermoléculaires entre les
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groupements phénoxy par exemple conduisent a des conformations plus ou moins "recroquevillées” en
solution diluée de la chaine macromoléculaire.

1.2.6.3. Les copolyméres dextrane-g-acide polylactique

La synthése de copolyméres constitués d’une dorsale dextrane et de greffons polylactide a été
effectuée au LCPM en trois étapes selon la stratégie du « grafting from », qui consiste a amorcer une
polymérisation a partir des fonctions hydroxyle résiduelles, activées et réparties le long de la dorsale
dextrane. Cette polymérisation se fait via l’ouverture de cycle du D,L-lactide (Figure 14) [12] [58]
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Figure 14 - Schéma de synthese des copolymeéres dextrane-g-acide polylactique

Les trois étapes de cette synthese sont les suivantes :

o La premiére étape consiste a protéger une partie des fonctions hydroxyle du dextrane par
Uintermédiaire d’une silylation. Cette étape permet de contréler le nombre de fonctions alcool
résiduelles et par la suite le nombre de greffons PLA du copolymere final. La silylation partielle du
dextrane permet également de ’hydrophobiser et de le rendre soluble dans des solvants organiques
peu polaires.

35



Bibliographie

o Les fonctions hydroxyle résiduelles, non silylées, sont mises a profit pour amorcer la
polymérisation par ouverture de cycle du lactide en milieu organique. L’amorcage est réalisé a l’aide
d’un activateur, qui est le bis(2-éthylhéxanoate d’étain) (Sn(Oct),), le triéthylaluminium (ALlEt;) ou le
triisopropylate d’aluminium (Al(O-iPr);). L’hydrophobisation du dextrane dans l’étape précédente
permet de réaliser cette polymérisation en milieu homogéne, ce qui contribue au contréle de
’architecture macromoléculaire.

« Enfin, pour assurer un caractére amphiphile au copolymeére greffé final, il est nécessaire de
restituer au dextrane son caractére hydrophile lors d’une étape de clivage des groupements silyléther.
Cette étape se fait dans des conditions opérationnelles douces, non destructrices du dextrane et des
greffons PLA.

Une procédure de synthése correctement contrdlée permet la préparation de ces copolymeéres dont
le taux de greffage varie. Ils se distinguent par deux parametres structurels :

« Le nombre de chaines latérales polylactide attachées a la chaine principale dextrane [12].
« La longueur des greffons, caractérisée par leur masse molaire moyenne en nombre.

En faisant varier ces deux parametres, et ainsi en modulant le ratio PLA/dextrane, les copolymeéres
sont soit tres solubles dans l’eau, soit solubles dans des solvants organiques comme le triacétate de
glycérol ou le dichlorométhane. Un aspect intéressant de cette stratégie est la possibilité de limiter le
nombre de greffons tout en augmentant leur longueur. Il semblerait que ce soit une maniére de
maintenir une vitesse suffisante de dégradation enzymatique de ces dextrane-g-acide polylactique,
tout en conservant leur solubilité dans les solvants organiques [17].

Un certain nombre d’études [12][18][59][60] menées sur les propriétés de ces copolymeres
dextrane-g-PLA aux interfaces et en solution ont montré leur capacité a s’organiser en solution, quelle
que soit leur solubilité et a adopter un comportement tensio-actif. Ceci est en particulier di au
caractere amphiphile des macromolécules, conféré par la présence de zones dextrane hydrophiles et
de zones PLA hydrophobes. Ces propriétés peuvent étre particulierement utiles dans de nombreuses
applications respectueuses de LUenvironnement ou encore dans les applications biomédicales
nécessitant une stabilisation interfaciale pendant leur mise en ceuvre.
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2. Lutte contre le VIH-1

2.1. Le Virus de I'lmmunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1)

Le virus de Uimmunodéficience humaine est un rétrovirus® s’attaquant au systéme immunitaire de
’homme et qui induit a terme, le Syndrome de U'ImmunoDéficience Acquise (SIDA). Certainement di a
une mauvaise information, certains pensent encore a tort que la salive, le toucher ou la transpiration
sont des moyens de transmissions. Rappelons que le virus du SIDA ne se transmet que par les fluides
corporels tels que le sang, les secrétions vaginales, le sperme ou le lait maternel.

Le VIH fait partie du genre Lentivirus, se qui signifie qu’il posséde, entre autre, une longue période
d’incubation. Aussi, une personne infectée par le VIH (séropositive) ne verra son systéeme immunitaire
nettement réduit (apparition du SIDA) qu’aprés plusieurs mois, voire plusieurs années.

2.1.1. Histoire de la découverte du VIH.

C’est en 1981 aux Etats-Unis (NewYork et San Fransisco) que les premiers cas de SIDA ont été observés.
Il n’était d’ailleurs pas encore question de SIDA, ni méme de VIH, puisque le virus n’était pas encore
identifié. A ses débuts, la maladie semblait affecter uniquement les homosexuels. C’était dans ce
contexte que le nom de «gay syndrome » fut donné. On observait alors chez ces malades une
disparition presque complete de certains globules blancs, les lymphocytes T [61]. Aprés enquéte auprés
des autorités de santé de Uétat de Californie, on retrouva 5 patients hospitalisés a Los Angeles
présentant un syndrome similaire. Le centre d’épidémiologie des CDC (Center of Disease Control)
d’Atlanta publia une premiére alerte le 5 juin 1981 dans son bulletin hebdomadaire « Morbidity and
Mortality Weekly Report (MMWR) » [62]. D’autres malades furent signalés progressivement. Tous
étaient des patients présentant souvent une pneumocytose* grave. Trés réguliérement, les malades
étaient également atteints de candidoses’® d’infections a cytomégalovirus®. Les spécialistes américains
déclarérent : « toutes ces observations suggérent la possibilité d’un dysfonctionnement de 'immunité
cellulaire liée a une exposition commune qui prédispose les individus aux infections opportunistes,
telles que la pneumocystose et la candidose ». Conjointement a New York, quelques cas de cette
singuliére immunodépression (ou immunodéficience) acquise furent observés chez de jeunes
homosexuels qui présentaient épuisement, amaigrissement, poussées de fiévre et lente dégradation de
’état général sans signes spécifiques. Un patient qui mourut rapidement d’une infection cérébrale a
toxoplasme, parasite sans danger pour U’homme (sauf pour le feetus) et dont une espéce est
responsable de la toxoplasmose, semble avoir induit chez plusieurs de ses partenaires une maladie tout
a fait similaire, faisant suspecter un agent infectieux commun. On découvrit plus tard que certains
patients étaient toxicomanes ou hémophile. Le terme de « gay syndrome » fut abandonné petit a petit.

¥ Virus dont le génome est constitué d’ARN, souvent utilisé comme vecteur pour le transfert de génes a visée
thérapeutique.

* Infection respiratoire grave, due a un parasite, pouvant étre mortelle.

® Infection fongique des muqueuses causée par des levures du genre candida.

® Virus responsable d’infections passant le plus souvent inapercues, mais qui deviennent pathogénes chez les
patients dont les défences immunitaires sont faibles.
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C’est en 1982 que Willy Rosenbaum vint chercher a Ulnstitut Pasteur ’aide nécessaire pour travailler
sur cet étrange virus. L’équipe de Luc Montagnier, Jean-Claude Chermann et Francoise Barrée-Sinoussi
répondit a ’appel. Ils menérent ensemble leurs recherches au sein de l’unité d’oncologie virale sur les
relations « rétrovirus-cancers ». Les patients atteints de cette maladie voyaient leur taux de
lymphocytes CD4 diminuer brutalement ce qui laissait penser a l’époque que ces derniers étaient la
cible du virus. Aussi, le siége de ces globules blancs, les ganglions, ont été étudiés avec attention.
L’équipe de Ulnstitut Pasteur recut en 1983 les premiers échantillons de biopsie ganglionnaire d’un
patient atteint de « lymphadénopathie généralisée » (C'est-a-dire au stade de pré-sida). Une activité de
transcriptase inverse fut alors observée, mais également une mort systématique des cellules mises en
culture en présence du virus. Pour ne pas perdre le virus, il fut « nourri» de cellules saines de
donneurs. Ainsi, 'activité du virus fut a nouveau et aussitot observée, suivie par la mort cellulaire.
L’effet cytopathogéne du virus fut ensuite démontré. C’est en 1983 que la premiére publication
contenant la description du virus du SIDA fut publiée [63], suivies de 2 autres, par la méme équipe
’année suivante [64] [65].

En 1986, l’équipe de Francois Clavel a découvert une autre souche de VIH, le VIH-2, qui est présent
dans certaines régions d’Afrique de I’Ouest [66]. Le VIH-2 partage environ 40 % d’identité de séquences
identiques avec le VIH-1. Des données phylogéniques montrent que le VIH-1 proviendrait d’une
transmission unique inter-espéce, du chimpanzé a U’homme, du virus SIVcpz (SIV: simian
immunodeficiency virus) (Figure 15) [67]. En parallele, les singes mangabey fuligineux ont transmis
(transmissions multiples) le virus SIVsmm a ’homme, conduisant au VIH-2 (Figure 15)[67].
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Figure 15. Relation entre les rétrovirus de [’immunodéficience chez les primates. Les relations
phylogéniques des virus humains VIH-1 et VIH-2 sont indiquées par les lignes rouges. Les virus VIH-1 et
VIH-2 ont pour origine une transmission a l’homme respectivement des virus simiens SIVcpz et SIVsmm.

Le virus SIVcps est lui-méme le produit de recombinaison entre SIVrcm et SIVgsn. Les trois groupes
principaux M, N et O sont indiqués [67].
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2.1.2. Le VIH dans le monde

Bien que le nombre de personnes décédées en 2009 (1,8 million) ait reculé par rapport a 2004 (2,1
millions), le SIDA reste l’un des problémes majeurs de santé publique a ’échelle mondiale. En effet, en
2008, U'organisation ONUSIDA (Programme Commun des Nations Unies sur le SIDA) estimait a 33,4
millions (Figure 16) le nombre de personnes vivant avec le VIH, dont 22,4 millions en Afrique Sub-
saharienne. 2,7 millions de personnes ont été nouvellement infectées au cours de l’année 2008, soit
7400 nouvelles personnes infectées par jour [68] (Figure 17). Néanmoins, de nombreuses personnes
demeurent porteuses du virus sans le savoir. On avance ainsi le nombre de 40 000 personnes en France
[69]. Bien que l'épidémie tende a se stabiliser depuis 2004 (Figure 18), environ 25 millions de
personnes infectées par le VIH sont décédées depuis le début de la pandémie. Il n’existe aujourd’hui
encore aucun traitement ni préventif ni curatif contre le virus du SIDA. C’est pourquoi, le
développement de nouveaux médicaments est indispensable et reste donc une priorité a U’échelle
mondiale.

Europe centrale et de Europede I"Est

I'oLiest et Asiecentrate
Amerique de Mord 850 000 1.5M
14 M [710 000 — 970 000] HA4-1TM  agjede Est
[M2-16M ) I : 850 000
3 Afrique centrale et ue Nord [700 000 - 1.0 M]
Caraibes 310 000
240 000 [250 000 - 380 000] Asie du Sud et du Sud-Est
[220 000 - 260 000] 3.8M
Afrigue Sub-saharienne [34-43M]
Amérigue Latine 224M odaia
20M [20.8-24.1 M) 59 000
[1.8-2.2M]
[51 000 - 68 000]

Total : 33.4 millions (31.1 — 35.8 millions)

Figure 16. Données épidémiologiques ONUSIDA pour [’année 2008. Nombre d’adultes et d’enfants
infectés par le VIH.( M : million) [68].
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Figure 17 - Evolution du nombre des nouvelles infections dans le monde [68]
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U'épidémie mondiale de VIH, 1990-2007
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dans le monde [68]

2.1.3. Qu’est ce que le Syndrome de I’lmmunodéficience Acquise (SIDA) ?

Le SIDA est la derniere étape de linfection par le VIH. En effet, le Virus de U'Immunodéficience
Humaine s’attaque directement aux cellules du systeme immunitaire humain. Durant cette période de
destruction cellulaire, aucun symptome n’est visible sur l’individu. On dit que ’individu est séropositif.
Puis, on observe ’évolution de l'infection par la numération décroissante des lymphocytes T CD4+. En
deca de 200 unités/mL (ou 14% des unités totales), l’individu est alors déclaré malade du SIDA. Le SIDA
peut se déclarer jusqu’a 15 ans aprés infection par le VIH. A ce stade, le systéme immunitaire étant
presque totalement détruit, le malade est vulnérable a toutes les infections dites « opportunistes ».
Des infections banales pour des adultes sains deviennent trés rapidement un lourd combat
thérapeutique pour un malade du SIDA. C’est I’accumulation de ces maladies qui conduira au déces du
patient.

2.1.4. Du VIH au SIDA

2.1.4.1.  Structure du VIH-1

Le VIH est un virus sphérique d’environ 145 nm de diametre [70] et composé d’une structure extérieure
“épineuse” qui lui permet un ciblage efficace et une capture par les cellules telles que les lymphocytes
et les macrophages. Cette structure externe nous permet d’assimiler le VIH-1 a une nanoparticule
naturelle fonctionnalisée [71] (Figure 19). Chaque « épine » est en réalité un assemblage non covalent
complexe de glycoprotéines, la protéine gp120 a Uextérieur et la protéine gp41 transmembranaire
selon la nomenclature de Leis et al. [72]. L’enveloppe du virus est composée d’une membrane lipidique
extérieure et d’une membrane cellulaire interne appelée Matrice.

40



Bibliographie

Matrice (p17, MA)
Canside [p24, CA}

ARN virzl {2 molécules)

Transcriptase Inverse (p66/p51, RT)
" Intégrase (p31, IN}

. Protéase [pll, PR}

Mernbrane lip/dique
= Nucléocapside [p7, NC)

Protéine mambrenzire, gpl20

Protéine membranaire, gpdl

Figure 19 - Structure schématisée du virus de ’immunodéficience humaine (VIH-1). La
nomenclature des protéines du VIH-1 est celle de Leis et al. 1988 [72]

A Uintérieur de cette structure, on retrouve la protéase du VIH-1 et la capside renfermant différentes
enzymes (intégrases, transcriptases inverses), protéines (nuclopasides) ainsi qu’un simple brin d’ARN
génomique en double exemplaire. Les enzymes présentes dans la capside sont la cible des principaux
traitements antirétroviraux car elles sont spécifiques a ce virus. [73]

Notre étude se limitera a [’étude des inhibiteurs de la protéase du VIH-1, et notamment a U’inhibition
de la dimérisation de cette derniere.

2.1.4.2. Cycle cellulaire du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 est un processus complexe a plusieurs étapes qui commence par la
pénétration du virus dans la cellule cible. Ceci se traduit par la fusion de U’enveloppe de la
glycoprotéine du virus avec la membrane plasmique de la cellule (Figure 20)[74].
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Figure 20. A. Résumé simplifié du cycle de réplication du VIH-1. B. Représentation schématique du
complexe formeé entre les protéins gp120 et gp4 [91][100].

Une fois les membranes cellulaire et virale fusionnées [75], le contenu du virus est libéré dans le
cytoplasme de la cellule. La capside peut ensuite s’ouvrir et libérer le brin d’ARN qui est retranscrit en
un double brin d’ADNviral par la transcriptase inverse présente au sein du virus. Ce double brin d’ADN
est acheminé dans le noyau de la cellule infectée et intégré au génome de la cellule hote a Uaide de
Uintégrase. La cellule hote produit alors de nouveaux brins d’ARN viraux qui d’une part seront traduits
en polyprotéines, d’autre part constitueront le matériel génétique des nouveaux virus produits. Apres
migration a la membrane, polyprotéines et matériel génétique s’assemblent et bourgeonnent
conduisant au détachement du virion immature, non infectieux. La maturation de celui-ci sous
Uinfluence de la protéase virale permet la formation des protéines de structures et des enzymes
virales : le virus mature est alors infectieux. En cas de mauvais clivage, le nouveau virus est soit non
viable (cycle de réplication impossible), soit le virus reste viable mais dans ce cas il subit une mutation
génétique.

2.1.5. Structure de la protéase du VIH-1

La protéase du VIH-1 est une protéase homodimérique a acides aspartiques de 22 kDa et composée
de 2 monomeres de 99 acides aminés chacun (Figure 21).
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Ariliparalie! p-sheal
Figure 21 - Structure schématique du dimére de la protéase du VIH-1. Certaines mutations sont
mises en évidence par des nombres (dans des sphéres) sur [’un des monomeres. D25, D25’:
aspartates catalytiques; C2, axe de symétrie; N and C extrémités : N- et C- terminales de [’un des

monoméres. Les « hot spots™ ou zones de forte énergie d’interaction sont colorés en jaune, en

rouge (triades des protéases a acides aspartiques), en orange (ponts salins intra- et
intermonomeres); en rose (feuillets B8 antiparalléles formés par ’interconnexion des N- et C-
terminaux de chague monomere). Pls, les inhibiteurs de protéase ciblant le site actif.[100]

Comme on peut le voir sur la Figure 21, le site actif est localisé a l'interface des deux monomeres,
chacun possédant un aspartate catalytique (D25 et D25’). Malheureusement, environ 47 mutations du
virus ont été recensées qui sont localisées au niveau ou (essentiellement) a l’extérieur du site actif, ce
qui réduit considérablement la sensibilité de la protéase par rapport a l'inhibiteur. Ceci conduit, a
terme, a une faible activité ou a une inutilité des inhibiteurs du site actif sur la protéase mutée. De
nouveaux traitements sont donc activement recherchés afin de pouvoir contourner ces résistances. Les
inhibiteurs de la dimérisation de la protéase du VIH-1 constituent une voie prometteuse actuellement
exporée.

" Sites d’intéractions fortes entre les deux monoméres.
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La protéase du VIH-1 joue un role crucial dans la maturation du virus (Figure 22) et Uinhibition de sa
dimérisation, durant la maturation du virion, conduit a des virus non infectieux [110].

PO ERRIAL,  ecsnssmnsins ¢

Fosamprénavir (Telzir®) Arazanavir

e Mfinawic,

Darunaeir

Figure 22. (gauche) Représentation des états de transition basés sur le mécanisme d’hydrolyse des

liaisons peptidiques par catalyse de la protéase du VIH-1. A) mécanisme proposé pour [’hydrolyse

d’un lien peptidique par la protéase du VIH-1. B) Motifs Isostériques introduits dans la description

des inhibiteurs, comme analogues de [’état de transition. C) Réseau de liaisons hydrogene pour la

fixation d’un inhibiteur analogue de ’état de transition a U’intérieur du site actif de la protéase
du VIH-1[100].

2.1.6. Les inhibiteurs de la dimérisation de la protéase du VIH-1: une recherche
prometteuse

La protéase du VIH-1 n’est active que sous sa forme homodimere, dans laquelle chaque monomere
apporte un aspartate catalytique, D25 et D25’ (Figure 21). Le dimére est alors stabilisé par intéraction
protéine-protéine. Les 4 brins du feuillet antiparalléle formé par Uinterdigitation des extrémités N- et
C- terminales de chaque monomeére contribuent pour environ 75% de |’énergie totale de dimérisation
de Gibbs et sont en majorité conservés dans le cas des différentes mutations du VIH-1. Dans ce
contexte ce “hot spot” a été considéré comme cible privilégiée pour le développement de nouveaux
inhibiteurs de la protéase du VIH-1 [76][77] (Figure 24). Le but des nouveaux inhibiteurs est de
dissocier le dimére ou d’éviter sa formation en ciblant l’interface entre les deux protéases dans cette
région « hot spot » relativement dénuée de toute mutation.

La formation du dimére de la protéase a tout d’abord été inhibée a l’aide des petits peptides de 4 a 8
acides aminés qui imitent les sequences des 4 ou 5 acides aminés des extrémités N- et C- terminalesde
chaque monomere. Ces peptides peuvent ainsi entrer en compétition avec la protéase et entraver la
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formation du feuillet B du dimere. Ces peptides sont appelés peptides d’interface [781,[92],[931,[94]
(Figure 23).

Des études ultérieures portant sur des variations structurales de mimes de Uextrémité C-terminale,
meilleurs inhibiteurs que les mimes de Uextrémité N-terminale, [95] ont permis d’identifier la
séquence consensuelle ISYEL (Kiq = 390 nM)® [79]. Le Laboratoire d’Enzymologie Moléculaire et
Fonctionnelle (LEMF) de UUniversité Pierre et Marie Curie (UPMC) a étudié la pénétration de ces
inhibiteurs dans la cellule hote. Plus particulierement, ils se sont intéressés a |’addition d’une chaine
aliphatique hydrophobe a U'extrémité N-terminale de cette séquence peptidique [80]. Ceci a conduit
aux lipopeptides qui se sont avérés étre des inhibiteurs de la dimérisation tres efficaces (Kiq = 11 nM)
[81]. Par ailleurs, un groupe chargé (groupe guanidinium bicyclique) susceptible de réaliser une liaison
ionique avec U'extrémité C-terminale de la protéase a également été introduit entre le peptide et la
partie lipidique [96].

Une autre stratégie a consisté a reproduire le feuillet B-antiparalléle formé par linterdigitation des
extrémités N- et C-terminales d'un monomere de protéase en produisant des pinces moléculaires
antidiméres. Cette stratégie a été développée par le LEMF d'une part, en reliant deux bras peptidiques
par un espaceur rigide (Ki=560 nM)[86-88] et par le groupe de J. Chmielewski (Purdue University)
d'autre part, qui a relié deux bras peptidiques par des espaceurs flexible [86][98] ou semi flexible [99].

® Cette séquence ISYEL est caractérisée par une constante d’inhibition de la dimérisation trés faible (Kiq) égale a
390.10°M (mol/L). Il faut ainsi 390nM de cette séquence pour inhiber 50% de la dimérisation de la protéase.

45



Bibliographie

I Peptides et lipopeptides
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Figure 23. Historique des inhibiteurs de la dimérisation de la protéase du VIH-1[100].

Deux autres études menées par des groupes différents ont également conduit a des inhibiteurs de la
dimérisation. Il s’agit des travaux de Park et Raines [101] qui ont greffé le peptide IVQVDAEGGC issu
d’une sélection génétique sur un espaceur flexible bisulfonylé [-CH;-S-(CH;),-SO;-(CH;)s-SO,-(CH2)2-S-
CH,] et de ceux du groupe de Kiso qui a greffé sur ’acide 4-(2-aminoéthyl)-6-dibenzofunpropionique
(ABFP, un espaceur rigide) les mimes de Uextrémité C- et N- terminales TYNF-OH et ITLW-H (Kiq = 780
et 5400 nM, respectivement)[102]. Toutefois le pouvoir inhibiteur de ces composés est bien inférieur a
ceux des composés développés au LEMF et synthétisés au LCPM.

Il a également ¢été montré en 2006 par Davis et coll. que le peptide
PQITLRKKRRQRRRPPQVSFNFC/ATLNF était un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1. Ces
auteurs ont introduit ici une séquence favorisant la pénétration cellulaire afin d’augmenter la
biodisponibilité de cet inhibiteur [103]. Encore plus récemment, Koh et coll. ont décrit des inhibiteurs
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dans lesquels le tripanavir et le darunavir ciblent également le site actif de la protéase. Des résultats
similaires ont également été observés en présence d’autres petites molécules, non peptidiques,
inhibitrices de la dimérisation [104].

Le groupe de Schramm avait aussi montré que ’acide ursolique (un dérivé triterpénique) inhibe la
dimérisation de la protéase. Cet acide agit selon un mécanisme mixte dont la composante inhibiteur de
la dimérisation est plus favorable que la composante inhibiteur du site actif [105]. Plus récemment, El
Dine et coll. ont montré qu’un lanostane triterpéne inhibe exclusivement la dimérisation de la protéase
[106]. Fan et coll. ont également identifié une molécule naturelle issue d’une ascidie marine
inhibitrice de la dimérisation de la protéase du VIH-1 [107][108][109].

La structure de ’ensemble des molécules citées plus haut est présentée sur la Figure 23.

Les derniéres générations d’inhibiteurs de la dimérisation de la protéase du VIH-1 sont présentées
sur la Figure 24. Les lipopeptides sont d’une trés grande efficacité quant a Uinhibition de la
dimérisation de la protéase [80][81] avec une constante d’inhibition (Kiq) de 0.3 nM pour le trés
récemment découvert palmitoyl-LEY (Pam-LEY) [82] (Figure 24 B). Des études d’ultracentrifugation
[83] et de RMN [82] ont montré que ce lipopetide palmitoyl-LEY empéche |’homodimérisation de
’enzyme par la formation d’un complexe monomere-inhibiteur.
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Figure 24. Stratégies pour le développement des inhibiteurs de dimérisation. A) Représentation de
la zone d’interdigitation des extrémités N- et C- terminales des deux monomeres de la protéase
homodimérique (feuillet B antiparalléle). B) Représentation d’un complexe monomére-inhibiteur
formé avec les lipopeptides. C) Dérivés a base guanidinium, supposition d’une paire d’ions
impliquant le carboxylate Phe99 et le guanidinium. D) Pince moléculaire peptidique. Pointillés :
dans [’un des bras, un acide aminé a été remplacé par un motif organique qui imite
potentiellement le réseau de liaisons hydrogéne du feuillet 8 antiparalléle.
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La stratégie antidimére a également conduit a la sélection de dérivés a base de guanidinium [84]
(Figure 24 C) ainsi que des peptides reliés par des espaceurs flexibles [85][86] ou rigides [87][83]. Ces
bras espaceurs rigides chargés sont introduits pour intéragir avec ’extrémité C-terminale du monomere
[88]. Pour améliorer la stabilité métabolique ainsi que la biodisponibilité des pinces moléculaires, le
caractéere peptidique a été réduit en remplacant un ou plusieurs acides aminés par des groupements
mimant leur fonction de liaisons hydrogéne [89] (Figure 24 D).

Encore plus remarquable, tous ces inhibiteurs de dimérisation [90][91] et lipopeptides [83] se
montrent aussi efficaces in vitro contre la protéase du VIH-1 et plusieurs protéases mutées. Pour plus
de détails biologiques concernant cette partie, le lecteur est invité a consulter les travaux de |’équipe
du Pr. Michele Reboud de 'UPMC.

2.1.6.1. L’évolution des traitements

Rappelons que le VIH est un rétrovirus. Ces virus ont la particularité de ne pas attaquer (ou peu) de
cellules spécifiques puisqu’ils utilisent les cellules saines de notre corps pour proliférer, comme les
lymphocytes T CD4 dans le cas du VIH. Un ciblage thérapeutique de ces rétrovirus est donc impossible.

Une des plus grosses avancées dans la lutte contre le SIDA fut U’apparition en 1996 de la thérapie
antirétrovirale ou HAART (High Activity Antiretroviral Therapy). Les antirétroviraux agissent
directement sur le cycle de réplication du virus et limite son activité a un point précis du cycle
(Inhibiteur de fusion, inhibiteur de protéase, inhibiteur de transcriptase inverse, etc). Les mutations
génétiques étant trés nombreuses dans les cas des rétrovirus, la HAART associe plusieurs
antirétroviraux (de 3 a 4 molécules) pour une meilleure efficacité du traitement. On parle alors de tri-
ou quadrithérapie. Le premier traitement par anti-rétroviraux [73] semble avoir été testé en 1993
[111] [112]. Néanmoins, ces traitement étant extrémement lourds pour les patients, la recherche n’a
de cesse d’améliorer ’efficacité des molécules pour ainsi limiter le nombre de prises journalieres [113]
mais également les effets indésirables (tel que la lipodystrophie’) [114] encore bien trop nombreux
[115].

De nos jours, les recherches ont permis d’élaborer beaucoup d’agents antirétroviraux [116] qui
permettent de lutter contre les effets secondaires, les mutations du virus etc (Tableau 2). Cependant,
un gros travail reste également a faire en ce qui concerne le traitement sur les enfants qui supportent
beaucoup moins les effets indésirables et la combinaison des agents.

° Dystrophie du tissu graisseux, en général, de la région sous cutanée.
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Tableau 2 - Différents agents antirétroviraux mis sur le marché [73].

Drug family Drug Commercial name (company) FDA Dosage forms Adult dose Pediatric dose

approval

Nudeoside reverse Zidovudine  Retrowir® (GlaxoSmithKline) 1987 Tablets (300 mg), capsules 600 mg/day 160 mg/m2 every 8 h
transcriptase (AZT) (100 mg), syrup (10 mg/mlL). (2 doses)
inhibitors Didanosine  Videx™ (Bristol Myers Squibb) 1991 Capsules (125, 200, 250, 400 mg/day 120 mg/m2 twice daily
[ NRTIS) 400 mg), oral solution (1 dose)

(powder — 2 g), oral
suspension (pediatric powder
=2 g), and tablets (25, 50,
100, 150 mg).
Zakitabine*  Hivid®™ (Hoffmann-La Roche) 1992 Tablets (0375, 0750 mg) 225 mg/day Na
(3 doses)
Stavudine Zerit™ (Bristol Myers Squibb) 1994 Capsules (15,20, 30,40 mg) 80 mg/day 1 mg/kg/dose every 12 b
and oral solution (1 mg/mL) (1 or 2 doses)
Limivudine  Epivir® (GlaxeSmithKline) 1995  Tablets {150,300 mg) and 300 mg/day 4 mg/kg twice daily (uptoa
oral solution (10 mg/mL) (1 or 2 doses) maximum of 150 mg twice
a day)
Abacavir Ziagen™ ABC (GluwSmithiline) 1998 Tablets (300 mg) and oral 600 mg/day 8 mg/kg twice daily
solution {20 mg/ml) (1 or 2 doses) (maximum of 300 mg twice
daily)
Emiricitabine  Emtriva® (Gilead Sciences) 2003 Capsules (200 mg) and oral  Capsule: 200 mg/day 6 mg/kg, maximum of
solution (10 mg/mlL} Oral solution: 240 mg/day 240 mg (24 mL) once daily
(1 dose)

Nudeotide reverse Tenofovir Viread® (Gilead Sciences) 2001 Tablets (300 mg) 300 mg/day Na
transcriptase (1 dose)
inhibitors (nRTIs)

Nom-nuclecside reverse  Nevirapine  Viramune® (Boehringer 1996 Tablets (200 mg) and oral  First 14 days: 200 mg/day 150 mg/m” once daily for 14
transcriptase inhibitors Ingelheim) suspension (10 mg/mL) Alter 14 days: 400 mg/day days followed by 150 mg/m’
(NNRTE) (2 doses) twice daily

Delavindine Rescriptor® Sustiva.™, 1997 Tablets (100 mg) 1200 mg/day Na
Stocrin.™ ( Pfizer) (3 doses)
Efavirenz*® Sustiva™ (Boehringer 1998 Capsules (50,100,200 mg), 600 mg/day 10 kg<15 kg (200 mg),
Ingelheim) tablets (300, 600 mg)and (1 dose) 15 kg<20 kg (250 mg),
oral solution (30 mg/mi) 20 kg<25 kg (300 mg),
25 kg<325 kg (350 mg),
325 kg <40 kg (400 mg), at
least 40 kg (600 mg) once
daily
Etravirine Intelence® (Tibotec, J&f) 2008 Tablets (100 mg) 400 mg/day Na
(2 doses)
Protease inhibitors (FIs]  Saquit Invirase®™ (Hoffmann-La 1995 Capsules (200 mg) and 2000 mg/day Na
Roche) tablets (500 mg). (2 doses)
Indinavir Crixivan® (Merck & Co.) 1996 Capsules (100, 200, 300, 2400 mg/day Na
400 mg). (3 doses)
Ritonavir Narvir™ (Abbott Labs) 1996 Soft capsules (100 mg) 1200 mg/ day 350 10 400 mg/m2 twice
and oral solution (2 doses) daily, not to exceed 600 mg
(600 mg/ 7.5 mL), twice daily
Lopinavir Aluviran®™ (Abbott Labs) 1997 Na Na Na
Nelfinavir Viracept™ (Pfizer) 1997 Oral powder (50 mg/g)and 2500 mg/day 45 to 55 mg/kg twice daily or
tablets (250 and 625 mg) (2 or 3 doses) 25 to 35 mg/ kg three imes
daily
Amprenavir Agenerase® 1999 Capsules (50 mg) and oral 2400 mg/day 20 mg/kg twice daily or
(GlaxoSmithKline) sofution (15 mg/mL) (2 doses — 24 15 mg/kg 3 times daily (o a
capsules x dose) maximum daily dose of
2400 mg)
Fosamprenavir Lexiva® (GlaxcSmithKling) 2003 Tablels (700 mg) and oral 2800 mg/day 30 mg/kg twice daily, not ta
suspension (50 mg/ml) (2 doses) exceed the adult dose.
Atazanawir Reyataz® (Bristol Myers 2003 Capsules (100, 150, 200, 400 mg/day 15 kg<20 kg 85 mg/kg once
Squibh) 300 mg) (1 dose) daily
Tipranavir  Aptivus™ (Boehringer 2005  Capsules (250 mg) and oral 1000 mg/day 14 my/kg twice daily,
Ingelheim) solution (100 mg/mL) (2 doses) maximum dose 500 mg.
Darunavir Prezista® (Tibotec, &) 2006  Tablets (75, 300, 400, 1200 mg/ day Na
600 mg) (1 or 2 doses)
Viral fusion/entry Enfuvirtide™  Fuzeon® [Hoffmann-LaRoche) 2003 Powder (lyophilized) for 180 mg/day 610 16 years of age, 2 mg/kg
inhibitors injectable solution (2 doses) twice daily, Maximum dose
(90 mg/ml) 60 mg twice daily
Maraviroc™*  Selzentry™ (Pfizer) 2007 Tablets (150, 300 mg) 1200 mg/ day Na
(2 dases)
Vicriviroc**®  Schering-Mough Phase Il Tablets (30 mg) 30 mg/day Na
hib lteg " or MK-0518 (Merck 2007  Tablets (400 mg) 800 mg/day Na
& Co.) (2 doses)
Elvitegravir  Gilead Sciences Phase Il Na 150 mg/day Na
Maturation inhibitor Bevirimat Panacos Pharmaceuticals Phase I Tablets and oral solution 600 mg/day Na
(concentration Na)
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Drug family Drug Commerdal name (company) FDA Dosage forms Adult dose Pediatric dose
approval
Fixed Dose Combinations Lamivudine Combivir® ( GlaxoSmithKline) 1997 Tablets (150, 300 mg) 300 and 600 mg (2 doses) ****
(FDC) zidovudine
Abacavir/ Trizivir® ( GlaxoSmithKline) 2000 Tablets (150, 300 mg) 300 to 600 mg (2 doses) i
lamivudine
zidovudine
Lopinavir/ Kaletra™ (Abbott Labs) 2000 Tablets (50, 200 mg), oral 200 to 800 mg (1 or 2 7 kg<15 kg (12/3 mg/kg),
ritonavir solution (80 mg/mil, 20 mg/ doses) 15 kg <40 kg (10/2.5 mg/
mL) kg), <40 kg (400/100 mg)
twice daily
Tenofovir/ Truvada®™ (Gilead Sciences) 2004 Tablets (200, 300 mg) 200 to 300 mg (1 dose) e
emtrdtabine

*Available in a named-patient program only in US.

**Fusion inhibitor. Binds gp41.

**Entry inhibitor. Binds the CCR5 co-receptor.

****A fixed-dose tablet cannot be dose adjusted for the pediatric population.
Na: not available.

Un des problemes liés a la thérapie anti-SIDA est la présence de lieux particuliers considérés comme
réservoirs de virus qui sont impossible a atteindre. Il s’agit du systéme nerveux central ou du foie
[117]. Ajouté a cela, I’élimination des médicaments par |’organisme. Le tout s’oppose a une compléte
disparition du virus [118]. Les traitements par voie intraveineuse commencent a émerger et semblent
étre une intéressante alternative aux administrations orales. Cela pourrait permettre de diminuer le
nombre de prises par jour, tout en maintenant un niveau constant de médicament dans le sang.
Cependant, le probléme majeur concerne la tres pauvre solubilité des inhibiteurs de protéase dans le
sang. Une encapsulation de ces agents antirétroviraux peut donc s’avérer d’un grand intérét [119].

Idéalement, la cible des nanoparticules doit étre uniquement les cellules infectées par le VIH-1.
Cependant, le ciblage est difficile du fait de la tres courte durée de vie des cellules infectées (demi-
vie de 1-2 jours).De plus, le manque de marqueurs spécifiques aux cellules infectées complique la
chose [120]. Le ciblage passif du systéme immunitaire est [’une des voies possibles. C’est celle-ci que
nous avons envisagée.
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2.2. Nanoparticules de 1™ et 2°™ générations pour une vectorisation efficace contre le VIH-1

Les traitements de trithérapie restent de nos jours des traitements extrémement lourds pour les
patients. En effet, les quantités de médicaments peuvent étre trés importantes : 3 a 5 gélules par prise
et ce jusque 5 fois par jour. De plus, ces traitements induisent pour la plupart du temps des effets
indésirables tels que le vomissement ou la perte d’appétit. Par conséquent, les chercheurs ont tenté
de trouver un moyen pour soulager le traitement de ces personnes et d’améliorer U'efficacité des
traitements via une administration intraveineuse [121]. Outre ce mode d’administration, divers
traitements ont été expérimentés tel que des patches ou des implants en céramique contenant le
principe actif [122]. Cependant [’administration intraveineuse et ['utilisation de nanoparticules de 16
ou 2°™ générations permettraient un ciblage passif ou furtif des zones a traiter tels que les
lymphocytes et les réservoirs de virus dans le cas du traitement comme le VIH-1 [123].

Les nanoparticules ont donc été une solution developpée par les chercheurs. Des particules
métalliques de 10 a 50 nm de diamétre ont été proposées, mais leur biocompatibilité est souvent
contestée. L’équipe de Melander C. a étudié par exemple la conjugaison d’un fragment d’inhibiteur de
HIV potentiel avec des nanoparticules d’or de 2 nm de diamétre. Le but de I’étude était de comparer
Uefficacité des nanoparticules conjuguées au fragment d’inhibiteur a Uinhibiteur original dans la
formulation compléte [124]. Une approche similaire a récemment été étudiée par Penades et al. [125].
L’équipe de Kub propose quant a elle des nanoparticules de cuivre ou d’alliage argent/cuivre comme
inactivateur du VIH. La toxicité limitée ainsi que la basse concentration en métal utile font de ce
procédé une autre voie de recherche. [126]. Des nanoparticules polymeres, de taille plus importante
(100-400 nm), présentent des caractéristiques de biocompatibilité ou biodégradabilité [127][128].
L’émergence de nouveaux systéemes est toujours d’actualité mais implique souvent lutilisation de
molécules ou solvants nocifs pour le corps humain et difficiles a éliminer aprés formulation. Une
recherche constante concernant ['utilisation de produits “propres” est menée [129].

Dans le cadre de ce doctorat, [’emploi de particules de 2°™ génération a été retenu dans le cadre
d’une thérapie anti-SIDA potentielle. En effet, une bonne utilisation de ’inhibiteur retenu dans cette
étude est avant tout son intégration a la cellule infectée par le VIH-1, notamment dans le cytoplasme,
ou la protéase est libérée aprés « synthése par la cellule hbte». Dans le cadre de cette application
particuliére, c’est principalement le systeme immunitaire qui est tout particuliérement visé,
notamment les macrophages et lymphocytes-T. Il est donc important que les nanoparticules que nous
produirons restent suffisamment longtemps dans [’organisme pour diffuser et étre distribuées dans
tout le corps. Elles doivent également étre reconnues puis captées par le systéme immunitaire, ce qui
adviendra méme si ces particules sont qualifiées de « furtives » [130].

L’étude que nous avons menée dans ce cadre sera exposée dans le chapitre 3 de ce manuscrit.
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3. Lutte contre le cancer

3.1. Le cancer

Ce nom aurait été donné par Hippocrate [131], parce que le cancer « a des veines étendues de tous
cotés, de méme que le crabe a des pieds » [132]. La méme source ajoute que « son nom lui vient,
selon quelques-uns, de ce que quand il s’est emparé d’un organe, il ne le ldache plus, de méme que fait
le crabe quand il s’est attaché a quelque chose ». Le cancer reste la deuxiéme cause de mortalité chez
’homme, derriére les maladies cardio-vaculaires.

3.1.1. Qu’est ce qu’un cancer ?

Le cancer est une maladie due a la prolifération anarchique de cellules qui se multiplient
indéfiniment. Ces cellules sont capables d’envahir le tissu normal avoisinant, de le détruire puis de
migrer et coloniser d’autres tissus. On parle alors de métastases.

La prolifération des cellules cancéreuses est rendue possible, entres autres, par le fait qu’elles ne
répondent plus au signal d’autodestruction (les facteurs pro-apoptotiques) recu par la cellule par des
“récepteurs de mort”.

3.1.2. Les traitements classiques du cancer

3.1.2.1. La chirurgie

La chirurgie consiste a retirer les tissus infectés par les tumeurs. Cependant, c’est une technique
lourde pour le patient, mais qui s’avere souvent utile pour les petites tumeurs localisées. Lors de
cancers métastasés, les médecins feront néanmoins appel a d’autres techniques.

3.1.2.2. Laradiothérapie

La radiothérapie utilise des rayons ionisants émis par certains éléments radioactifs pour détruire les

cellules anormales, ou du moins ralentir leur progression. Cette technique est souvent associée a la
chirurgie et peut étre employée pour des cancers “jeunes” mais également lors de traitement
palliatifs, c’est a dire dont le but n’est plus de guérir mais tout simplement de soulager le patient
quand le cancer est trop avancé.
Il n’est pas question ici d’introduire quelconques molécules ou médicaments. C’est uniquement
’action des rayons qui détruit les cellules. Il est donc nécessaire de localiser précisément la zone a
traiter. Cette technique présente peu d’effets secondaires a faibles doses et a ’avantage de pouvoir
étre utilisée rapidement et sans hospitalisation.

52



Bibliographie

3.1.2.3. La chimiothérapie

La chimiothérapie est l'usage de certaines substances chimiques pour traiter une maladie. C'est une
technique de traitement a part entiére, au méme titre que la chirurgie. La premiére utilisation connue
de la chimiothérapie remonte a lusage de l'écorce de quinquina par les Indiens du Pérou, dans le
traitement de fievres telles que la malaria. La majorité des substances chimiothérapeutiques
anticancéreuses fonctionnent par arrét de la mitose (division du noyau des cellules), en ciblant
efficacement les cellules se divisant trop rapidement. On qualifie ces substances d’antinéoplasiques.
Comme ces substances peuvent endommager méme les cellules saines, elles sont dites « cytotoxiques
». Certaines de ces molécules provoquent un véritable « suicide cellulaire » : l'apoptose. La plupart des
antinéoplasiques utilisés aujourd’hui ne sont pas des médicaments récents ni a effet spécifique sur les
cellules néoplasiques si bien quils touchent également les cellules saines (elles sont dites
cytotoxiques). Les progres thérapeutiques observés viennent en partie des modalités d'administrations
des médicaments et de leurs combinaisons.

A ce jour, les chercheurs ne sont malheureusement pas capables d’identifier la plupart des
caractéristiques particuliéres des cellules malignes, qui permettraient de les cibler parfaitement. Cela
implique que dautres cellules a division rapide telles les cellules responsables de la pousse des cheveux
ou de la régénération de l'épithélium intestinal, ou les cellules sanguines, sont également affectées par
les substances chimiothérapeutiques. Ceci explique les effets secondaires couramment rencontrés,
comme la perte des cheveux, les infections (destruction des globules blancs), anémies (destruction des
globules rouges) et les hémorragies (destruction des plaquettes). Cela nécessite parfois des moyens
pour lutter contre ces effets secondaires : mise en chambre stérile, transfusions sanguines, injections
d'érythropoiétine (EPO)... Cependant, certaines molécules produisent moins d'effets secondaires que
d'autres, autorisant les médecins a ajuster les régimes a l'avantage de certains patients, dans certains
cas.

En conclusion, le gros inconvénient de ces deux derniéres techniques reste la faible sélectivité des
traitements qui touchent tres souvent autant de cellules saines que malades.
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3.1.2.4. La Thérapie Photodynamique Anticancéreuse

On peut résumer cette technique comme une combinaison de la radiothérapie et de la
chimiothérapie. La PDT (Figure 25) antitumorale est une technique de traitement basée sur
’association de molécules photosensibilisantes (Ps) (formation d’oxygene singulet toxique) capables de
se concentrer dans les cellules tumorales, et d’une lumiére focalisée de longueur d’onde appropriée
(dépendante du Ps). Ce sera la combinaison de ces deux facteurs qui permettra de cibler
spécifiquement les tissus tumoraux et de les détruire. Cependant cette méthode présente tout de
méme un inconvénient de taille : seuls les cancers accessibles a la lumiére peuvent étre traités. La
lumiére rouge par exemple n’a qu’une pénétration d’environ 1 cm dans les tissus vivants.

Intervalle Drogue-Lumiére
(IDL)

\ Irradiation
@)
w. J 72&

//Z

Direct Indirect
D des D des vaisseau:
cellules Effets inflammatoires et
tumorales immunitaires

ERADICATION DE LA TUMEUR

Réactions de photo.
oxydation

(OXYGENE

&

Figure 25 - Représentation du principe de thérapie photodynamique anticancéreuse

Les effets thérapeutiques de la lumiére sont connus depuis I’Antiquité. Les Egyptiens U’utilisaient
déja combinée a des substances naturelles pour traiter des maladies de peau. Le concept de
photosensibilisation apparait en 1898 quand Oscar Raab [133] décrit pour la premiére fois le
phénomeéne phototoxique : l’association d’un colorant (I’acridine) et de lumiére.

La PDT est donc un processus qui nécessite trois parametres fondamentaux : une molécule
photosensible appelée photosensibilisateur (PS), un rayonnement lumineux et de l’oxygene (Figure 26).
La présence simultanée de ces trois composants permet d’engendrer des réactions de photo-oxydation
entrainant la destruction des tissus biologiques. On parle alors d’effet phototoxique. Cela ouvre des
champs de développement importants et notamment pour les traitements anticancéreux.
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Figure 26 - Représentation des transitions entre les différents niveaux d'énergie electronique des
substances
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En effet la recherche se concentre de nos jours sur trois points important de la thérapie :

1) les photosensibilisateurs. Ils sont extrémement difficiles a synthétiser et de ce fait coutent trés
cher. Cela rend les traitements par PDT tres lourds financiérement et difficile a rentabiliser
pour une entreprise pharmaceutique. Les chercheurs tendent donc a simplifier les synthéses
tout en améliorant le pouvoir photosensible des molécules. Les effets indésirables sont aussi a
prendre en considération.

2) Les vecteurs de PS. En effet une injection simple de PS n’est pas possible a cause du caractéere
trés souvent hydrophobe des molécules utilisées. Il est donc primordial d’encapsuler ces
molécules ou de les fixer sur des vecteurs a savoir des nanoparticules [5][134][135].

3) Les peptides de reconnaissances. Ces peptides permettent un ciblage actif des tumeurs et/ou
des néovaisseaux [136].

3.1.3. Description du développement tumoral

L’apparition de cellules cancéreuses, appelée carcinogenése, est un processus séquentiel qui fait
intervenir ’accumulation progressive de mutations génétiques. Ces mutations surviennent apres
exposition a un (des) carcinogene(s) qui conduit (conduisent) a l’activation de certains oncogénes
et/ou Uinactivation de certains genes suppresseurs de tumeurs (étapes d’initiation et de promotion du
cancer)[137]. En paralléle a ces changements génétiques, les cellules cancéreuses induisent des
changements profonds dans le tissu voisin normal (étape de progression). A ce stade, le cancer est
infraclinique : c’est un ensemble de cellules qui survit dans l’organisme. L’environnement des cellules
cancéreuses reste dans un premier temps non coopératif, ce qui signifie que la tumeur se suffit a elle
méme pour survivre avec un développement tres lent ou nul. Cependant, si le tissu tumoral continu de
se développer de facon significative, la tumeur aura besoin de nutriments extérieurs, notamment de
’oxygene, pour que son développement soit plus rapide que sa destruction. C’est a cette étape
gu’intervient ’angiogenese tumorale [138][139]. Langiogenése est définie comme la formation de
nouveaux vaisseaux a partir d'un réseau vasculaire préexistant. C'est un mécanisme indispensable et
hautement régulé dans des conditions physiologiques [140]. Au début de la prolifération tumorale, la
tumeur, d'une taille inférieure a 1 ou 2 mm?, est indépendante de l'angiogénése et l'apport de loxygéne
et des nutriments aux cellules tumorales est assuré par simple diffusion a travers les tissus [138]. On
parle de phase dormante ou avasculaire. Sous l'effet de laccumulation des altérations génétiques, la
prolifération des cellules tumorales devient plus active. La croissance tumorale ralentit, du fait d’un
équilibre entre prolifération cellulaire et mortalité cellulaire. Lorsque la tumeur grossit au-dela des
limites de diffusion simple de l'oxygéne, un état hypoxique intratumoral est généré. L'angiogenése va
alors permettre la croissance de la tumeur en fournissant l'oxygéne et les nutriments nécessaires a sa
prolifération, en sécrétant des facteurs qui, a leur tour, stimulent la croissance des cellules
cancéreuses [139]. Les étapes de ce processus sont résumées dans la Figure 27.
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Figure 27 - Etapes de [’angiogenese tumorale. 1) Activation des cellules endothéliales par le VEGF
sur-exprimé par les cellules tumorales. 2) Détachement des péricytes et dégradation de la
membrane basale. 3) Migration des cellules endothéliales vers la tumeur. 4) Prolifération des

cellules endothéliales. 5) Formation de néovaisseaux, recrutement des composants de la paroi
vasculaire par les cellules endothéliales (tirée de la thése de Loraine Tirand, 2007) [141].

Les mécanismes cellulaires et moléculaires du processus angiogénique sont induits par ’action
coordonnée de facteurs pro-angiogéniques. Parmi les régulateurs clés de ’angiogenése figurent les
facteurs de croissances d’angiogenése vasculaire (Vascular Endothelial Growth Factors - VEGF) et leurs
récepteurs. Les 43 intégrines jouent aussi un role considérable dans ce processus, en contrélant
’adhésion et la migration des cellules endothéliales grace aux interactions avec la matrice
extracellulaire.

3.1.3.1.  Les facteurs angiogéniques

e Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF est surexprimé par les cellules tumorales, mais il est également présent a la surface des
cellules endothéliales, des macrophages, des lymphocytes T, des cellules musculaires lisses, des
ostéoblastes et de divers autres types cellulaires [142], [143-146]. L’expression du VEGF est régulée par
une variété de stimuli, dont le plus important est |’hypoxie survenant lors du développement de la
tumeur [147-149]. Le VEGF est probablement le régulateur le plus important de l’angiogenése dans des
conditions aussi bien physiologiques que pathologiques.

19 Protéines transmembranaires jouant le role de récepteurs d’adhésion cellulaire.
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e Les neuropilines

Les neuropilines (NRP-1 et NRP-2) sont des glycoprotéines transmembranaires qui jouent un réle clef
dans le développement des systemes neuronaux et vasculaires mais aussi dans celui des récepteurs de
la famille du VEGF.

Par ailleurs, des études ont montré que ’expression de la NRP-1 au niveau des cellules cancéreuses
favorisait [’angiogenéese tumorale [150][151].

3.2. Les particules de 3°™ génération au secours de la thérapie anticancéreuse

Comme nous l’avons mentionné, la lutte contre le cancer utilise des moyens comme la
chimiothérapie ou la thérapie photodynamique qui font appel a des molécules destinées a détruire les
cellules cancéreuses. Cependant, si ces molécules ne sont pas distribuées sur ces cellules cibles, de
nombreuses cellules saines seront également détruites. C’est d’ailleurs en grande partie la raison pour
laquelle beaucoup de personnes perdent leurs cheveux lors de traitement par chimiothérapie. Il est
donc primordial, pour le confort du patient, d’atteindre une efficacité médicamenteuse grandissante.
Pour cela, des recherches sont menées. Elles portent a la fois sur des molécules plus adaptées mais
également sur des ciblages thérapeutiques beaucoup plus précis. C’est dans ce contexte que les
particules de troisiéme génération peuvent étre employées.

3.2.1. Particules de troisieme génération

Nous avons vu qu’afin de reconnaitre sélectivement les cellules cancéreuse cibles, les nanovecteurs
doivent étre fonctionnalisés en surface pour étre ensuite employés dans les traitements anticancéreux
[152]. De nombreuses publications concernent la fonctionnalisation de particules métalliques ou
minérales a base d’or [153][154][155], de fer [156], ou encore des particules de silice [157] ou
magnétiques [158][159]. Qiao et al., ont par exemple élaboré des nanoparticules de silice de 150 nm a
forte porosité et fonctionnalisées a la surface avec de la poly-L-lysine. Cette couche surfacique permet
alors aux nanoparticules de transporter des oligo ADN-Cy3 sur les cellules Hela. Une grande capacité a
transporter des genes au niveau de ces cellules cancéreuses a été observée et semble prometteuse
[160].

Nous focaliserons cette étude bibliographique sur les travaux concernant la fonctionnalisation de
particules de polymére.

S. Acharya et al. ont formulé des nanoparticules de PLGA recouvertes de PVA par la méthode de
double émulsion/évaporation de solvant et y ont encapsulé un principe anticancéreux (rapamycine'’)
(Tableau 3). Ces particules ont été fonctionnalisées en surface par un anticorps ciblant le récepteur de
UEGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et sont destinées a étre utilisées pour le traitement du
cancer du sein. Pour ancrer de maniere covalente l'anticorps monoclonal EGFR a la surface de ces
nanoparticules, des agents de couplage classiques tels que Uhydrochlorure de 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et la N-hydroxysuccinimide (NHS) ont été employés. Pour

1 La Rapamycine est un immunosuppresseur également appelé Sirolimus
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cela, les nanoparticules recouvertes de PVA ont été mises en contact avec 'EDC et la NHS dans un
tampon PBS (pH 7,4). Aprés 4h de réaction, les particules sont lavées par centrifugation puis rediluées
au tampon PBS pour réagir avec 'anticorps, pendant une nuit, a froid. Apres caractérisation de ces
nano-objets, les auteurs ont pu montrer que le principe actif avait été efficacement encapsulé et des
tests in vitro ont mis en évidence ’efficacité du greffage de ’anticorps et donc du traitement ciblé
[161].

Tableau 3: Quelques exemples des nanoparticules formées

Caractérisation
Tvpe de Méthode de
Auteurs p:rl:l’:icule préparation (des
nanoparticules) Dlametre. Potentiel Zeta
hydrodynamique

S. Acharya, . o 1 .
F.Dilnawaz, S. K. @ -CAconjugueea  Emulsion/ 274+1.6nm 13.8 £ 5.1 mV

un anti-EGFR evaporation
Sahoo
U. Toti. B. G PLGA Dynamic light
A. Ot]G’rill. urzj, fonctionnalisée Emulsion/ scattering (DLS): -29.12 £ 0.82 mV

) ’ " par un peptide de centrifugation 208 nm

Panyam .

reconnaissance

U. Toti et al. ont quant a eux fonctionnalisé des nanoparticules de PLGA (Tableau 3) avec un
peptide de reconnaissance des intégrines a,Bs;, surexprimées au niveau de la vascularisation de
certaines tumeurs. Ces auteurs ont préparé ces nanoparticules encapsulant de la coumarine par le
procédé d’émulsion/évaporation de solvant en utilisant du PVA comme stabilisant interfacial (Figure
28). A ce stabilisant est ajouté un copolymeére dibloc PLA-PEG porteur d’une fonction maélimide
terminale (PLA-PEG-MAL) qui se localise également a Uinterface eau/huile. Ces groupes maléimide sont
ensuite mis a profit pour conjuguer un peptide cGRD a la surface des nanoparticules. Les
nanoparticules conjuguées au peptide cRGD sont alors préparées par réaction entre les nanoparticules
fonctionnalisées par des groupes maléimide et le peptide présentant un groupe thioacétyl ester. Les
tests in vitro mettent en évidence une accumulation de ces nanoparticules dotées d’un peptide cGRD
dans les cellules tumorales et donc Uefficacité de la fonctionnalisation [162].
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Figure 28: Illustration des travaux de TOlI etal. [162].

Ne pouvant décrire la totalité des particules fonctionnalisées en surface, destinées a un traitement
anti-cancer et décrites dans la littérature, nous nous focaliserons, dans le cadre des travaux menés au
cours de ce doctorat, a la fonctionnalisation de nanoparticules par Chimie-click. L’intérét de cette
méthode de couplage réside dans [’utilisation de conditions de réactions douces et dans [’extréme
sélectivité de la réaction, ce qui permet d’éviter la formation de produits secondaires.

3.2.1.1. Réactions de Chimie-click pour fonctionnaliser une particule

Les réactions de « click chemistry » (ou Chimie-click) sont des réactions tres spécifiques, présentant
de hauts rendements, utilisant des solvants non toxiques et réalisables dans des conditions de pression
et de température classiques. Parmi les différentes réactions pouvant intrégrer ce concept (Thiol-yne /
Thiol-ene / Diels-Alder), nous mettrons en ceuvre la cycloaddition dipolaire 1,3 de Huisgen entre un
alcyne terminal et un azide catalysée par Cu(l) (Figure 29).

Figure 29: Cycloaddition dipolaire 1,3 de Huisgen

Lallana et al. proposent une revue décrivant ’utilisation de la Chimie-click depuis son introduction
il y a une dizaine d’années par Sharpless et al [163] jusqu’a son emploi dans le cadre de ’élaboration
de nano-objets destinés a étre employés comme vecteurs de principes actifs [164].
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3.2.1.1.1. Fonctionnalisation par Chimie-click de type Thiol - yne / Thiol -
éne

Bowman et al font une revue intéressante des différentes possibilités de réaction des fonctions thiol
sur différents types d’alcyne et résument ainsi les avantages de Uutilisation d’une Chimie-click Thiol-
yne [165]. C’est une réaction pouvant étre réalisée a température ambiante, en présence d’oxygéne ou
d’eau et ne demandant pas de catalyseur toxique tel que le cuivre par exemple. Bowman et al nous
présentent également dans cette revue les différentes syntheses utilisant la chimie-click thiol-éne et
un certain nombre d’applications tels que le recouvrement de surface ou la fonctionnalisation de
polymeéres et/ou particules [166]. Ils indiquent cependant qu’une des limitations de ces réactions tient
du fait que certaines applications nécessitent une quantité limite de soufre, notamment dans le
domaine de l’optique ou la présence de soufre peut modifier l’indice de réfraction.

Patton et al. [167] apportent quant a lui des exemples sur la modification de surface par la réaction
Thiol-yne. La Chimie-click Thiol-yne est également possible par irradiation U.V.. La simple utilisation
d’un masque permet ainsi une fonctionnalisation sélective des surfaces [167]. Chen et al. [168] ont
ainsi préparé un substrat recouvert de polymeére fonctionnalisé par un groupe alcéne ou alcyne, sur
lequel ils greffent un PEG fonctionnalisé par des fonctions terminales thiol (Figure 30).
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Figure 30 - lllustration de la réaction de chimie-click de type Thiol-éne et Thiol-yne [168]

Une étude récente sur la glycosylation par chimie-click thiol-yne a également été étudiée en créant
des radicaux libres par irradiation (Figure 31).

Figure 31 - Mécanisme de couplage thiol-yne utilisant des radicaux libres photo-induits
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Stenzel et al. ont quant a eux synthétisés des polymeéres contenant des fonctions pendantes vinyle ou
acétylene (PHEMA et POEGMEMA) en utilisant la polymérisation RAFT. Ces polymeres sont ensuite dotés
de fonctions carboxylate en présence d’acide thioglycolique (thiol - éne) ou d’acide 2-
mercaptosuccinique (Thiol - yne). Les carboxylates sont ensuite conjugués au cis platine. Il apparait
que seules les macromolécules préparées a base de POEGMEMA sont capables de s’organiser en
micelles de par leur caractére amphiphile [169].

Xu et al, proposent la construction d’une membrane microporeuse de polypropyléne a surface
glycosylée en utilisant la réaction de chimie-click Thiol-yne [170]. Cette membrane est destinée a
reconnaitre spécifiquement la lectine (Figure 32).
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Figure 32 - Application de la réaction de Thiol-yne pour la modification de surface par Xu et al. [170]

Marra et Dondoni présentent une revue des différentes applications de la réaction de couplage Thiol-
ene catalysée par la lumiére visible (Figure 33). Cette revue est focalisée sur la glycosylation de
polymeéres par la méthode de chimie-click thiol-éne [171].
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Figure 33 - Mécanisme de la réaction de couplage Thiol-ene photocatalysée

Shi et al ont de leur coté utilisé une double réaction de chimie-click thiol-éne pour créer des molécules
photo-réactives capables de se polymériser sous rayons U.V.. Placées en surface d’un matériau, ces
molécules ont la capacité de se polymériser et ainsi de protéger la surface du matériau du
vieillissement induit par les rayons Ultra Violets [172]

Andrew b. Lowe a édité une revue regroupant les derniéres applications de la réaction de chimie-click
thiol-éne. Il décrit notamment la synthése de nanoparticules de latex élaborées par le procédé de
polymérisation en miniémulsion et post-fonctionnalisées en provoquant une réaction de chimie-click
thiol-éne en surface des particules (Figure 34) [173].
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Figure 34 - Elaboration de nanoparticules multimodales de latex

3.2.1.1.2. Fonctionnalisation par Chimie-click de type Diels-Alder

Une autre réaction dite de chimie-click est la réaction de Diels-Alder qui a la capacité d’étre réversible
(Figure 35). M. A. Tasdelen propose une récente revue de cette réaction [174]. Dove et al. proposent
quant a eux U’emploi des réactions de chimie-click Diels-Alder et thiol-éne conjuguées pour une
synthése et une post-fonctionnalisation de polymeéres contenant des dérivés maléimide [175].

T Diels-Alder
e ()
- i

retro-Dielz-Alder

Figure 35 - Mécanisme général des réactions de Diels-Alder et rétro Diels-Alder d'un diénophile et dun
diéne [174]

3.2.1.1.3. Fonctionnalisation par cycloaddition dipolaire 1,3 de Huisgen

Des nanoparticules inorganiques ont été fonctionnalisées via la cycloaddition dipolaire de Huisgen
pour des applications biomédicales (libération de principes actifs, diagnostique médical) mais aussi en
catalyse. Ainsi, A. Barras et al. ont fonctionnalisé des nanoparticules commerciales de diamant
présentant des groupes -NH, a leur surface. Ces fonctions sont modifiées en fonctions azide (Figure 36)

puis différents composés porteurs de fonction alcyne y sont liés de maniére covalente [176].
HO

0
@
n DCC, DMAP )—@— Cum TEA @
ACN ACN
5
Fe
Fc

N
N OO
(s} ,O

Pyr

P e e

R= Oc
Figure 36: Fonctionnalisation en surface de nanoparticules de diamant par Barras et al.[176]
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De maniere similaire, des nanoparticules d’or ont été fonctionnalisées en surface par Fleming et al.
Cette étude montre qu’il est possible de fonctionnaliser des particules d’or recouvertes d’une
monocouche contenant des ligands -CH; et des ligands dotés de fonctions Br qui peuvent ensuite étre
substitués par des groupes azide (Figure 37). La réaction de Chimie-click se fait ensuite soit dans le
dioxane, soit dans un mélange d’hexane et de dioxane. La multiplicité des composés fixés sur les
nanoparticules démontre efficacité de la méthode utilisée. Fleming et al. ont également réalisé une
multi-fonctionnalisation en utilisant diverses petites molécules acétyléniques dans la méme expérience

(Figure 38)[177].
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Figure 37: Fonctionnalisation en surface par chimie clic de particules d'or, par Fleming et al.
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Figure 38: Composes flxes aux nanoparticules d'or

Des nanoparticules de polystyrene ont été élaborées en couplant la réaction de Chimie-click de
Huisgen a une réaction de polymérisation radicalaire en émulsion par transfert d’atome [178].
S’ensuivront ensuite les travaux de Van der Ende V. et al sur lutilisation des deux Chimie-click
Alcyne/Azide ou Thiol-éne pour lélaboration de nanoparticles polyester. Ces travaux démontrent
Uefficacité des réactions de Chimie-click sur différentes sortes de polyester [179]. Plus tard, ’équipe
de Valérie Langlois synthétisera avec succes des copolymeres amphiphiles greffés a base de poly(3-
hydroxyalkanoate) et de poly(éthyléne glycol) (PHA-g-PEG)[180].

Les premiers travaux réalisés sur la modification de polysaccharides ont portés sur la cellulose,
laquelle a été fonctionnalisée par des groupes azide [181]. Plus tard, la modification du dextrane par
Chimie-click sera étudiée en milieu aqueux [182]. Xu et al. reportent la synthése de poly(e-
caprolactone) fonctionnalisée a une extrémité par un saccharide. Pour cela, la PCL w-alcyne réagit
avec différents saccharides dotés d’une fonction azide terminale [183].

Des nanoparticules de poly(fluorure de vinylidéne) (PVDF) ont été conjuguées a leur surface par un
cyclopeptide (Figure 39) destiné a cibler ’angiogenése (néovascularisation) de certaines tumeurs car il
se lie spécifiquement aux récepteurs VEGF (réle de ligand) (Figure 40). Pour cela, les particules de
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PVDF recouvertes d’acide polyacrylique (PAA) ont été préparées par polymérisation en émulsion. Pour
mettre en place des fonctions azide a la surface de ces particules, une amine azidée est couplée aux
fonctions carboxylique de la couche PAA. La réaction de Chimie-click avec le peptide ou la molécule
modele fluorescente a alors lieu a 40°C, pendant 24h. Le Cu(l) nécessaire est amené sous forme sulfate
de cuivre (Cu(ll)) en présence d’ascorbate de sodium (réducteur). Les nanoparticules sont lavées par
une solution aqueuse d’EDTA puis filtrées afin d’éliminer le cuivre. Les nanoparticules obtenues sont
stables, de taille inférieure a 150 nm. Il a ensuite été prouvé que ces particules ciblent des cellules
surexprimant le VEGF et donc que le couplage entre les particules et le peptide n’affecte pas les
performances de reconnaissance du cyclcopeptide [184].
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Figure 39: Fonctionnalisation de nanoparticules de poly(fluorure de vinylidiene) par Deshayes et
al.[184]
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Figure 40: Cyclopeptide utilisé par Deshayes et al.[184]

D’autres types de particules peuvent étre fonctionnalisés par Chimie-click. Ainsi, P. S. Banerjee et
al. ont montré que les adénovirus peuvent étre marqués sélectivement par un processus en deux
étapes. Leur marquage métabolique avec des sucres présentant des fonctions azide, ici le N-
azidoacetylglucosamine (GlcNAz), donne des particules adénovirales dotées de sites spécifiques
comportant des groupes azide chimiquement accessibles, et ce, sans diminution ni de la production
virale ni de Vlinfectivité. Cette modification chimique d’adénovirus permet ensuite leur
fonctionnalisation par diverses fonctions, que ce soit par des peptides (tel que le DYKDDDDK), des
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fluorophores ou des petites molécules ciblantes (Figure 41). [185] Cette approche présente ’avantage
d’étre facile a mettre en ceuvre, d’étre spécifique et de ne pas perturber le systéme de départ. Elle ne
se limite pas seulement aux adénovirus mais pourrait s’appliquer a une grande variété de virus avec
des glycoprotéines périphériques, comprenant divers vecteurs oncolytiques actuellement en
développement (rétrovirus, lentivirus, virus de ’herpés, etc.) [185].

Figure 41: Modification d’adénovirus

Dans le cadre de la vectorisation ciblée de génes (pDNA), H. Yu et al. ont étudié la conjugaison
régiospécifique d’un facteur de croissance épidermique (EGF) greffé sur une chaine de PEG par Chimie-
click avec un dendron poly(amido amine) (PAMAM) (Figure 42). [186]
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Figure 42: Polyplexe formulé par H. Yu et al.
Pour cela, ils ont tout d’abord obtenus des dendrons PAMAM a cceur d’amine propargylique comportant
des groupes ester terminaux. Le coeur du dendron est quant a lui doté d’une fonction alcyne. Les
extrémités ester ont ensuite été modifiées par différentes oligoamines (Figure 43) dont certaines
biocompatibles. Parmi les différents dendrons modifiés, les « polyplexes » comportant des dendrons
PAMAM-pentaéthylénehéxamine (PEHA) ont présenté la meilleure capacité de transfert de gene.
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Figure 43: Modification du dendron propargyl-PAMAM par une oligoamine en terminaison de chaine.

La conjugaison du dendron PAMAM-PEHA avec un espaceur PEG est conduite par réaction de
Chimie-click. Pour cela, la fonction azide est portée par le PEG et le Cu(l) est apporté sous forme de
bromure de cuivre (CuBr). Le schéma de synthese est décrit dans la Figure 44. Le copolymére résultant
PEG-PAMAM-PEHA est ensuite couplé avec un ligand EGF. Les particules formées (polyplexes) passent
d’une taille de 200 nm environ a 340 nm aprés couplage avec UEGF. Il a été montré que les
transfections en pADN dans les cellules (surexprimant ’EGFR) sont dix fois plus efficaces pour les
polyplexes contenant 'EGF que pour ceux ne contenant aucun ligand. Ceci démontre bien ’efficacité
du ciblage. H. Yu et al. suggérent néanmoins que des modifications doivent étre faites pour optimiser
Uefficacité de la transfection des polyplexes PAMAM fonctionnalisés par UEGF [186].
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Figure 44: Schéma de synthese du dendron PAMAM-PEHA fonctionnalisé par Chimie-click. [186]

Abeylath et al proposent quant a eux différentes méthodes pour élaborer des nanoparticules
polymeéres recouvertes d’une couronne hydrophile de PEG destinées a un ciblage actif des tumeurs.
Parmi ces méthodes se trouve la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée par le
cuivre (Figure 45) [187].
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Figure 45 - Nano-objets proposé pour le ciblage actif de tumeurs cancéreuses [187]

J. Zou et son équipe proposent d’obtenir des nanoparticules de PLA (Figure 46) par mini-émulsion et
qui contiendraient du paclitaxel. Pour cela, du paclitaxel modifié par 2 fonctions azide, solubilisé dans
la phase dispersée avec le PLA porteur de groupes alcyne est employée. La réaction de Chimie-click
azide/alkyne est catalysée par le cuivre en utilisant [’ascorbate de sodium solubilisé dans la phase
aqueuse. Ici le paclitaxel n’est pas greffé a la surface des nanoparticules mais incorporé dans la
particule durant ’élaboration. Il se retrouve alors lié par des liaisons covalentes a la matrice [188].
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Figure 46 - a) Synthése du paclitaxel modifié par les fonctions azide en bout de chaines. b)
représentation graphique de l'élaboration par miniémulsion des nanoparticules de PLA
fonctionnalisées par du Paclitaxel [188].

L’utilisation de cuivre constitue cependant une limitation majeure de cette réaction notamment
pour les applications biomédicales. En effet, le cuivre est primordial pour la réaction de Cycloaddition
dipolaire 1,3- de Huisgen mais est toxique pour [’organisme [189]. Des travaux consistent a développer
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in fine des méthodes d’élimination usuelles du cuivre pour ce type d’application, telles que
Uutilisation de complexants, la purification par lavage ou par séparation par colonne de
chromatographie a base de silice modifiée [190][191] mais ces derniéres sont difficiles a mettre en
ceuvre dans le cas des nanoparticules.

Une autre solution réside dans l’emploi d’une réaction de Chimie-click « Copper-free » ou encore de
s’affranchir de la réactivité du Cu(l) en utilisant par exemple un liguant stable du Cu(l)
(tris(benzyltriazolylméthyl)-amine). Les chercheurs observent ainsi une plus grande efficacité de la
catalyse et aucune dégradation sur les molécules fonctionnalisées [192]. L’équipe de CJ. Hawker
propose une nouvelle méthode de catalyser la réaction de cycloaddition par le cuivre en utilisant des
nanoparticules de cuivre commerciales, restant stables en présence d’oxygéne et pouvant étre
“facilement” éliminées et réutilisées [193].

3.2.1.1.4. Fonctionnalisation par Chimie-click en absence de cuivre

Comme nous venons de le mentionner, le cuivre constitue une des limitations de lutilisation de la
Chimie-click pour des applications biomédicales car il entrainerait une oxydation des phopholipides
insaturés. Différentes méthodes ont donc été mises en place pour éviter son utilisation en tant que
catalyseur de la cycloaddition dipolaire de Huisgen.

Trois réactions bioorthogonales avec les azides ont été comparées par N. J. Agard et al. : la Chimie-
click catalysée par Cu(l), la réaction de Staudinger et la cycloaddition « strain-promoted » (Figure 47).
Apreés études des cinétiques, il s’avere que la réaction de Staudinger et la cycloaddition « strain-
promoted » ont des constantes de vitesses similaires alors la réaction de Chimie-click catalysée par
Cu(l) reste plus rapide. Néanmoins, méme si elles sont plus lentes, elles se réalisent sans présence de
Cu(l) [194].
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Figure 47: Réactions bioorthogonales avec les azides. (i) Réaction de Staudinger, (ii) Chimie-click,
(iii) strain-promoted cycloaddition. R’ représentant n’importe quelles chaines carbonées.

R. I. Jolk et al. ont quant a eux développé une méthode permettant de post-fonctionnaliser par
Chimie-click des liposomes a base de PEG [162]. Ils ont d’abord synthétisé les précurseurs, c’est-a-dire
la sonde fluorescente couplée a un peptide et dotée d’une fonction N3 d’une part et les phopholipides
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pegylés terminés par une fonction alcyne d’autre part. (Figure 48). Deux types de liposomes A et B sont
formulés. (Tableau 4).
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Figure 48: Peptide RGD fonctionnalisé par un groupe 3-azidocoumarine [162]

Tableau 4: Caractérisation des liposomes A et B

Liposome Diamétre hydrodynamique (DLS) (en Potentiel Zeta (mV)
nm)

Liposome A 129+1,7 -14,68+0,50

Liposome B 118,9+0,7 -12,22+0,81

Le liposome A, porteur de fonctions alcyne, est fonctionnalisé par la cycloaddition dipolaire de
Huisgen catalysée par Cu(l) (Figure 49), amené sous forme sulfate de cuivre (Cu(ll)) en présence
d’ascorbate de sodium (réducteur). La cinétique de greffage de la sonde a la surface est mesurée par
fluorescence. Les auteurs constatent alors que la formation du cycle triazole se fait rapidement
pendant la premiére heure. Néanmoins, aprés avoir atteint la conversion totale, une diminution de la
fluorescence due a un quenching par Cu(ll) formé est observée.
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Figure 49: Formation et fonctionnalisation du liposome A en présence de cuivre

Pour éviter ce probleme, R. I. Jolk et al. se placent en absence de cuivre en utilisant des fonctions
alcyne cylcliques contraintes présentes a la surface du liposome B. Un bon « ciblage » est observé (par
fluorescence en fonction du temps) bien que cette réaction de click « strain-promoted » soit plus lente
que celle catalysée par Cu(l) puisque le maximum de greffage est obtenu apres 8,5h [195].
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Baker Jr et al. ont récemment publié une synthése rapide de dendrimeéres multifonctionnels de PAMAM
sans utilisation de cuivre (Figure 50). Le G5-PAMAM est acétylé puis couplé a des ligands cyclooctyne
via une liaison amine pour une chimie-click sans cuivre. L’équipe a investigué la conjugaison de
plusieurs groupes fonctionnels (modifiés par des fonctions azide) [196].
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Figure 50 - Précurseurs modifiés en N3 pour une réaction de chimie-click sur le G5-PAMAM

Huang et al. ont quant a eux proposé une méthode de synthése basée sur utilisation d’un réacteur a
micro-onde a 120°C (Figure 51). Un dérivé dialcyne d’acide aspartique, un monomere diazide, un PEG
fonctionnalisé en bout de chaine par une fonction alcyne ou dialcyne sont ainsi utilisés conjointement
pour la réaction de chimie-click sans catalyseur chimique. Les molécules obtenues sont ensuite fixées
sur une microsphére de polystyréne possédant des esters activés a la surface. Le tout est utilisé comme
adsorbants de I’Endotoxin des solutions de BSA (Bovin Serum Albumin) [197].
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Figure 51 - Réaction de Chimie-Click activée thermiquement par micro-ondes

L’équipe de Landfester K., propose quant a elle lutilisation d’une réaction sans cuivre pour
’élaboration de nanocapsules élaborées par le procédé de polymérisation en miniémulsion. Les nano-
objets étudiés sont constitués d’une couronne de polytriazole et d’un coeur liquide composé d’une
solution aqueuse de chlorure de sodium isotonique (Figure 52) [198].
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Figure 52 - Représentation de la polymérisation par Chimie-click a linterface de la gouttelette et des
structures chimiques des monoméres utilisés [198].

Le monomere diazide utilisé est le 2,2-bis(azidométhyléne)-1,3-propanediol (BAP). Les avantages d’une
telle réaction sont la non-utilisation du cuivre et la possibilité d’utiliser les produits obtenus dans le
domaine biologique, mais également le fait qu’aucune atmosphére inerte n’est requise, cette
atmospheére étant généralement nécessaire pour la protection du catalyseur Cu(l) lorsque celui-ci est
employé [198].
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4. Conclusion

Les applications biologiques auxquelles nous nous sommes intéressés au cours de ce doctorat nous ont
orienté vers ’étude de nanoparticules biocompatibles et biodégradables. Ces nanos-objets devront
étre capables d’encapsuler un principe actif, mais également, pour certains d’entre eux, de cibler des
cellules spécifiques aprés injection intraveineuse.

Apres avoir évoqué le concept et les intéréts de la vectorisation de principes actifs dans |’organisme,
les premiéres méthodes d’élaboration de nanoparticules qui ont été présentées sont focalisées plus
particulierement sur les deux procédés que nous mettrons en ceuvre dans les chapitres suivants :
émulsion/évaporation de solvant et nanoprécipitation, avec un intérét tout particulier concernant la
préparation de particules a couronne de dextrane (particules a ciblage non spécifique). Le dextrane
peut étre ancré a la surface des particules soit par adsorption physique de dextrane, soit par fixation
covalente.

Ce chapitre bibliographie se clot en présentant tout particulierement les recherches actuelles
décrivant les chimie-click susceptibles d’étre utilisées pour la préparation de particules de 2°™ et 3™
génération apreés fixation d’un ligant spécifique a la surface de ces nanoparticules. La cycloaddition
dipolaire 1,3 de Huisgen est toutefois particulierement décrite car c’est celle que nous emploierons
pour valider notre stratégie.

Les dextranes utilisés pour I’élaboration de ces nanoparticules seront présentés dans le chapitre 2. Il
s’agit de dextrane sur lesquels ont été fixées soit des chaines alkyle en C4, soit des greffons PLA
différents en nombre et en longueur.

Par la suite, deux types de nanoparticules ont été synthétisés dans les chapitres 3 et 4. Les premiers
ont été pour un ciblage passif de la protéase du VIH-1. Elles sont obtenues par adsorption physique
d’un dextrane amphiphile a la surface de nanoparticules de PLA.

Aprés avoir retracé Uhistorique de VIH-1 et des recherches menées pour la combattre, notre
bibliographie s’est plus particulierement orientée vers les inhibiteurs de la dimérisation de la protéase
du VIH-1, dont certains sont commercialisés dans le cadre des trithérapies. C’est dans ce cadre que le
LCPM a synthétisé un tripeptide modifié, le Palmitoyl-LEY (Pam-LEY), qui s’est avéré étre trés efficace
pour inhiber la dimérisation de cette protéase ; et ce sans que son efficacité chute brutalement prés
mutation du virus, ce qui est observé pour les inhibiteurs commerciaux. Le Pam-LEY étant trés
hydrophobe, nous avons proposé son encapsulation au sein de nanoparticules de 28me génération coeur
PLA/couronne dextrane. Bien que réputées « furtives», de telles nanoparticules devraient étre
reconnues et captées par le systéme immunitaire.

Dans le chapitre 4, nous nous sommes intéressés a |’élaboration de particules destinées a la lutte
contre le cancer. Aprés un rappel de cette maladie et des différents traitements qu’un patient peut
subir, nous avons orienté notre bibliographie vers ’obtention de nanoparticules de 3éme génération
destinées a faire partie de l’arsenal pouvant étre employé contre le cancer, avec un intérét tout
particulier pour Uutilisation de la Chimie Click. Dans ce cas, le dextrane est lié au PLA par liaison
covalente, les particules présentent une stabilité accrue.
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Comme le lecteur le découvrira dans les pages qui suivent, la réaction de Chimie-click nous
permettra d’une part de greffer un peptide de reconnaissance a la surface des nanoparticules. Ainsi
que précédemment décrit, la stratégie utilisée permettra également de lier la couronne hydrophile au
ceceur de la particule de facon covalente de maniere a obtenir une stabilité accrue de la couronne dans
les fluides biologiques.

Enfin, pour conclure, tous les materiels et méthodes utilisés dans le cadre de ce travail seront
décrits dans le chapitre 5.
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Synthese de dérivés amphiphiles du dextrane

Bien que l’utilisation de dérivés amphiphiles du dextrane pour la formulation de nanoparticules coeur
hydrophobe/couronne polysaccharide hydrophile ait déja été étudiée au laboratoire, il demeure
certaines questions. En effet, des dextranes modifiés par des chaines alkyle de longueur variable ou
des groupes aromatiques ont été produits et se sont avérés suffisamment tensioactifs pour stabiliser
une émulsion [1] et se retrouver ensuite localisés a la surface des nanoparticules a coeur PLA par
exemple [2][3]. Néanmoins, dans certains cas la stabilité de cette couronne hydrophile adsorbée a la
surface n’est pas suffisante. C’est par exemple le cas, lorsque les particules sont confrontées a un
tensioactif ionique puissant (dodécylsulfate de sodium -SDS) ou a certaines protéines circulantes dans
le systéme sanguin (la BSA a été utilisée comme protéine modeéle) [2].

Pour limiter cet inconvénient nous nous sommes proposés de comparer un recouvrement obtenu par les
dérivés amphiphiles DexC¢ a un recouvrement réalisé avec des composés a base de dextrane et de PLA.
Ce dernier type de recouvrement devrait apporter une stabilité supplémentaire a la couronne
hydrophile localisée a la surface des nanoparticules.

1. Les dérivés amphiphiles DexCq

Dans un premier temps, nous avons repris les travaux réalisés par Céline Rouzes[4] pour obtenir des
dérivés hydrophobisés du dextrane (que nous appellerons DexC¢) présentant différents taux de
substitution. Dans un deuxiéeme temps, nous avons essayé d’appréhender linfluence de certains
parameétres expérimentaux sur leur taux de substitution.

Alors que des dérivés de dextrane porteurs de groupes phénoxy peuvent étre obtenus directement a
partir du dextrane en phase aqueuse basique, C. Rouzes avait montré qu’il était préférable d’effectuer la
synthese des DexCq en milieu homogene dans le DMSO et en présence d’une base. Le taux maximum alors
obtenu, a ’époque, n’était que de 15% (15 chaines alkyle pour 100 unités glucosidiques).

Le mécanisme de synthése est décrit sur le Schéma 1. Le dextrane T40, solubilisé dans le
diméthylsulfoxide (DMSO), est déprotoné par une base faible (hydroxyde de tétrabutylammonium -
TBAOH) puis réagit avec une quantité adéquate de 1,2-époxyoctane. Une série de purification par dialyse
permet d’obtenir un dérivé amphiphile du dextrane que nous nommerons DexC, (et plus précisément
DexCe-n avec (n) le taux de substitution défini comme le nombre de chaines aliphatiques greffées sur 100
unités glucosidiques)

- a o
0 + R —
§OH >+t TBA, OH —_— oH + HO
v Oy Diméthylsulfoxide O,T;).'
OH (DMSO)
Hydroxyde de
Dextrane tétrabutylammonium

ST

< > Milien aquemx 0\‘/\/\/\

Dialyse
Dextrane C s

Schéma 1 - Réaction du dextrane T40 avec le 1,2-époxyoctane en présence de TBAOH.
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1.1. Estimation du taux de modification par RMN 'H

Le taux de substitution des divers DexC, obtenus est évalué par RMN 'H dans le DMSO-d, (Figure 53). Sur
cette figure nous pouvons identifier clairement les protons (d,e) de la chaine alkyle au nombre de 13,
ainsi que le proton anomeére (a) de chaque unité glucosidique du dextrane (4,7ppm). Les protons (b,c) de
la chaine alkyle, ainsi que le proton OH (1) résonnent sous le massif correspondant aux protons
glucosidiques (3-4ppm). Les pics situés a 4,4 , 4,8 et 4,9ppm correspondent respectivement aux 3 protons
hydroxyle (2,3,4) des unités glucosidiques [5].

Hgiucosidiques, b, ¢, @
1

| o |
| OH <
@

| @

P .a

B S i T G o o A . 3 T T T T

r " :
ppm 5 4 3 2 1

Figure 53 - Spectre RMN '"H dans le DMSO-d, du DexCs-14
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Il est alors facile de calculer le taux de substitution (n) selon I’équation :

Acw, + Acs, )

1 +
n= 3 7><100

anomérique

OU Achz, Achs et Asnomere COrrespondent aux intégrales des pics attribués aux protons (d), (e) et (a)
respectivement (Figure 1).
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1.2. Influence des conditions opératoires sur le taux de modification obtenu

Pour étudier U'influence du taux de substitution des DexCs sur la stabilité des nanoparticules finales et
sur leurs caractéristiques, différents dérivés ont été synthétisés selon des conditions opératoires variées:
a savoir la quantité introduite d’époxyde ou de TBAOH ainsi que la concentration en dextrane dans le
milieu réactionnel.

1.2.1. Effet de la quantité de 1,2-époxyoctane

Le premier paramétre a avoir été étudié est le ratio de la quantité d’époxyde introduite par unité
glucosidique. Bien que toutes ces premieres expériences aient été menées a 0,1 g/mL de dextrane T40
dans le DMSO et en utilisant 0,5 équivalents de TBAOH par unité glucosidique, un comportement
différent a pu étre observé lors de ’étape de dialyse. En effet, certains dérivés obtenus demeurent
solubles en phase aqueuse, alors qu’une séparation de phase sol/gel peut étre observée dans d’autres
cas.

Pour la méme équivalence de TBAOH, le Tableau 5 nous indique que le taux de modification est
proportionnel a la quantité d’époxyde introduite dans le milieu réactionnel. Néanmoins, alors que les
DexCq-10 et DexCq-24 sont parfaitement solubles dans ’eau a faible taux de substitution, une séparation
sol/gel est observée pendant la dialyse lors de U’expérience menée avec 1 équivalent d’époxyde par
unité glucosidique. Les dérivés alors présents dans ces deux phases ne possedent pas le méme taux de
modification. Pour de faibles quantités d’époxydes utilisées, on peut synthétiser des DexCq qui
demeurent solubles en phase aqueuse. Cependant, au-dela de 30% de substitution, les dérivés DexCq
obtenus ne sont plus correctement solubles dans l’eau. Une fraction des chaines demeure soluble en
phase aqueuse, alors que les plus modifiées se séparent de la solution en formant un gel. Des
observations similaires avaient été relatées par Elise Rotureau [6] qui avait alors étudié en détail
’évolution de la conformation des chaines de DexC, en solution aqueuse en fonction du taux de
modification par étude de la diffusion de lumiére dynamique.

Tableau 5 - Evolution du taux de modification des DexC¢ en fonction du nombre d'équivalent de 1,2-
époxyoctane introduit dans le mélange réactionnel. a) Fraction soluble, b) Fraction gel.

IZLextrane natif TBAOH 1.9 T REane t’aux d'e fubstltutlo1n
ans le DMSO (€@t etacosidione) | (€Q/unite siucosidiaue) | GELENMINE par RMN *H
(g/mL) unité glucosidique 4/ unité glucosidique (%)
0.2 10
0.1 0.5 0.5 24
1 512 + 60°

Il avait alors été démontré que pour un faible taux de modification, la chaine de DexC, adopte une
conformation similaire a celle du dextrane natif. A partir de 21% de modification, la conformation de la
chaine est plus compacte. Ce repliement de la chaine est lié a la présence d’interactions hydrophobes
principalement intrachaines qui s’établissent entre les groupements alkyle fixés au dextrane. Au fur et a
mesure de I’augmentation du taux de substitution, les interactions hydrophobes interchaines deviennent
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majoritaires et conduisent a la formation d’agrégats regroupant plusieurs chaines DexC, et donc a
’apparition de gel (Figure 54) [7].

— o

i

0 12 21 38

i | | -

Figure 54 - Représentation de l'effet du taux de modification en chaines C¢ sur la conformation et
l'agrégation schématique de dérivés du dextrane en solution aqueuse diluée [6].

Les résultats rassemblés dans le Tableau 5 et sous la Figure 55 semblent indiquer un taux de modification
maximal, que le composé demeure ou non soluble dans l’eau dans les conditions expérimentales testées.
A taux élevé, proche de 30%, le DexCq se trouve principalement sous forme de gel. Pour la méme
expérience, des chaines moins substituées, en plus faible quantité, demeurent solubles dans l’eau.
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Figure 55 - Taux de modification des DexC4 en fonction de la quantité de 1,2-époxyoctane introduite
pour 0,5 et 1 équivalent de TBAOH par unité glucose. Concentration du Dextrane T40 dans le DMSO fixée

a 0.1g/mL.
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1.2.2. Effet de la quantité d’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH)

D’apres le mécanisme de la réaction (Schéma 1), le TBAOH déprotone les fonctions hydroxyle du
dextrane, ce qui permet alors une attaque aisée de l’époxyde. Il a effectivement été vérifié que cet
époxyde ne réagit pas facilement avec le dextrane natif. On peut alors penser qu’augmenter la quantité
de TBAOH introduite devrait améliorer le taux de modification. Pour étudier cette influence, la quantité
de 1,2-époxyoctane introduite a été arbitrairement fixée a 0,5 équivalent par unité glucosidique. Avec
une telle quantité d’époxyde, les taux de substitution demeurent faibles et conduisent a des DexCq
hydrosolubles quelle que soit la quantité de TBAOH introduite. Néanmoins, on remarque sur la Figure 56
qu’une quantité supérieure a 0.5 équivalent de TBAOH ne permet pas d’accroitre le rendement de
modification. Cette quantité représente cependant la quantité minimale a introduire. En effet, si 0,25
équivalent de TBAOH est utilisé, le taux de modification dans ces conditions n’est alors que de 7%.

50 T
# TBAOH solution aqueuse
5 X TBAOH, 30Hydrate
c
2
©
2
T 25 T
[©]
£ N $
(3]
©
X
>
©
|_
.
0 : : : |
0 0.25 0.5 0.75 1

TBAOH [eq/unité glucose]

Figure 56 - Taux de modification des DexC4 en fonction de la quantité de TBAOH introduite dans le
mélange réactionnel. Le 1,2-époxyoctane est fixé a 0.5 Eq. Concentration du dextrane T40 fixée a 0,1
g/mL dans le DMSO.

Le Tableau 6 nous indique également que, pour les mémes conditions de réaction, la forme utilisée du
TBAOH n’influence pas le taux de substitution. Ainsi, qu’une solution aqueuse de TBAOH (1 mol/L) soit
utilisée ou que le TBAOH, 30Hydrate solide soit employé, un taux de modification d’environ 25% est
toujours observé. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’un TBAOH 30Hydrate, posséde 30 molécules
d’eau par TBAOH, soit 67,6% massique d’eau et que la solution aqueuse 1mol/L correspond a ~74%

massique en eau, ce qui ne fait qu’une faible différence sur la quantité d’eau introduite dans le milieu
réactionnel.
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Tableau 6 - Effet du TBAOH utilisé lors de la réaction

Dextrane natif TBAOH 1,2 époxyoctane Taux de substitution
dans e DMSO | (/@ costique) | (€Q/unite stucosiaiane) | AEEETMINE Par RMN 'H
(g/mL) unité glucosidique q/ unité glucosidique, (%)
0.5
0.1 TBAOH 30Hydrate 0.5 25
(solide)
0.5
0.1 TBAOH solution 0.5 24
aqueuse (1 mol/L)

1.2.3. Influence de la concentration initiale en dextrane

Pour des conditions expérimentales similaires (quantités utilisées d’époxyde et de TBAOH par unité
glucosidique), on remarque sur la Figure 57 qu’a faible concentration initiale de dextrane, les taux de
modifications restent trés faibles et augmentent linéairement avec la concentration en dextrane lorsque
0,5 équivalent de TBAOH est employé. L’amélioration du taux de modification avec la concentration en
dextrane est toujours observée lorsque 1 équivalent de TBAOH est utilisé ; mais il ne semble plus
proportionnel a la quantité de dextrane.

Néanmoins, ’effet de la quantité du TBAOH devient visible pour les faibles dilutions en dextrane puisque
le taux de modification double avec la quantité de TBAOH lorsque le dextrane est solubilisé dans le DMSO
a 0,02 g/mL. Lorsque le dextrane est solubilisé a 0,1 g/mL dans le DMSO, on retrouve des taux de
modifications similaires, quelle que soit la quantité de TBAOH employée.
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Figure 57 - Evolution du taux de modification du DexCs en fonction de la concentration initiale en
dextrane dans le DMSO. On fixe le 1,2-époxyoctane a 0,5 eq/ uits giucosidique
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1.2.4. Influence de la température du milieu réactionnel

Un ultime paramétre important a étudier est la température a laquelle est menée la réaction. En effet,
un apport d’énergie lors d’une réaction conduit souvent a une augmentation de la réactivité ou, dans les
cas extrémes, a une dénaturation des chaines de polysaccharide. Nous avions tout d’abord fixé de
maniére arbitraire une température de 25 °C et nous avons souhaité voir si l'impact de ce parametre
pouvait étre négligeable. Ainsi une réaction a été menée a 40 °C.

Dans le Tableau 7 nous pouvons voir que le taux de modification a augmenté avec la température du
milieu. Pour les mémes conditions opératoires, lorsque la réaction est menée a 25°C, un DexCq-22
parfaitement soluble dans l’eau est obtenu. Lorsque le milieu réactionnel est chauffé a 40°C, le produit
obtenu se divise en deux phases lors de I’étape de purification par dialyse : la phase soluble contient du
DexC¢-30, alors que la phase gel est composée de DexCq-34.

Tableau 7 - Effet de la température du milieu réactionnel sur le taux de modification du DexCs. a)
Fraction soluble, b) fraction gel.

Ddeaﬁtsr:emr}\:tcl)f TBAOH 1,2-époxyoctane | Température de réaction d‘l::ux d.e ?ubstlé;:\t;o?H
(eq/unité glucosidique) (eq/unité glucosidique) (OC) etermine par
(g/mL) %)
40 302 + 34°
0.1 05 05
25 22
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1.2.5. Caractérisation des DexC¢ par chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

Des études préliminaires ont déja été réalisées au sein du laboratoire sur les dérivés amphiphiles du
dextrane. La syntheése alors décrite utilisait la soude comme base [8], ce qui avait tendance a couper les
chaines de dextrane. Cela entrainait alors une réduction de la masse molaire des chaines obtenues. Dans
le cadre de cette these, la soude a été remplacée par du TBAOH comme nous venons d’en discuter.
L’évaluation d’une éventuelle dégradation du dextrane lors de sa modification a été vérifiée par SEC.

0.8 - —DexC6-11
DexCé6-24
0.6 - —DexC6-55
DexCé6-4
1
Dextrane natif
0.4 -
0.2 -
0 e — T T T
10 14 18 22 26

Volume (mL)

Figure 58 - Chromatogramme SEC de divers DexCs et du dextrane natif en détection LS, dans le DMF-
LiCl, en utilisant le dn/dc prédéterminé.

Comme on peut le remarquer sur la Figure 58, les volumes d’élution des divers DexC, sont comparables
a celui du dextrane natif. Le taux de modification étant cependant faible, nous pouvons supposer que
la masse molaire apportée par les chaines alkyle reste négligeable par rapport a la masse molaire de la
dorsale de dextrane. On peut néanmoins conclure qu’aucune dégradation significative de la chaine
dextrane n’est observée lorsque le TBAOH est utilisé comme base. Cette stabilité de la chaine dextrane
est observée jusqu’a des taux de modification de 70% et pour des équivalents de TBAOH introduits de 1
équivalent par unité glucose.
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1.3. Propriétés tensioactives des DexC,

La propriété premiere recherchée pour que des dérivés DexCe puissent étre utilisés comme stabilisants
d’émulsion est leur caractere tensioactif. En effet, ces DexCq seront utilisés plus tard pour réaliser des
particules par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant notamment et se retrouveront localisés a la
surface des nanoparticules obtenues dotant alors ces objets d’une couronne polysaccharide hydrophile.
Le caractére tensioactif d’une molécule caractérise sa capacité a diminuer la tension superficielle
air/eau ou encore la tension interfaciale entre une phase aqueuse et un solvant organique. Dans notre
cas, seule I’évolution de la tension superficielle air/eau a été étudiée.

Aux faibles concentrations en DexC, en solution aqueuse, le nombre de chaines polymeres n’est pas
suffisant pour recouvrir et saturer totalement U'interface eau/air. La tension superficielle diminue alors
trés lentement (Figure 59). A partir d’une certaine concentration, propre a chaque tensioactif,
Uinterface eau/air devient saturée. La quantité de tensioactif en solution est alors suffisante pour
stabiliser une interface d’aire plus élevée. Plus cette concentration augmente et plus le travail a fournir
pour augmenter la surface du systéeme diminue. La tension superficielle varie alors de facon linéaire avec
le logarithme de la concentration selon la relation de Gibbs :

0o =2,303RT =T, dlogC

ou I',est le taux de recouvrement maximal de la surface en tensioactif.

Au-dela d’une certaine concentration, on peut observer que la tension interfaciale n’évolue plus et reste
constante. La concentration micellaire critique (CMC) a alors été atteinte. La concentration en
tensioactif isolé dans la phase aqueuse n’évolue plus. Aussi le travail a fournir pour augmenter la surface
du systeme ne peut plus étre diminué lorsque la concentration en tensioactif dépasse la CMC. Notons que
dans le cas de polyméeres amphiphiles présentant plusieurs groupes hydrophobes distribués
statistiquement le long de la chaine hydrophile, on parle plutét de concentration critique (Ccit) plutot
que de CMC.

Les tensioactifs qui ne stabilisent pas l'interface s’auto-organisent en solution sous forme d’agrégats,
dont le nombre augmente avec la concentration. Notons toutefois que ce systéeme est moins dynamique
qu’un systeme composé d’un tensioactif classique qui, isolé en phase aqueuse peut s’échanger tres
rapidement avec un tensioactif localisé a Uinterface eau/air ou dans une micelle.

Comme on peut le voir sur la Figure 59, plus le taux de substitution des DexC, croit, plus l’abaissement

de la tension superficielle est important. A concentration en chaines C¢ équivalentes, le DexCq-25
possede donc un caractere tensioactif plus important que les deux autres composés amphiphiles.
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Figure 59 - Tension superficielle eau/air de trois DexCe différents. Mesure a 25°C.

2. Les dérivés amphiphiles Dex-g-PLA

Comme nous l'avons déja mentionné, la présence de DexCq a la surface des nanoparticules peut étre
suffisante pour assurer leur stabilité en milieu salin. Mais cette couronne hydrophile peut également
s’avérer non suffisamment ancrée lorsque les particules sont au contact de certaines protéines ou de
tensioactifs comme le SDS par exemple.

Pour améliorer ce point, nous nous sommes proposés ultérieurement de recouvrir la surface des
nanoparticules non pas par du DexCq mais par un copolymeére greffé a dorsale dextrane modifiée par des
greffons PLA. Ce copolymeére sera nommé Dex-g-PLA ou plus souvent Dex-g-PLA-g-N; selon leur contenu
en fonctions azide. Les nanoparticules de PLA recouvertes d’une couronne dextrane seront réalisées de
deux maniéres différentes : |’émulsion/évaporation de solvant et la nanoprécipitation (voir chapitre 3).
Selon la nature du Dex-g-PLA, il pourra également étre soit élaboré avant la formulation de la
nanoparticule soit pendant I’étape de formulation (voir chapitre 4).

Dans les pages qui suivent, nous décrivons la synthése préalable des Dex-g-PLA en mettant en ceuvre une
étape de Chimie-click.
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2.1. Synthése des précurseurs a la chimie-click

La Chimie-click que nous avons choisi de mettre en oeuvre est une cycloaddition dipolaire 1,3 de
Huisgen, catalysée par le cuivre. Pour obtenir un tel Dex-g-PLA nous devons tout d’abord synthétiser un
dextrane possédant une fonction alcyne ou azide accessible. Dans notre cas, nous avons choisi de doter le
dextrane d’une fonction azide. Le PLA que nous grefferons sera quant a lui porteur d’une fonction
antagoniste alcyne.

2.1.1. DexN;

Dans notre travail, le dextrane a été fonctionnalisé par une chaine linéaire hydrophobe a 6 carbones
dotée d’une fonction azide terminale qui permettra la fixation ultérieure du PLA fonctionnalisé par un
groupement alcyne. Ce dérivé de dextrane est noté DexN; (ou DexN;-n avec n est le taux de modification
représentant n fonctions N3 sur 100 cycles glucosidiques). Cette chaine a 6 carbones dotée d’une fonction
azide terminale est greffée sur le dextrane au niveau de certaines fonctions hydroxyle du cycle
glucosidique, en utilisant une réaction d’estérification a l’aide d’un acide activé (Schéma 2).

o DMSO N NH
—
. . N3/\/\/Y oc o N .
48nh HO[ o

HOL o N

Schéma 2 - Formation du DexN3

L’utilisation d’un acide activé par la CDI, dont la synthese est décrite dans le chapitre « matériels et
méthodes » permet de travailler sans ajout de catalyseur supplémentaire et donc dans des conditions
douces. Le bras espaceur constitué d’une chaine hydrophobe a été volontairement sélectionné pour
préserver la réactivité de la fonction azide lors de la réaction de Chimie-click.

2.1.1.1.  Caractérisation par RMN 'H

Pour chaque DexN; obtenu, un spectre RMN 'H a été réalisé dans le DMSO-d, (Figure 60). On note
’apparition de pics correspondants aux protons de la chaine alkyle greffée aux faibles déplacements
chimiques (entre 1,3 et 2,5 ppm), ce qui atteste du bon déroulement de la réaction. Les protons (f)
proches de la fonction N; terminale résonnent quant a eux au milieu du massif correspondant aux protons
glucosidiques du dextrane.
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A Uaide du spectre (Figure 60), on peut facilement déterminer un degré de substitution (DS) du
dextrane. Le degré de substitution correspond au nombre de fonctions hydroxyle modifiées pour 100
cycles glucosidiques. Chaque cycle comporte trois fonctions hydroxyle, aussi le degré de substitution
peut étre compris entre 0 et 300%. On le détermine en utilisant Uintégration globale des pics

correspondant aux protons (c), (d), (e) pour la chaine alkyle, et celle du pic (a) pour le proton anomere,
valant respectivement 6 et 1 protons, selon I’équation :

A +A +A
DS = +x100
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Figure 60: Spectres RMN "H dans le DMSO-d, du dextrane natif et du dextrane-N; apreés purification

Les divers dérivés de dextrane obtenus sont listés dans le Tableau 8. Sur la Figure 61 on peut
observer une parfaite proportionnalité entre les quantités d’acide activé introduites et le taux de
modification mesuré par RMN 'H. Le rendement de cette modification est proche de 90%.
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Tableau 8 - Caractéristiques des DexNs.

Quantité d'acide
activé uti_Ii?ée par D'
unité Nom
glucosidique (%)
(%)
5 4,2 DexNs-4,2
10 9,65 DexN3-9,65
18 15 DexN3-15
25 24 DexNs-24
30 27 DexN3-27
50 42 DexN3-42
100 82 DexN3-82

(1) DS est le degré de substitution en fonction azide estimé par RMN 'H

100 1

y = 0.8315x
R? = 0.9965

o))
o
1

Degré de modification
N
o

0 ; ; ; : ; ; ; ; : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Quantité d'acide activé utilisée par unité glucosidique [%]
Figure 61 - Relation entre la quantité d'acide activee et le taux de modification des DexN; obtenu
mesuré par RMN 'H.

Quelle que soit ’expérience menée, le dextrane modifié présente alors suffisamment de fonctions azide
pour pouvoir étre modifié par du PLA a-alcyne. Néanmoins, pour que les DexN; demeurent solubles dans
’eau et puissent présenter des propriétés tensioactives pour stabiliser les émulsions et se retrouver
localisés a la surface des nanoparticules, nous nous intéresserons plus en détail aux DexN; présentant des
taux de modification inférieurs a 30%, sur la base des résultats observés dans le cas des DexCq.
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2.1.1.2. Caractérisation par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC)

Une étude par Chromatographie d’Exclusion Stérique nous permet d’estimer l'impact de la synthése mise
en oeuvre sur les caractéristiques de la chaine macromoléculaire. L’éluant utilisé ici est le DMF auquel le
LiCl est ajouté pour permettre de solubiliser plus facilement nos molécules amphiphiles et d’écranter les
intéractions hydrophobes.

Comme on peut le voir sur la Figure 62, si on considére que la présence d’un faible nombre de chaines
alkyle sur le dextrane ne modifie pas fortement sa conformation et donc son volume hydrodynamique, on
peut considérer qu’il n’y a pas eu de dégradation significative du dextrane par greffage de |’époxyde ou
lors de Uintroduction des fonctions N3. On observe également que les systémes de purifications que nous
avonc employés ont été efficaces car aucun pic supplémentaire ou épaulement n’est observé a fort
volume d’élution.

1 -

—x—Dextrane Natif

0.75 —4—DexC6-11
——DexN3-15
[
<
0.5
0.25

0 5 10 15 20
Volume d'élution [mL]

Figure 62 - SEC dans le DMF-LiCl de différents composés amphiphiles du dextrane, comparé au
dextrane natif. Détection en RI.
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2.1.1.3. Etude de la tension superficielle

Comme on peut le remarquer Figure 60, ces DexN; présentent des chaines alkyle en Cq et terminées par
des fonctions azide et peuvent ainsi s’apparenter aux DexC, précédents. Leurs propriétés tensioactives
ont été étudiées et comparées avec celles des DexC¢ obtenus dans les paragraphes précédents. Selon leur
propriété tensioactive, les DexN; pourront étre utilisés directement lors de la formulation de
nanoparticules par émulsion-évaporation. Des mesures de tension superficielle ont donc été réalisées sur
les DexNj; suivants :

Nom £S
(%)

DexNs-4,2 4,2
DexN3-9,65 9,65
DexNs-15 15
DexNs-24 24

Tableau 9 - DexN; étudiés par tensiométrie.

La Figure 63 nous donne les courbes de tension superficielle en fonction de la concentration en chaines
hydrophobes des solutions aqueuses de DexNjs.

75.0 -
B
— A
£ 600
Z
E X DexN3-4,2
2 ADexN3-9
% ODexN3-15
5 450 ODexN3-24
e ADexC6-7
Z ® DexC6-15
2 W Dex(C6-25
300 T T 1
1.E-08 1.E-06 1.E-04 1.E-02

Concentration en chaines hydrophobes (mol/L)
Figure 63 - Evolution de la tension superficielle des dextranes amphiphiles en fonction de la
concentration en chaines hydrophobes.

Alors que le dextrane natif ne posseéde aucune propriété tensioactive suffisante pour abaisser la tension
superficielle de la phase aqueuse (tension superficielle stable a 70 nN/m), nous constatons que la
fonctionnalisation du dextrane par des chaines alkyle dotées de N; entraine une diminution de la tension
de surface d’autant plus marquée que la concentration en DexN; croit et que le taux de substitution
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augmente. Ce résultat est tout a fait cohérent car la chaine aliphatique-N; greffée est globallement
hydrophobe.

Ainsi, plus le DexN; est fonctionnalisé, plus le rapport molaire hydrophobie/hydrophilie augmente (de
3,5% a 17,1% pour les composés étudiés) et avec lui les propriétés tensioactives. Cependant, il ne faut
pas dépasser une limite de fonctionnalisation auquel cas le DexN; devient insoluble dans l'eau, tout
comme nous l’avons observé dans le cas des DexCq.

On peut également remarquer que pour un méme degré de modification, les DexNs; semblent posséder un
caractere tensioactif moins puissant que les DexCq. En effet, on peut voir sur la Figure 63 que le DexNs-
24 posséde un caractéere tensioactif similaire au DexC4-7. Cependant, le DexN; semble atteindre son
palier (au-dela de la concentration micellaire critique) pour des concentrations plus élevées.

Les DexN; sont en réalité des DexCq-Ns, la fonction azide étant fixée sur une chaine alkyle greffée a la
chaine polysaccharide qui est responsable de ce caractére tensioactif. Cependant, la fonction azide est
polarisée et tres hydrophile. Ceci explique vraisemblablement la différence du potentiel a diminuer la
tension superficielle entre les DexCq et les DexNs, pour un méme taux de modification.

2.1.2. PLA a-alcyne

Afin d’assurer le greffage de chaines de PLA sur la dorsale des DexN; par chimie-click, celles-ci doivent
étre fonctionnalisées a leur extrémité par une fonction alcyne. Ceci est obtenu par polymérisation par
ouverture de cycle (POC) du D,L-Lactide amorcée par [’alcool propargylique et catalysée par l'octoate
d’étain (Schéma 3). Le rapport molaire octoate d’étain/amorceur utilisé (R= 0,03) est volontairement
faible pour éviter les réactions de transestérification et ainsi obtenir un meilleur controle de la
polymérisation.

jL(CH i T
3

o (0]

H.C toluéne CH, 0

$ o 100°C

Schéma 3 - Polymérisation par ouverture de cycle du lactide

Aprés avoir mené cette polymérisation, un spectre 'H RMN dans le CDCl; du milieu réactionnel brut est
réalisé pour déterminer le taux de conversion de la réaction en comparant le pic du lactide résiduel
(4,9ppm) et celui du proton méthyne de Uunité lactidyle (5,3ppm). Pour chaque polymérisation, le
taux de conversion obtenu est supérieur a 97%.

L’introduction de la fonction alcyne a Uextrémité de la chaine est confirmée par la présence des pics C
(-CH,-0) et D (CH=CH-), respectivement a 4,7 ppm et 2,5 ppm, sur le spectre RMN 'H du polymére
purifié par précipitation (Figure 64).
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Figure 64 : Spectre RMN "H dans le CDCl; du PLA a-alcyne purifié (4950 g/ mol)
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La détermination du degré de polymérisation des polymeéres synthétisés est effectuée grace au spectre
RMN 'H du PLA purifié (Figure 64) a partir du pic correspondant au CH, de [’extrémité (pic C) et celui
des protons méthyne (B) du PLA. Le rapport entre l'intégration du pic B et celle du pic C divisée par 2

donne le DPn: pp,__5

Cl/2
La comparaison des spectres RMN 'H avant et aprés purification montre que la précipitation a été
efficace et qu’il ne subsiste que de faibles traces de THF. En effet, Uintégration du pic E
(correspondant a 4 protons du THF) est tres faible. Ainsi, le rapport entre les pics correspondant au CH
de la chaine polymeére (pic B) et aux protons E du THF permet de déterminer la pureté du PLA
fonctionnalisé obtenu. Dans le cas de la Figure 64, le PLA est pur a 99% massique.

L’ensemble des PLA a-alcyne synthétisés au cours de ce doctorat est résumé dans le Tableau 10.
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Tableau 10 - PLA a-alcyne fonctionnalisés disponibles.

Masse molaire
PLA a-alcyne moyenne en nombre | ppp("
(g/mol)"
PLAs400 8410 116
PLAsoo0 8000 110
PLAs200 5200 72
PLAs000 4950 68
PLA1600 1600 21
PLA1000 1000 13

(1) M, et DP, sont obtenus par RMN 'H

2.2. Synthése des copolyméres Dex-g-PLA-g-N3

Ces copolymeres sont préparés selon la réaction de chimie-click décrite sur le schéma 4. Cette réaction
permet, a priori, de moduler les proportions en dextrane et en PLA dans les copolymeéres finaux et ainsi
d’obtenir des composés solubles ou non dans U’eau. Par ailleurs, ils osnt préparés de maniere a ce que
certaines chaines dextrane présentent des extrémités azide résiduelles permettant une
fonctionnalisation ultérieure du copolymére. Néanmoins, par manque de temps, nous avons
volontairement choisi d’obtenir principalement des copolymeéres solubles dans les solvants organiques et
non dans U’eau. Ils ont alors été synthétisés de facon a présenter de fortes proportions massiques de PLA
(au-dela de 74%) pour assurer leur solubilité dans les solvants organiques tels que l’acétone. Ces
copolymeres seront par la suite utilisés lors de la formulation de nanoparticules par nanoprécipitation
(Chapitre 4).

Cu(l) {_‘—o
0 CH,
I —
@ﬁa_l_ _|_ EVDEC—CH —Da;H DME
o /L’ 1 nuit

~ ogn— RT Hj H/H oﬂ—

D

PLA a-alcyne

0 CH,

|
a C—CH—0 H
Dextrane-N, E }

n

Dextrane-g-PLA-g-N,

Schéma 4 - Greffage des greffons PLA sur le dextrane par Chimie-click
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Pour pouvoir évaluer les différences de comportement de ces copolyméres non hydrosolubles, certains
ont volontairement été synthétisés pour présenter une fraction massique de PLA identique, mais des
longueurs de greffons et par conséquent un nombre de greffons différents. Les copolyméres que nous
avons obtenus présentent donc tous une proportion théorique de PLA voisine de 75-80% avec cependant
des structures différentes. Ainsi plus les greffons PLA sont courts, plus ils sont nombreux. La Figure 65
donne une idée de la différence de structure des copolymeres qui seront par la suite utilisés lors de la
formulation des nanoparticules. Le but, dans ce cas, était d’étudier "influence de !’architecture sur la
taille et la stabilité des particules obtenues.

Wmm Dextrane
Greffons
de PLA

Dex-g-82PLA10q0 Dex-g- 42PLA1600 Dex-g-9 , 5PLAgo00

Figure 65 - Structure de quelques copolyméres synthétisés.

De plus, dans le cadre des travaux menés, la présence de fonctions azide résiduelles sur la chaine de ces
copolymeéres nous est parue nécessaire pour permettre la post-fonctionnalisation de la surface des
nanoparticules par chimie-click. Pour cette raison, les copolymeéres seront nommés Dex-g-xPLA,,-g-yN;
avec m la masse molaire moyenne en nombre des greffons PLA. x et y représentent le nombre de
greffons et de N; pour 100 unités glucosidiques.

Huit copolymeéres ont donc été élaborés en faisant varier la longueur et le nombre d’équivalent (x) de
PLA a-alcyne par rapport au nombre de fonctions N; présentes sur le DexN; employé (Tableau 11).

Tableau 11 - Caractéristiques théoriques des copolymeres visés

Dextrane-N3 PLA a-alcyne Proportion massique
) o) théorique de PLA dans le

Nom du copolymere o Masse X copolymére
DS (%) Masse (g) Mn DPn @ %)
Dex-g-9,5PLAs400-g-17,5N; 0.27 0.61 8410 116 2.41 0.35 80
Dex-g-16PLAso00-8-11N3 0.27 0.61 4950 68 2.4 0.58 80
Dex-g-5PLAg400-g-10N3 0.15 0.61 8410 116 1.39 0.33 70
Dex-g-6,6PLAs400-g-8,4N3 0.15 0.5 8410 116 1.51 0.44 75
Dex-g-9,5PLAgooo 0.095 0,26 8000 110 1,15 1 81
Dex-g-14PLAs00-g-10N; 0.24 0,50 5200 72 1,93 0.6 79
Dex-g-42PLA1600 0.42 0,50 1600 21 1,50 1 75
Dex-g-82PLA1000 0.82 0,51 1000 13 1,47 1 75

(1) Dex-g-xPLA,-g-yN; avec x et y le nombre théorique de greffons PLA et de fonctions N3 pour 100
unités glucosidiques. m est la masse molaire moyenne en nombre des greffons PLA.

(2) DS : Degré de substitution du dextrane-N;

(3) X : Nombre d’équivalents de fonctions alcyne introduites dans le milieu réactionnel par rapport
aux fonctions azide
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La proportion massique théorique de PLA dans chaque copolymére est calculée comme suit (on suppose
ici que toutes les chaines de PLA ajoutées dans le milieu réactionnel se greffent au DexN;) :

X*DS*M,,,
X *DS*M,,, +DS*301+(100— DS)*162

*

PrLa =

e X correspond au nombre d’équivalents de fonctions alcyne introduites par rapport aux fonctions azide

e 162g/mol correspond a la masse molaire du cycle glucosidique du dextrane natif.

e 301g/mol correspond a la masse molaire du cycle glucosidique du DexN; fonctionnalisé par une seule
chaine alkyle-Ns.
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2.2.1. Caractérisation des Dex-g-PLA-g-N;

2.2.1.1. Caractérisation par RMN 'H

La superposition des spectres RMN 'H (DMSO-dé) du copolymére et du dextrane-N; (Figure 66) met en
évidence les pics caractéristiques de la chaine polysaccharide et Uapparition des pics (C) et (D)
correspondants aux protons CH et CHs; des greffons PLA (5,2 et 1,4 ppm). Par ailleurs, on peut également
noter ’apparition du pic B résonnant a 8,15 ppm correspondant au proton du cycle triazole. Ceci atteste
que le PLA s’est bien greffé sur le dextrane via la formation de ce cycle par la cycloaddition dipolaire 1,3 de
Huisgen.

Dextrane-g-PLA-g-N,

E Protons glucosidiques
H 1
L G e B B DMSO C
v ot
B¢ i Gk
i~'h e OjH - uﬂn— \\
My ! H,0
[
NN
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Jm J’M" I “SJ
Dex-g- 14PLA_,__-g- 10N . ‘
e WA

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
B.5 8.0 T.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 66 : Spectre RMN '"H dans le DMSO-d6 du copolymeére Dex-g-14PLAs;p0-g-10N;3

Le nombre de Ns résiduels est obtenu par différence entre le nombre de DexNjs initial et le nombre de
chaine PLA greffées. De plus, le spectre RMN 'H réalisé aprés purification permet de déterminer le
degré de substitution de la chaine dextrane par les greffons PLA (noté x dans la nomenclature). Le
rapport entre ’intégration du pic B et celle du pic A (proton anomeére) donne la quantité de greffons
PLA fixés réellement sur 100 unités glucosidiques selon la formule:
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Figure 67 - Spectre "H RMN du Dex-g-9,5PLAgoo dans le DMSO ds, avant et apres purification

Par comparaison des spectres RMN 'H des Dex-g-PLA-g-N; avant et aprés purification par précipitation
dans une solution aqueuse d’EDTA (Figure 67), on peut observer que des chaines PLA n’ayant pas réagit
et donc non fixées ont pu étre éliminées. En effet, le rapport (moyennant le DPn des greffons) entre le
pic du CH provenant du cycle triazole (8,1ppm) et celui des protons méthyne CH des greffons PLA
(5,2ppm) permet d’évaluer la quantité des chaines PLA présentes dans le tube RMN. Ce rapport est
théoriquement égal a 1. Cependant, avant purification, ce rapport est proche de 0,8 ce qui indique un
exces de chaines PLA par rapport au cycle triazole. Apres lavage et élimination des chaines PLA non
fixées, les valeurs obtenues sont effectivement proches de 1. Aux erreurs de la RMN, on peut donc
considérer que le lavage est bien efficace, comme le montre le paragraphe suivant par Chromatographie
d’Exclusion Stérique.

2.2.1.2. Caractérisation par Chromatographie d’Exclusion Stérique

L’efficacité de notre purification a été confirmée par SEC (solvant utilisé : DMF-LiCl). Pour le prouver, la
Figure 68 montre une superposition des courbes SEC du copolymeére Dex-g-15PLAgy purifié ou non et des
précurseurs DexN; et PLA a-alcyne. Comme on peut le voir, les pics du copolymeére purifié et non purifié
sont déplacés vers les faibles volumes d’élution, par rapport au pic correspondant au DexNs. Ceci
témoigne d’une augmentation du volume hydrodynamique et de la masse molaire moyenne due au
greffage des chaines PLA (méme si nous sommes conscients que les comportements en solution du Dex-g-
PLA et du DexN; dans ’éluant ne sont sans doute pas les mémes).

Dans le cas du copolymere non purifié, on peut observer un épaulement dans les faibles masses qui
correspond aux chaines PLA non fixées au dextrane. La faible intensité de cet épaulement témoigne
néanmoins de la bonne efficacité de la réaction de greffage. Cet épaulement disparait sur le

109




Synthese de dérivés amphiphiles du dextrane

chromatogramme du copolymeére purifié, ce qui traduit U'efficacité de la précipitation permettant
d’éliminer les chaines PLA libres.

1,2 q
14 Copolymeére non purifié
DexN3
0,8 +
o
c
2
§ 0.6 - Copolymeére purifié PLA a-alcyne
a
04 1
Chaines PLA a-alcyne
02 1 libres éliminées apreés
' lavage
0 T
0 5 10 15 20 25

Volume d'élution (mL)

Figure 68 - Chromatographes SEC du copolymere Dex-g-9,5PLAgy purifié et non purifié,

et des dérivés DexNs; et PLA a-alcyne (éluant : DMF-LiCl). Détection RI.

Nous voyons sur la Figure 69 les pics de 4 copolyméres Dex-g-PLA-g-N; purifiés. L’obtention de pics
monomodaux nous permet de conclure que ces copolymeéres sont purs. La superposition des pics nous
permet également de prétendre que ceux-ci présentent des volumes hydrodynamiques semblables.
Rappelons que nous avions visé des copolymeéres avec un nombre et une longueur de greffons différents,
pour obtenir des proportions PLA/dextrane trés proches dans ces 4 copolymeres.
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Figure 69 -Chromatographes SEC de quelques copolyméres purifiés (éluant : DMF-LiCl).

Outre la distribution des masses molaires, la chromatographie SEC permet également d’évaluer les
masses molaires moyennes en nombre et en masse expérimentales que nous pouvons comparer aux
masses molaires moyennes théoriques. Pour chaque copolymére, nous avons donc préalablement estimé
la valeur du dn/dC avant l’analyse SEC.

Connaissant le nombre de greffons PLA greffés (déterminé par étude RMN 'H), il est possible de calculer
la masse molaire moyenne théorique de nos copolyméres a partir des masses molaires moyennes du
dextrane natif et du PLA a-alcyne utilisés:

M
M dextrane T %* DS* (MnPLA *X +139)

Mn

théorique=

Avec X le nombre de greffons PLA réellement greffés pour 100 unités glucosidiques estimés par RMN 'H
apres purification du copolymere et Mgextrane= 34 000 g/mol.

A partir de Mnexpérimentale NOUS pouvons également estimer le nombre moyen de greffons de PLA sur une
chaine entiere de copolymere, Ngreffons moyen- C€ simple calcul nous permet de voir que les copolymeres
préparés ont bien des structures différentes. Ce nombre évolue de 11 pour Dex-g-5PLAg40-g-10N; a 133
pour Dex-g-82PLAqqo.

Mn

N _ exp érimentale — M
reffonsmoyen —
‘ y Mn,,, +139

dextrane

Les caractéristiques réelles des copolymeéres Dex-g-PLA synthétisés sont résumées dans le Tableau 12.
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Tableau 12 - Caractérisation par SEC des copolyméres Dex-g-PLA-g-N;

SEC
COPOlymére Mnithéorique dn/dC Mnexpérimentale Mw Ip Ngreffons moyen

Dex-g-9,5PLAso00 196300 0,0351 152300 197000 1,29 15
Dex-g-14PLAs200-g-10N3 198200 0,0290 229600 293400 1,28 36
Dex-g-42PLA1600 187300 0,0392 196500 275500 1,40 95
Dex-g-82PLA1o00 230000 0,0364 184200 275100 1,49 133
Dex-g-9,5PLAsx00-g-17,5N3| 208700 0,029 267200 | 372700 | 1,3 20
Dex-g-16PLAso00-8-11N3 204600 0,036 243800 368600 1,5 34
Dex-g-5PLAg400-g-10N; 125700 0,033 161800 214100 1,3 11
Dex-g-6,6PLAs400-g-8,4N3 154900 0,033 180400 | 232000 | 1,3 14

En tenant compte de la précision que ’on peut atteindre avec la SEC et la RMN'H, on peut dire que les
Mn expérimentales sont assez proches des Mn théoriques.

2.2.1.3. Etude de la tension superficielle

Un seul copolymere Dex-g-PLA hydrosoluble a été synthétisé afin de montrer qu’il possede bien un
caractéere tensioactif pouvant étre mis a profit pour élaborer des nanoparticules par le procédé
d’émulsion/évaporation (que nous n’avons pas exploité par manque de temps).

Nous avons comparé les propriétés tensioactives de ce copolymere hydrosoluble Dex-g-4,2PLA;qq0
(préparé par chimie-click a partir d’un DexN3-4,2 et d’un PLA de masse molaire moyenne 1000g/mol) a
divers DexN;. Sur la Figure 70 est également ajoutée la courbe obtenue pour un copolymere Dexyok-g-
13,5PLAy synthétisé au LCPM par la stratégie « grafting from » [9] qui présente une fraction
hydrophobe/hydrophile de 15%.
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Figure 70 - Propriétés tensioactives de divers Dex-g-PLA et DexN;

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 70, 'augmentation de la fraction hydrophobe/hydrophile
entraine des meilleures propriétés tensioactives alors que le dextrane natif ou le DexNs3-4,2 ne
présentent pas de pouvoir tensioactif suffisant pour abaisser la tension superficielle. Nous voyons
également que le Dex-g-4,2PLA;qy et le Dex,o-g-13,5PLA,qo abaissent bien plus la tension superficielle de
la solution aqueuse que le DexNs-4,2. Pour obtenir une effectivité similaire a ’interface eau/air, il faut
alors employer un DexNs; fonctionnalisé a 24% ce qui est sans doute di a la présence des fonctions N; a
Uextrémité des chaines alkyle. L’effectivité est cependant un peu plus faible dans le cas du Dexyok-g-
14PLA,o0 que dans le cas Dex-g-4,2PLA . La faible différence d’hydrophobie (15% contre 17,5%
respectivement) ainsi que la différence de structure (nombre et longueur des greffons) peuvent induire
une différence de comportement tensioactif. Ainsi, peu de chaines de PLA mais de plus grande taille
semble provoquer un caractere tensioactif plus prononcé (cas Dex-g-4,2PLAjoq0) (Figure 70). On peut
également supposer que la présence du cycle triazole (cas Dex-g-4,2PLAqq) peut influencer légérement
les propriétés tensioactives des copolyméres (comparaison avec Dex,o-g-14PLAyo qui n’a pas de cycle
triazole).
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3. Conclusion et perspectives

La synthése des DexC, a été réalisée et 'influence des paramétres expérimentaux sur les degrés de
modification obtenus a été étudiée. Nous avons également vérifié que ces DexCy possedent de bonnes
propriétés tensioactives dont nous tirerons profit lors de ’élaboration de nanoparticules par les procédés
d’émulsion/évaporation et de nanoprécipitation dans le prochain chapitre.

De nouveaux dérivés amphiphiles hydrosolubles du dextrane, les DexN;, ont été obtenus avec différents
taux de modification. Leurs propriétés tensioactives ont été évaluées et comparées a celles des DexCq.
Pour un méme taux de modification, les DexN; s’avérent moins tensioactifs que les DexCq ce qui est dU a
la présence des fonctions azide a U’extrémité des chaines alkyle.

Dans le chapitre 3, les DexCq seront utilisés pour ’élaboration de nanoparticules soit par
émulsion/évaporation, soit par nanoprécipitation. Le procédé utilisé sera optimisé en vue de
’encapsulation d’un inhibiteur de la dmérisation de la protéase du VIH-1.

Bien que leurs propriétés tensioactives soient faibles, les DexN; seront néanmoins employés comme
tensioactifs lors de la formulation des nanoparticules par le procédé d’émulsion/évaporation puis utilisé
dans la plupart des cas pour réaliser une réaction de Chimie-click in situ avec des PLA a-alcyne pendant
’étape d’émulsification (Chapitre 4).

Par ailleurs, disposant a la fois de DexN; et de PLA a-alcyne, des copolymeéres Dex-g-PLA-g-N; ont été
obtenus avec succes. Ces copolyméres présentent différents ratio PLA/Dextrane mais également des
longueurs et nombres de greffons PLA variables. Certains d’entres eux possédent également des fonctions
N; résiduelles. Ces Dex-g-PLA-g-Ns se sont avérés tensioactifs. La présence de fonctions azide résiduelles
a la surface des nanoparticules alors obtenues nous permettra d’imaginer une post-fonctionnalisation de
ces objets en vue d’applications dans le domaine de la thérapie anticancéreuse.
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Dans la lutte contre le SIDA, de nombreux traitements sont développés afin de trouver le meilleur
moyen d’éradiquer ce mal. Parmi ces traitements, on trouve les antiprotéases du VIH-1 commercialisés
notamment dans le cadre des trithérapies. La trés grande capacité de mutation du VIH-1 diminue
malheureusement 'efficacité des anti-protéases commerciales au cours du temps et rend ainsi les
traitements lourds et de plus en plus complexes.

Des études précédentes, menées en collaboration entre Nancy-Université et "Université Pierre et
Marie Curie (Paris), portaient sur certains inhibiteurs peptidiques ciblant le feuillet B antiparalléle
formé par Uinterdigitation des extrémités N- et C- terminales des deux monomeéres de la protéase du
VIH-1 [1]. Parmi les dérivés étudiés, le Pam-LEY (Figure 71) s’est avéré particulierement efficace.
Hélas, le Pam-LEY présente une forte hydrophobie et est insoluble dans l’eau, ce qui complique son
administration intraveineuse et son emploi dans une thérapie anti-sidéenne. D’ou l’idée d’encapsuler
cet inhibiteur peptidique au sein des nanoparticules que nous nous proposons d’élaborer, soit via le
procédé d’émulsion/évaporation de solvant soit par nanoprécipitation [2,3].

1. Les composés et procédés employés

1.1. Pam-LEY, le lipopeptide utilisé

Comme nous venons de le mentionner, le Pam-LEY (Figure 71) s’est avéré tres efficace et exhibe
une capacité d’inhibition comparable aux anti-protéases commercialisées. Il présente de plus
’avantage de ne subir qu’une tres faible altération de son efficacité vis-a-vis des protéases mutées ou
multi-mutées étudiées. Ce résultat s’explique par le mode d’action du Pam-LEY qui inhibe le
phénomeéne de dimérisation, contrairement aux antiprotéases commerciales qui ciblent généralement
le site actif. Le Ritonavir par exemple présente une constante d’ihibition de Kis'*=0,1 nM vis-a-vis d’un
virus non muté (Wild Type) alors que le Pam-YEL (produit avant le Pam-LEY) avait une Kiy de 11 nM.
Cependant le Ritonavir divise son efficacité d’un rapport de 78 000 apres mutation de la protéase (cas
ANAM-11"), alors que ce rapport n’est que de 7,4 pour le Pam-YEL et pour les mémes mutations.

|Kia (M) |

YEL 2350
yel 11300
Pam-YEL 11
Pam-LEY 0.3

Protéase K;nM (Site actif) K;nM (Dimérisation)

Ritonavir Pam-YEL

Wild Type 0.1 11

ANAM-11 7800 81

K anan/Kicwr | 78000 7,4

Figure 71 - Formule du Pam-LEY (Ki;=0,3 nM) - Tableau des constantes d’inhibition des différents
peptides synthétisés et testé sur la protéase du VIH-1, de YEL, yel, Pam-YEL et Pam-LEY.

12 K.4: Constante d’inhibition. Concentration pour inhiber 50% de la dimérisation de la protéase du VIH-1
3 LLa protéase ANAM-11 correspond & une protéase mutante possédant 11 mutations. 10 & I’extérieur du site actif et
1 dans le site actif.
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Aprés ces études préliminaires, il s’est avéré que le Pam-LEY possédait une capacité d’inhibition de
la protéase du virus non muté plus importante que le Pam-YEL (Kiy plus faible, 0,3 nM). Il a été
démontré que cette molécule demeure active contre les protéases mutées [1].

1.2. Polyméres mis en jeu pour élaborer ces nanoparticules

Les polymeres traditionnellement utilisés dans |’élaboration de vecteurs particulaires peuvent étre
d’origine naturelle ou synthétique. Cependant, dans les 2 cas, ils doivent étre biocompatibles, non
toxiques, non immunogénes, non cancérigenes. Ils doivent également pouvoir étre (bio)dégradés dans
Uorganisme et leurs produits de dégradation tolérés par celui-ci. S’ils ne peuvent pas étre
(bio)dégradeés, ils doivent alors, apres solubilisation dans les fluides biologiques, pouvoir étre éliminés
par les voies naturelles. On dit alors qu’ils sont bioéliminables.

Parmi les polyméres naturels employés dans la littérature, on peut citer les protéines comme la
gélatine ou ’albumine et les polysaccharides. Les polymeéres de synthése les plus couramment testés
sont le poly(D,L-lactide) (poly(acide lactique)-PLA), les copolymeres poly(lactide-co-glycolide) (PLGA),
la poly(e-caprolactone) (PCL) et les poly(cyanoacrylates d’alkyle) [4].

Dans le cadre des nanoparticules destinées a lutter contre le SIDA, le PLA sera employé pour
former le cceur hydrophobe des nanoparticules. Les propriétés de surface de ces particules seront
modifiées par adsorption de dérivés amphiphiles du dextrane (DexCs), de maniere a conférer a ces
nano-objets une surface hydrophile compatible avec les fluides biologiques circulants et limiter en
particulier leur capture par le systéme immunitaire [5] [6].

1.3. Procédé d’émulsion/évaporation de solvant

Ce type de procédé requiert une phase aqueuse contenant un tensioactif assurant la stabilité de
Uinterface liquide/liquide et une phase organique contenant un polymére qui composera le cceur
hydrophobe de la particule finale. Dans le cas précis de ’encapsulation du Pam-LEY, la phase aqueuse
contient un dérivé amphiphile hydrosoluble du dextrane : le DexCqs. La phase organique est composée
quant a elle de dichlorométhane (ou d’acétate d’éthyle) contenant du PLA. Cette phase organique peut
également contenir un principe actif (PA) hydrophobe le cas échéant. L’encapsulation d’un PA
hydrophile nécessite, quant a elle, d’avoir recours a une double émulsion eau/huile/eau. La
formulation des particules par simple émulsion/évaporation de solvant se déroule en 3 étapes : une
phase de mélange grossier de ces deux phases par vortex manuel, une phase de sonication pour créer
une émulsion huile/eau plus fine (Figure 72), puis une phase d’évaporation du solvant organique.
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Sonde (500 1)

Couronne

Phase omaniqus : ¥ polysaccharidigue
+ FLA !
+ Pam-LEY ; ; td Ultra son
o o
T (s
I_ "n,\ PLA + Pam-LEY
Dérivé amphiphile Phase agqueuse Emulzion [HE]

du dextrane
Figure 72 - Principe d'élaboration de [’émulsion huile/eau

Aprés formation de U’émulsion huile dans eau (H/E) stabilisée par le DexCq et évaporation du solvant
organique, le PLA précipite sous forme de nanoparticules en renfermant le PA hydrophobe. Le DexCq se
retrouve localisé a la surface des particules obtenues, formant ainsi une couronne surfacique
hydrophile.

1.4. Procédé de nanoprécipitation par injection

Une deuxiéme technique d’élaboration des nanoparticules que nous emploierons consiste a
nanoprécipiter un polymeére hydrophobe (qui constituera le cceur de la nanoparticule) par injection
dans un non-solvant dudit polymére. Pour cela, le polymére hydrophobe (dans notre cas le PLA) et
éventuellement le PA seront dissous dans un solvant organique miscible a ’eau (DMSO, Acétone). Cette
solution sera ajoutée goutte a goutte et sous tres forte agitation dans la phase aqueuse contenant ou
non un tensioactif (nous utiliserons un dérivé amphiphile du dextrane, le DexC4) comme indiqué dans la
Figure 73.

Acétone + PLA
+ Pam-LEY

—

Figure 73 - Principe de la nhanoprécipitation par injection

Eau + DexCy

Dés ’ajout de la goutte de solution organique dans le non-solvant, on observe une diffusion du solvant
organique dans la phase aqueuse alors que l'eau diffuse également dans la goutte (Figure 74).
L’acétone a ici été choisie comme solvant organique pour une meilleure diffusion dans la phase
aqueuse mais également pour une évaporation (apres nanoprécipitation) plus aisée. De plus, le Pam-
LEY est totalement soluble dans ’acétone.
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Diffusion du
solvant dans I'eau

Diffusion de I'eau
dans le solvant

Figure 74 - Représentation de l'interdiffusion des solvants et co-solvant lors de la précipitation [7]

2. Optimisation des nanoparticules

Les nanoparticules destinées a l’encapsulation du Pam-LEY devraient étre administrée par voie
intraveineuse. Aussi il est primordial que leur taille soit de l’ordre de la centaine de nanométres. En
effet, les plus petits capillaires humains ont un diametre proche du micrométre. L’utilisation de
microparticules par cette voie d’administration pourrait provoquer ’obstruction de certains capillaires
avec des effets secondaires dramatiques. Aussi, le parametre de référence concernant ’optimisation
de nos procédés sera donc la taille des particules, que nous tenterons de limiter a environ 200 nm de
diametre.

L’optimisation des procédés de préparation des nanoparticules a été réalisée sans ajout de principe
actif.

Les mesures de taille des nanoparticules sont réalisées en utilisant deux appareils différents, un
granulometre (Mastersizer) et un appareil de rétrodiffusion de la lumiere (HPPS). Le premier appareil
(Mastersizer), basé sur la diffraction de la lumiére, est utilisé pour étudier la taille des particules sur
une large échelle allant du nanometre a la centaine de micromeétres. Cet appareil donne la taille des
particules sous forme d(0,1), d(0,5) et d(0,9) ou d(x) est le diametre en dessous duquel se trouve 100x
% du volume de ’échantillon; ainsi que la distribution en volume des tailles de particules. Cependant,
une grande quantité de matiere est nécessaire pour une mesure précise. Le second appareil (HPPS)
sera utilisé uniquement pour une mesure précise du diametre appelé « Z-average » pour des tailles
inférieure a environ 1 pm. Cet appareil ne donne qu’une mesure de taille moyenne et ne peut en aucun
cas donner une valeur correcte dans le cas de particules polydisperses. Le diametre « Z-average »
correspond a la taille moyenne de particules en intensité de lumiére diffusée. L’indice de
polydispersité (PDI) indiqué par cet appareil doit étre inférieur a 0,5 pour considérer la mesure
conforme. Pour plus de précision, le lecteur est invité a se rendre au Chapitre « matériels et
méthodes ».

2.1. Procédé d’émulsion/évaporation de solvant

Des études préliminaires ont été menées au laboratoire [8][9] pour élaborer des nanoparticules par le
procédé d’émulsion/évaporation de solvant organique. A partir d’elles, une « recette »peut étre
retenue :
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- Préparer 1 mL de solution organique (CH,Cl;) contenant 25 g/L de PLA.
- Préparer 10 mL de solution aqueuse contenant de 1 a 10 g/L de dextrane modifié DexCq.
- Emulsionner ces deux phases par 1 minute de sonication en mode pulsé.

2.1.1. Effet du taux de substitution des DexCg

Nous nous sommes tout d’abord attachés a affiner et mieux optimiser les paramétres de ce procédé
d’élaboration pour obtenir des diameétres adéquats de nanoparticules. Dans un premier temps, nous
avons arbitrairement fixé la concentration en DexCq dans la phase aqueuse a 5 g/L. Différents DexCe
ont été employés et influence de leur taux de modification sur le diamétre des particules a été
étudiée. Rappelons que les DexC, obtenus sont hydrosolubles jusqu’a un maximum de 28% de
substitution.

La Figure 75 nous montre qu’un diamétre « Z-Average » proche de 100 nm est obtenu tant que le DexCe
utilisé présente un taux de substitution inférieur a 28%. On peut également remarquer qu’un diametre
un peu plus élevé est obtenu pour les plus faibles taux de substitution en C¢. Céline Rouzes [10]
évoquait une agrégation des particules pour des DexC, dont les taux de modification étaient inférieurs
a 10%. Cette aggrégation provenait d’un recouvrement inhomogeéne et pas suffisamment irréversible de
la surface des particules. Cependant, avec lutilisation du DexCq-30 par exemple, une rapide
augmentation du « Z-Average » peut également étre observée. La limite de solubilité des DexCq dans la
phase aqueuse étant atteinte, cette augmentation du diametre moyen est sans doute liée a la présence
d’interactions hydrophobes entre les chaines alkyle des DexC, a la surface de plusieurs nanogouttes
(avant évaporation du solvant organique).

300 1
250 A
200 A

150 -

100 - S~ .

Z-average [nm]

50 A

0 1I0 2‘0 3b
Taux de substitution des DexCé hydrosolubles [%]
Figure 75 - Evolution du « Z-average » des particules en fonction du taux de substitution des DexCe
utilisés (1 mL CH,Cl, + 25 g/L PLA) + (10 mL H,0 + 5 g/L DexCq) - Sonication : 50% d'amplitude pendant
1 min. Evaporation : 2h30 sous agitation a 37°C

En conclusion, des nanoparticules de diamétre inférieur a 200 nm peuvent étre facilement obtenues
dans les conditions standard sans que le taux de modification des DexCq n’ait d’influence ; tant que
ces DexCqs demeurent parfaitement solubles en phase aqueuse (taux de substitution < 30%).
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2.1.2. Influence de la sonication

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié 'effet de ’amplitude des ultrasons délivrés par la sonde
lors de ’étape de sonication pendant une période donnée (2 minutes) ; puis 'effet de la durée de
sonication a différentes amplitudes.

Pendant une durée de 2 minutes de sonication, nous pouvons voir sur la Figure 76 que des tailles et PDI
semblables sont obtenus pour des amplitudes de sonication de 35 ou 50%. Mais, a faible amplitude des
ultrasons, la puissance délivrée par la sonde ne semble pas suffisante pour créer une émulsion, et par
la suite des nanoparticules, de taille avoisinant 200 nm. De plus, dans ce cas, la valeur des PDI donnés
par U'HPPS nous indique une trés faible homogénéité des résultats, ce qui peut témoigner de la
présence de plusieurs populations en taille. En effet, les données constructeur de cet appareillage nous
indiquent qu’un PDI supérieur a 0,5 est le témoin d’une diversité importante des tailles d’objets
mesurées par ’appareil.

400 ~

350 |
T 300 | 0,60
£
g, 250 |
o
% 200
N
150 |
0,20 0,19
100 |
50 |
0 . : :
0 20 40 60

Amplitude de sonication [% de 750W]

Figure 76 - Evolution du diametre moyen des nanoparticules en fonction de l'‘amplitude de sonication
employées. (1 mL CH,Cl; + 25 g/L PLA) + (10 mL H,0 + DexC4-23 5 g/L). 2 minutes de sonication puis 5h
d'évaporation sous agitation magnétique a 37C. Sur le graphique, les PDI mesurés par [’HPPS ont été
indiqués.

L’utilisation du granulometre nous permet rapidement de valider notre conclusion. La Figure 77
représente la distribution des tailles des particules obtenues avec un DexC¢-23 dans 4 conditions :
sonication a 50%, 40%, 30% ou a 20% d’amplitude. Aux plus fortes amplitudes, les particules obtenues
ont une taille proche de 130 nm et répartie de facon monodisperse. Une trop faible amplitude de
sonication (20%) ne permet donc pas d’obtenir des particules suffisamment petites et surtout avec une
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répartition homogene. Des microparticules de taille supérieure a 1 pm sont aussi observées dans ces
conditions de sonication.

20 ~
i —4-50% d'amplitude de sonication
E —<—40% d'amplitude de sonication
g —+—30% d'amplitude de sonication
] —&20% d'amplitude de sonication
3
£ 10 4
©
a
(]
©
2
S
c
s
o
0 - T T T T :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

Taille des particules [um]

Figure 77 - Evolution de la taille des particules déterminée par granulométrie en fonction de
l'amplitude de sonication - (1 mL CH,Cl, + 25 ¢/L PLA) + (10 mL H,0 + DexC4-23 a5 g/L)

Nous venons d’étudier I’amplitude de la sonication sur le diamétre moyen des nanoparticules, mais
quid de la durée totale de sonication ? Pour étudier cette influence, des expériences ont été réalisée
en utilisant des sonications a 35% d’amplitude pendant 30 secondes, 1 ou 2 minutes. Deux DexC, ont
été employés : le DexCq-10 et le DexCy-23. Cette amplitude de sonication a été sélectionnée pour
atteindre des particules de diameétre « acceptable » et monodisperse.

La Figure 78 montre qu’en dessous de 1 min de sonication (30 secondes de pulse et 30 seconde sans
pulse par intervalle de 1 seconde), les tailles de particules augmentent significativement et ce quel
que soit le taux de modification des DexCq utilisés comme tensioactifs. On peut remarquer qu’accroitre
la durée de sonication n’influence pas le diamétre moyen des particules puisque celui-ci n’évolue pas
de facon significative (~ 200 nm).

Le diametre des nanoparticules stabilisées par le DexCq-10 est légérement plus élevé que celui des
nanoparticules obtenues a partir du DexCq-23, confirmant ce qui a pu étre déja observé (Figure 75).

Pour éviter une potentielle détérioration du principe actif lors de son encapsulation au sein des
nanoparticules, nous fixerons par la suite le temps de sonication a 1min.
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Figure 78 - Evolution de la taille des particules en fonction du temps de sonication total appliqué a la
solution durant l'émulsion. Quantité de DexC4 dans la phase aqueuse fixée a 5mg/mL et amplitude de

2.1.3.

sonication de 35%.

Influence de la concentration en tensioactif

Dans un troisieme temps, Uinfluence de la concentration du DexCs a été étudiée. En utilisant par
exemple le DexCy¢-23 a 2,5 ou 5 g/L dans le CH,Cl,, Uinfluence de la concentration est trés nette
lorsqu’on réitere les expériences a amplitude de sonication variable (Figure 79). On observe facilement
que l"augmentation de la quantité de tensioactif employée, dans le domaine étudié, permet de réduire
légérement le diamétre moyen des nano-objets formulés.

Z-average [nm]

600 -
—4—DexC6-23 - 2,5mg/mL
500 + -m-DexC6-23 - bmg/mL
0,89
400 +
300 -
0,60
200 -
0,20 0,21
100 +
0,20 0,19
0 T T 1
0 20 40 60

Amplitude de sonication [% de 750W]

Figure 79 - Evolution du diametre moyen des nanoparticules en fonction de l'amplitude de sonication
employées et de la concentration en DexCy-23. (1 mL CH,Cl; + 25 g/L PLA) + (10 mL H,0 + DexC4-23 a
2,5 0u 5 g/L). 2 minutes de sonication puis 5h d'évaporation sous agitation magnétique a 37°C. Sur le

graphique, les PDI mesurés par [’HPPS sont indiqués.
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La quantité optimale de tensioactif DexC, dans la phase aqueuse a employer a été étudiée plus
précisément en réalisant diverses expériences en appliquant 1 minute de sonication a 50% d’amplitude.
La Figure 80 nous montre |’évolution des diametres d(0,5) de particules mesurés a ’aide du
granulometre. On observe une réduction nette du diameétre jusqu’a une stabilisation vers 150 nm au fur

et a mesure de l"augmentation de la concentration en DexCq-15 dans la phase aqueuse.
1800 1

1500 A
1200

1149
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Figure 80 - Diametre des particules en fonction de la concentration en DexC¢-15 dans la phase aqueuse
de l'émulsion. (1 mL Acétate d’Ethyle + 25 g/L PLA) + (10 mL H,0 + DexC4-15). 1 minute de sonication
a 50% damplitude (Amplitude max = 750W) - 5h d'évaporation sous agitation magnétique a 37C. Les
barres d’erreurs représentent les écarts a la moyenne entres les différentes mesures pour chaque
concentration.

La Figure 81 représente la répartition en taille des particules obtenues en fonction de la quantité de
tensioactif solubilisé dans la phase aqueuse. Elle montre clairement que la distribution des diamétres
est homogene lorsque les DexC, sont solubilisés a 5 g/L en phase aqueuse. Lorsque la concentration des
DexC, est réduite, une répartition hétérogéne des diametres est alors observée. Des diametres moyens
proches du micrométre, puis supérieurs sont obtenus lorsque la concentration décroit de 2,5 a 0,5 g/L
en phase aqueuse.
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Figure 81 - Taille des particules mesurée par le granulométre en fonction de la quantité de DexC4-28
dans la phase aqueuse (Solvant organique : Dichlorométhane). 1 minute de sonication a 50%
d'amplitude (Amplitude max = 750W) - 5h d'évaporation sous agitation magnétique a 37C.

La répartition en diamétre est également confirmée par une analyse des solutions par Microscope
Electronique a Balayage (MEB). Une goutte de suspension est déposée sur un plot préalablement
recouvert d’une membrane poreuse (taille des pores inférieure a la cinquantaine de nanometre). Les
plots sont ensuite laissés a l’abri de la poussiére pendant 48h de maniére a observer |’évaporation
totale de U’eau. Ils sont ensuite métallisés pour I’analyse au MEB. Sur la partie gauche de la Figure 82
on peut observer une répartition des tailles de particules peu homogéne alors qu’une forte
monodispersité des tailles est observée lorsqu’une solution aqueuse concentrée (5 g/L) en DexCq est
employée.

8kV X8,000 2um SkV X14,000 1pm

Figure 82 - Photo MEB de suspension de nanoparticules obtenues par émulsion/évaporation de solvant
avec 0,5 mg/mL (a gauche) et 5 mg/mL (a droite) de DexC¢-22 dans la phase aqueuse. 1 minute de
sonication a 50% d'amplitude (Amplitude max = 750W) - 5h d'évaporation sous agitation magnétique a
37C.
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Aux faibles concentrations en tensioactif, le nombre de DexC, en solution n’est donc pas suffisant pour
saturer completement la surface des nanogouttelettes organiques dans la phase aqueuse. La quantité
de tensioactif dans ces cas ne permet pas de réduire de maniére significative la surface et donc la
taille des goutelettes. Aux plus fortes concentrations en DexCq, la surface des particules de PLA est
saturée et le volume des gouttes diminue.

2.1.4. Effet du solvant organique employé

Les différentes tendances précédemment décrites sont également vérifiées, quel que soit le solvant
organique utilisé lors de ’émulsification du systeme (Dichlorométhane ou Acétate d’éthyle saturé en
eau), et quel que soit le taux de substitution du DexC, utilisé dans la phase aqueuse (Figure 83). On
peut voir qu’effectivement, a 5 g/L de DexCq, Uinfluence du taux de modification n’est pas perceptible
sur le diametre des nanoparticules. Néanmoins, a plus faible concentration en DexCy dans la phase
aqueuse, les plus faibles diamétres des particules sont obtenus dans le dichlorométhane.

1500 -

——DexC6-24 - AE
—-DexC6-12 - AE
750 - ——DexC6-9 - DCM
—>DexC6-22 - DCM

Z-Average [nm]

e N _ —

0 T )
0 2.5 5

Concentration en DexCq dans l'eau[mg/mL]

Figure 83 - Diametre des particules en fonction de la concentration en DexC¢-15 dans la phase aqueuse
de l'émulsion. Comparaison des solvants organiques utilisés lors de [’élaboration par émulsion (1 mL
CH,Cl; ou Acétate d’éthyle + 25 g/L PLA) + (10 mL H,0 + DexCs a 5 g/L). 1 minute de sonication a 50%

d'amplitude (Amplitude max = 750W)

Ceci peut s’expliquer par la solubilité du solvant organique dans eau. En effet, le dichlorométhane
possede une solubilité dans l’eau environ 6 fois plus faible (13 g/L) que l’acétate d’éthyle (83 g/L). Par
conséquent, ’émulsion sera plus efficace dans le cas du solvant le moins miscible a la phase aqueuse.
Les gouttes seront en effet plus stables et la coalescence de ces derniéres a faible concentration en
DexC, sera moins rapide d’ou un diameétre «Z-Average » plus faible.

128



Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

2.1.5. Conclusion

A partir des différentes expériences menées, nous avons pu établir des conditions opératoires
permettant d’obtenir aisément des nanoparticules de diamétre inférieur a 200nm. Pour cela, il suffit
d’émulsionner 10 mL de solution aqueuse contenant 5 g/L de dérivé DexCs (quel que soit le taux de
modification situé entre 10% et 30%) a 1 mL de CH,Cl, dans lequel est solubilisé 25 g/L de PLA qui
constituera le cceur du futur nano-objet. L’étape de sonication est réalisée pendant 1 minute
minimum a une amplitude de 35% minimum.

2.2, Procédé de nanoprécipitation

Des nanoparticules biodégradables de type cceur/couronne ont été récemment élaborées au LCPM en
utilisant le procédé de nanoprécipitation [11]. Cette technique peut-elle également étre employée
pour formuler des nanoparticules a partir des DexCy que nous avons obtenus ? C’est a cette question
que nous nous sommes attachés de répondre.

Les études précédentes portant sur ’élaboration de nanoparticules par la technique
d’émulsion/évaporation du solvant organique nous a permis de conclure qu’une concentration de 5
mg/mL de DexCs en phase aqueuse était nécessaire pour obtenir des nanoparticules ayant une
répartition de taille monodisperse et un diamétre inférieur a 200 nm; quel que soit le taux de
modification du dérivé DexCq (dans le domaine des taux de substitution étudié). Fort de cette
constatation, la concentration du DexCs dans la phase aqueuse précipitante a été fixée a 5 g/L pour les
différents tests d’élaboration de nanoparticules par nanoprécipitation.

Afin de limiter les parametres d’influence du procédé de nanoprécipitation sur la taille des particules
obtenues, les mémes types de piluliers contenant la phase aqueuse précipitante et de barreau
magnétique ont été employés. Néanmoins, la vitesse d’agitation du barreau aimanté ne dépassera pas
les 750 tr/min afin d’éviter la création de mousse a la surface de la phase aqueuse. De méme,
’aiguille de la seringue Hamilton de 500 pL servant a l’injection de la phase organique dans la phase
aqueuse n’est pas modifiée. Il s’agit d’une aiguille droite de 51mm et de gauge 22 (ga 22/51mm/pst
3). Cette aiguille est directement introduite dans la phase aqueuse au plus prés possible de la paroi du
pilulier et du barreau magnétique. Cela permettra une diffusion des solvants plus rapide dans toute la
solution en évitant une concentration de solvant organique dans le vortex créé par ’agitation. Le débit
d’injection n’ayant pas énormément d’importance avec la seringue utilisée, nous le fixerons a 0,3
mL/min.

En effet, si les conditions ci-dessus ne sont pas respectées, les suspensions obtenues sont constituées
d’agrégats dont la taille est de l'ordre de grandeur du millimétre. Par exemple, si le diamétre de
’aiguille employée est plus important, les gouttes seront plus grosses, ainsi que les particules finales.
De plus, si la goutte de solvant organique contenant le PLA est introduite avec l'aiguille située a
U’extérieur de la phase aqueuse, la goutte ne gardera pas sa forme lors de la collision avec la surface
de U'eau et la précipitation se fera de maniére inhomogeéne créant des fils et des agrégats. De la méme
maniere, si la solution organique est introduite au centre du vortex créé par l’agitation du barreau
magnétique, les nanogouttelettes se concentreront au centre de celui-ci. La nanoprécipitation se fera
plus lentement (augmentation de la concentration en acétone au centre du vortex) et la probabilité de
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collision entre les particules préformées sera plus importante. Les particules n’étant pas totalement
stables avant l’évaporation (collantes / visqueuses dii a la présence de solvant organique), celles-ci
interagiront entres elles pour former des agrégats.

Le rapport volumique de la phase organique introduite dans la phase aqueuse a été étudiée pour
différents dérivés DexCq. Les concentrations en tensioactif DexC, et PLA étant fixées, ce rapport
volumique phase organique/phase aqueuse permet d’étudier en fait la quantité de DexC, nécessaire
pour recouvrir correctement Uinterface liquide/liquide et obtenir in fine des particules de tailles
homogeénes, de facon reproductible.

Des DexCy modifiés de 4 a 24% ont ainsi été testés. Il apparait que pour de faible rapport volumique
acétone/eau (1/10 ou 1/5), ce taux de modification n’influence pas la taille des particules de facon
significative. Néanmoins, lorsque le volume de la phase acétone ajoutée représente la moitié de celui
de la phase aqueuse, une variation du diametre moyen des particules commence a étre percue dans le
cas ou le taux de modification du dextrane est trés faible.

Tableau 13 - Elaboration des nanoparticules par nanoprécipitation. Taille des particules mesurées par
le granulometre en fonction de la quantité d'acétone injectée dans 10mL de solution aqueuse de DexCg
(5 g/L) - Concentration en PLA dans l'acétone fixée a 5 g/L.

Rapport Taille des
Tensioactif utilisé Acétone / Eau particules* (nm)
Volume final: 15 mL d(0,5)
1/10 165
DexCe-24 1/5 150
1/2 160
1/10 155
DexCe-12 1/5 160
1/2 155
1/10 155
DexCeq-4 1/5 155
1/2 190

*Obtenue par granulométrie.

Il apparait dans le Tableau 13 que des rapports massiques PLA/DexCq (25mg de PLA / 50 mg de DexCq)
similaires a ceux utilisés dans le cadre de U’élaboration par émulsion/évaporation peuvent étre
employés dans le cadre de la nanoprécipitation et permettent d’obtenir des particules de diametre
comparables. Pour cela, il suffit d’employer un rapport acétone/eau %2 dans les conditions testées. Des
tailles similaires sont également obtenues lorsque le rapport massique DexCq/PLA augmente.

Cependant, pour des raisons de facilité de récupération nous fixerons par la suite les mémes quantités
de PLA/DexCq pour les deux procédés d’élaboration. Ainsi, le Tableau 14 résume les différents

paramétres d’élaboration des nanoparticules que nous utiliserons dans la suite du manuscrit.

Tableau 14 - Récapitulatif des paramétres d'élaboration des nanoparticules pour
l'émulsion/évaporation et pour la nanoprécipitation
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Emulsion Nanoprecipitation
PLA (mg) 25
DexC¢ (mg) 50
Eau (mL) 10
Solvant organique (mL) 1 5
Vortex manuel (min) 1
Amplitude de sonication
(% de 750W)
Temps de sonication
(Minotale)
Vitesse d'agitation
(tr/min)
Débit d'injection de la
phase organique - 1
(mL/min)

50

750

Ayant optimisé et fixé les parameétres d’élaboration des nanoparticules, nous nous sommes attachés a
les caractériser de maniére a sélectionner le meilleur nano-objet a la fois pour une encapsulation
efficace du Pam-LEY et une utilisation biologique sans risque pour le patient.

Le conditionnement des nanoparticules aprés élaboration, leur stabilité colloidale ou encore leurs
caractéristiques de surface ont été alors évaluées.

2.3, Récupération et conditionnement final des nanoparticules

Apres élaboration, les nanoparticules sont lavées par centrifugation afin d’éliminer le
tensioactif DexCq non adsorbé a la surface des nanoparticules. La technique consiste a centrifuger les
particules, remplacer le surnageant par une solution de lavage, puis a les redisperser. L’opération est
réalisée plusieurs fois. Cependant, il arrive trés souvent que les particules s’agrégent pendant ces
opérations. Dans notre cas, nous avons déterminé, pour les deux principes d’élaboration, qu’il était
nécessaire de centrifuger a 8500 tr/min pendant 1h15 a 15°C. En effet, pour une durée donnée, a des
vitesses de centrifugation plus faibles, toutes les particules ne s’accumulent pas dans le fond du tube
et nous perdons une partie des particules lors de ’élimination du surnageant. Une vitesse plus élevée
agrége les particules au fond du tube et leur redispersion s’avére difficile sans |’apparition d’agrégats.

Enfin, leur conditionnement final a été évalué. En effet, la conservation de suspensions aqueuses de
nanoparticules renfermant le principe actif est difficilement envisageable par suite des risques
importants de diffusion de la molécule active dans le surnageant. Une congélation lente ou rapide
(azote liquide) des nanoparticules ne permet pas de les redisperser ultérieurement : on observe une
agrégation des particules. En effet, dans un premier temps, nous avons tenté de congeler la suspension
de particules pour conservation. La congélation lente consiste a mettre les tubes contenant les
suspensions directement au congélateur pendant 48h. La congélation rapide des suspensions est
effectuée directement par l’azote liquide. Les deux suspensions sont ensuite décongelées. Dans tous
les cas, on observe de gros agrégats impossibles a disperser malgré ’utilisation de bain a ultrasons.

La conservation des nanoparticules apres leur lyophilisation a également été testée et nous avons alors
montré qu’il était nécessaire d’ajouter un cryoprotectant tel que le tréhalose (10mg/mL de
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suspension) avant lyophilisation pour observer une redispersion parfaite. La Figure 84 représente par
exemple des nanoparticules (recouvertes de DexC¢-14) élaborées par nanoprécipitation, lavées puis
lyophilisées en présence ou en l'absence de cryoprotectant. Le lyophilisat obtenu a ensuite été
redissout dans l’eau et déposé sur un plot pour "analyse MEB (Figure 84).

"\ i

[ f\{:" 8kV X14,000 1pm

Figure 84 - Nanoparticules élaborées par nanoprécipitation, lavées puis lyophilisées sans
cryoprotecteur (a gauche) et avec cryoprotecteur (a droite).

On observe ainsi une agrégation nette et non réversible des particules dans le cas ou la lyophilisation
est effectuée sans ajout préalable de cryoprotecteur. Cet effet peut-étre expliqué par le fait que,
pendant la congélation brutale de la solution aqueuse par l'azote liquide, l'eau se cristallise
brusquement en poussant les particules a se « réunir » dans la zone non cristallisée. La concentration
en particules y augmente au fur et a mesure de la congélation jusqu’a agrégation des particules. Le
cryoprotecteur utilisé forme de nombreuses liaisons hydrogéne avec ’eau, aux dépends des liaisons
hydrogene avec la matrice PLA et l’eau. Ces interactions entre le sucre et ’eau conduisent a une phase
amorphe congelée facilement redispersable dans 'eau. De plus, il a été montré que le dextrane n’a
pas, ou pas assez, d’efficacité cryoprotectrice [12].

3. Caractérisation des nanoparticules obtenues
3.1. Potentiel Zéta

3.1.1. Principe

La présence de groupes chargés a la surface d’une particule affecte la distribution ionique dans la région
interfaciale entre la particule et le liquide. Il en résulte une augmentation de la concentration en contre-
ions prés de la surface de la particule, qui peut étre modélisée sous la forme d’une double couche
électrostatique (Figure 85).
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Figure 85 - Représentation de la double couche électrostatique a la surface d'une particule

Quand un champ électrique est appliqué a travers un électrolyte, les particules en suspension qui
possedent une charge électrique sont attirées vers ’électrode de charge opposée, alors que la force de
frottement subie par les particules s’oppose a ce mouvement. Lorsque [’équilibre entre ces deux forces
est atteint, les particules se déplacent a vitesse constante. Leur vitesse dépend donc du champ
électrique, du milieu et de la charge de la particule. Sous U'effet des forces de frottement, la couche
d’ions diffuse est arrachée jusqu’a un certain plan appelé plan de cisaillement. Le potentiel mesuré au
niveau de ce plan de cisaillement est appelé potentiel zéta (7).

Pour une particule donnée dans un champ électrique donné, quelle que soit la composition ionique du
milieu, la distance de la surface au plan de cisaillement ne varie pas. En pratique, le potentiel £ que

nous avons évalué n’est pas celui mesuré par lappareil (calculé en utilisant U’approximation de
Smoluchowsky), mais est recalculé a partir de la mobilité électrophorétique pg (exprimée en cm?-V'-s™)
des particules, selon I’équation modifiée de Booth :
3 4
E) E)
cg( - c4( -

—% + — %

f.7 f,7

f1+303(E\+ +4C4(E\%
f, 7 iy ]

ou E =7520 g et f, est le facteur de correction de Henry qui tient compte de la déformation du

c(mV) =257 — -

champ électrique autour des particules. Les effets de relaxation sont pris en compte par les
coefficients C,etC,. Une méthode permettant de déterminer f,,C,, C, et de calculer le potentiel

¢ a partir de la taille, de la mobilité électrophorétique s des particules, et de la concentration

saline du milieu a été décrite par Deshiikan et Papadopoulos [13]. Cependant, lorsqu’une particule
chargée est recouverte d’un polymére neutre et que la couche de polymére est supérieure a
’épaisseur du plan de cisaillement x, il y a déplacement de ce plan de cisaillement, de la distance x a
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une distance de la surface notée Ap;. On observe alors une diminution du potentiel £, qui tend vers
zéro au fur et a mesure que la quantité de polymére déposé et que l’épaisseur Ap; de la couche
interfaciale augmentent. Gouy et Chapman ont alors proposé une relation exprimant ’évolution du
potentiel ¢ en fonction du paramétre de Debye-Hiickel k, (m”) et de l’épaisseur Ap; de la couche
polymeére surfacique [14] :

In {tanh( Z eg\%}:ln {tanh(z Vo \%}—kH X Ap,
4k, TT 4k, TT

- Wy le potentiel de la surface du cceur de la particule.

- Z valence de la solution saline en présence

- e : Charge élémentaire de I’électron : 1,602176565 .10™"°C
- kg : Constante de Boltzmann : 1,381.102% J.K"

- T : Température absolue du milieu : 298K

L’épaisseur de la couche diffuse quant a elle, est égale a l'inverse du parameétre ky et dépend de la
force ionique du milieu.
2 1/2

1000e*.Na.) (C;.Z))
k, (nm™) =10° ‘

skg T
Avec Ci et Zi, les concentration et valence des ions en présence dans le milieu.

en
ke TT

fonction de ky, on obtient une courbe dont la pente a faible valeur de ky, est égale a AP, la distance de

En mesurant le potentiel Zéta a différentes force ioniques (Ci) et en reportant In {tanh(

Ze{\}

la surface au plan de cisaillement (Figure 86). A, peut étre assimilée dans notre cas a ’épaisseur de
la couronne de dextrane en surface des particules.
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Figure 86 - Détermination de A, , d’aprés la mesure de potentiel { au niveau du plan de cisaillement

des particules, calculé par la relation de Gouy-Chapman, et en fonction du parametre de Debye-
Hiickel ky,.

Ceci est effectivement vrai pour de faibles forces ioniques, c'est-a-dire lorsque !’épaisseur AP, est
inférieure a celle de la couche diffuse (1/ky). Par contre, lorsque AP, est supérieure a (1/ky) la courbe
s’incurve et les valeurs tendent vers zéro (Figure 86). L’épaisseur AP, ne peut donc plus étre
déterminée a partir des valeurs du potentiel Zéta mesurées a des forces ioniques plus élevées.

3.1.2. Mise en évidence d’un recouvrement par le dextrane

Le potentiel Zéta est donc un trés bon indicateur de linteraction entre les objets et donc de la
stabilité de ces colloides. Il permet également de mettre en évidence de facon indirecte, la présence
d’une couche hydrophile a la surface des particules. En effet, dans le cas de nanoparticules PLA
préparées en utilisant du cholate de sodium dans la phase aqueuse, en lieu et place du DexCq, on peut
obtenir aprés lavage des particules de PLA « nues ». Brievement, 60mg de Cholate de Sodium pour 25
mg de PLA sont utilisés lors du procédé émulsion/évaporation de solvant. Les particules sont ensuite
lavées et on mesure un diamétre moyen d’environ 175 nm [10]. Le potentiel Zéta de ces particules
< nues » a été mesuré dans des solutions de chlorure de sodium a différentes concentrations, c'est-a-
dire a différentes forces ioniques. Celui-ci reste nettement négatif quelque soit la force ionique de la
suspension [10][11] (Figure 87).

Dans le cas des nanoparticules recouvertes d’une couche de DexCq, préparées par la technique
d’émulsion/évaporation de solvant, le potentiel Zéta approche la neutralité des que ces particules sont
placées dans une solution aqueuse de NaCl de concentration supérieure a 10mol/L (Figure 87). En
recouvrant les particules de PLA par des DexCs, le plan de cisaillement au milieu duquel est effectuée
la mesure du potentiel Zéta est éloigné de la surface de la particule, proportionnellement a I’épaisseur
de la couche de polymére déposée, ce qui permet d’obtenir des potentiels plus faibles que ceux des
particules de PLA « nues ». Ceci est vrai quel que soit le taux de modification du DexC, employé.
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Figure 87 - Potentiel Zéta d'une suspension de nanoparticules « nues » et recouvertes de DexC4-14 et
DexC4-8 ; élaborées par le procédeé d’émulsion/évaporation de solvant.

Sur la Figure 87, on peut également observer une différence de potentiel zéta selon le taux de
modification des DexC, employés. Les nanoparticules recouvertes d’une couche DexCq-14 possedent un
potentiel plus proche de zéro, ce qui pourrait s’expliquer par une couche surfacique de DexCq-14 plus
dense a la surface des particules ou bien a une plus grande épaisseur de couche que dans le cas de la
couche DexCq-8. Un taux de substitution du dextrane plus élevé (dans la limite de solubilité aqueuse
des DexC¢) permettrait donc une augmentation de la densité et/ou de |’épaisseur de couche hydrophile
de nos particules.

Le sang possede une force ionique avoisinant les 0,15. Aussi, on peut aisément extrapoler la valeur du
potentiel zéta a la surface de nos particules lorsque celles-ci seront injectées par voie intraveineuse.
Aucune force électrostatique attractive ni répulsive entre particules ne sera présente. Il est donc
possible d’envisager que les particules posséderont une bonne stabilité dans ce milieu physiologique.
Les dérivés amphiphiles de dextrane (DexC¢) nous permettent donc d’augmenter de maniere
significative le potentiel zéta a la surface des particules et d’assurer alors leur stabilité colloidale
(Figure 87).

La Figure 88 nous indique également qu’aucune différence significative sur la valeur du potentiel Zéta
n’est observable entre les deux procédés d’élaboration des particules. La concentration du DexC4.14 a
la surface des particules semble donc similaire malgré la différence de formulation.
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Figure 88 - Potentiel Zéta de suspensions de nanoparticules de PLA recouvertes de DexCq 14 et
élaborées par les procédés d’émulsion/ évaporation et nanoprécipitation.

3.1.3. Epaisseur de couche hydrophile

Zel)
4k T

d’évaluer |’épaisseur de la couche hydrophile localisée a la surface des nanoparticules grace a la
détermination préalable du potentiel Zéta. Dans le cas d’un DexC¢-14, une épaisseur de couche de 11 a
12 nm a été évaluée a la surface des particules, quel que soit le procédé d’élaboration utilisé (Figure
89). Ces valeurs concordent avec |’épaisseur de couche estimée en employant du DexCy-15 dans des
travaux précédents [10]. Dans la Figure 89, ’évolution du potentiel Zéta en fonction du mode de
préparation des particules ne montre qu’une trés faible différence entre les caractéristiques des
couches de dextrane adsorbées a la surface des particules.

Comme indiqué plus haut, les régressions linéaires de In tanh( = f(k,) nous permettent
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Figure 89 - Représentation graphique de ['utilisation de ['équation de Booth modifiée dans le cas de
DexC¢-14 - Epaisseur de couche estimée a 11nm pour les deux procédés.

3.2, Stabilité colloidale des particules

Les particules colloidales présentes dans un milieu de dispersion sont toujours sujettes a un
mouvement brownien et les collisions entre les particules qui en résultent sont fréquentes. La stabilité
colloidale des dispersions est une caractéristique importante pour U’application que lon vise.
Effectivement, une dispersion doit étre stable au stockage, mais aussi lors de ’injection intraveineuse.
En effet, [’augmentation de la taille des particules par agglomération ou agrégation pourrait entrainer
des conséquences sur [’élimination de celles-ci, sur la cinétique de libération des principes actifs apres
injection ou encore plus dramatiques si les agrégats venaient a boucher un capillaire sanguin. Cette
stabilité colloidale est reliée a I’état de surface de la particule et a la concentration en sel dans le
milieu. Elle résulte des forces attractives de Van der Waals et des forces répulsives existant entre les
particules lorsque celles-ci rapprochent. Quand les forces attractives dominent, les particules adherent
les unes aux autres et la dispersion flocule. Par contre, le systeme se maintient a l’état dispersé si les
forces répulsives sont suffisamment importantes. Alors que les forces de Van der Waals sont toujours
attractives entre particules de méme composition, la répulsion entre particules est générée par 2
effets : répulsion électrostatique pour les particules de charge identique et répulsion stérique
lorsqu’une couche de polymeére est présente a la surface des particules [15]. Pour que cette
stabilisation stérique soit effective, la couche surfacique doit étre suffisamment épaisse pour
« écranter » les charges en surface des particules.

Les particules que nous avons élaborées sont destinées a des applications médicales et a étre injectées
dans le sang dont la force ionique avoisine 0.15. Les particules ne doivent donc pas floculer en présence
de sel (équivalent a 0.15M NaCl) sous peine de créer des agrégats pouvant conduire a terme a des
phénomenes d’embolie. De plus, les tests biologiques ayant été réalisés dans NaCl a Tmol/L (dans le cas
de U’anti protéase du VIH-1), les particules doivent étre stables dans ces conditions.
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3.2.1. Théorie DLVO

La théorie DLVO ou encore |’étude de la turbidité du systéme permet d’expliquer et d’étudier les
phénoménes d’agrégation des suspensions colloidales. Elle a été développée dans les années 1940 par
Derjaguin et Landau (1941) et Verwey et Owerbeek (1948)[16]. Elle stipule que la stabilité d’un systéme
colloidal est déterminée par la somme des forces de Van der Waals et des forces de répulsion
électrostatique existant entre les particules lorsqu’elles se rapprochent comme nous [’avons déja
mentionné. Par conséquent, la somme des énergies (Ewt) contribuant a la stabilité des suspensions
colloidales peut s’écrire :

Etot = EVdW + Eelect

Ou Eyqw est I’énergie attractive négative de Van Der Waals et E..;: est l’énergie électrostatique répulsive
(positive). Des forces de répulsion stérique sont aussi a considérer entre certaines particules comme on
le verra dans ce qui suit. Pour des particules sphériques de méme taille, l’énergie de Van der Waals
s’exprime par [17]:

Ede ==

—| = +— > +In +
6| h°+4rh h”+4rh+4r

Al 2r? 2r? | h? +4rh )
h? +4rh+4r* 7

Ou A est la constante de Hamaker, r est le rayon des particules et h est la distance séparant les surfaces
de deux particules.

Enfin, dans le cas d’une densité de charge faible et homogéne a la surface des particules, l’énergie
électrostatique s’écrit [18]:

4k, T %)
E,oy = 276t —2—7 sexp(~k,, h)
Ze 7
2w ) 1000.6.Na.Y " (C,.Z,)* |
Avec y =tanh =Ys + et k, = i la constante de Debye-Hiickel qui
4kg T T skg T

dépend de la force ionique du milieu.
Ou:
- &= £r.£¢ (avec &g la constante diélectrique du milieu et g, la permittivité du vide)
- e, la charge élémentaire de |’électron
- Na, le nombre d’Avogadro
- kg la constante de Boltzmann a la température absolue T du milieu
- s le potentiel de Stern des particules

- Ci est la concentration de ’ion considéré dans le milieu et Zi sa valence.
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Les forces répulsives empéchent les particules de rentrer en contact (Figure 90) alors que les
forces attractives les attirent et les maintiennent en contact. La résultante de ces deux types de force
donne U’état d’équilibre du systéeme. Un apport d’énergie peut ainsi faire basculer le systéme d’un état
dispersé a un état agrégé ou inverse. L’apport minimal d’énergie est appelé barriére énergétique.

Pour qu’une dispersion résiste a [’agrégation ou a la floculation, la force de répulsion (électrostatique ou
stérique) doit U’emporter face aux forces d’attraction. Si la répulsion est faible, des phénomeénes
d’agrégation ou de floculation peuvent étre observés aprées un certain temps.

Répulsion Répulsion
stérique électrostatique

Figure 90 - Répulsions stérique et électrostatique.

Un troisieme groupe de forces susceptibles de modifier I’état d’équilibre d’une suspension colloidale est
donc lié a la présence de polymere dans la solution. Ces forces varient avec les interactions entre les
trois constituants de systéme : le polymere, le solvant et la surface des particules.

La stabilisation stérique d’un systeme colloidal intervient en général lorsque toute la particule est
recouverte d’une couche de polymeére d’épaisseur A suffisante (Figure 91). Ainsi, lorsque deux particules
s’approchent l'une de l'autre a une distance inférieure a deux fois |’épaisseur A de la couche, les
interactions entre les couches de polymere génerent alors des forces répulsives. La contribution
osmotique E., [19] apparait des que la distance entre les deux surfaces des deux particules est
inférieure a 2A. On considére alors que les couches adsorbées peuvent s’interpénétrer et créer une
région d’enchevétrement qui présente une importante densité en polymeére. Du fait de ’importance de
la pression osmotique s’exercant sur la région d’enchevétrement comparée a celle qui s’exerce sur le
reste de la surface, un flux de solvant est spontanément généré en direction de cette région, séparant
ainsi les particules ’une de l’autre. La contribution osmotique (Esm) est donnée par :

- vy le volume molaire du solvant

Avec :

-, la fraction volumique de polymeére dans la couche adsorbée

- x le paramétre de solubilité de Flory-Huggins.

Pour un bon solvant (x<<1/2), ’énergie mise en jeu est positive et donc la force inter-particulaire
générée sera répulsive. Lorsque les deux particules continuent a s’approcher 'une de ’autre a une
distance inférieure a A, alors les chaines de polymeére sont comprimées. Cette compression élastique
correspond a une perte d’entropie, qui généere une nouvelle énergie répulsive notée Eq,: et implique une
modification de la contribution osmotique :
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elast — | —— @A .0, = "—6In A++3(1—£; ol p; est la densité du
M 7 A | A 2 =7 2 + A

polymere.

L’énergie totale d’interaction entre deux particules recouvertes de polymere, est couramment calculée
comme étant la somme de toutes les énergies attractives et répulsives :

Etot = Lvaw + Eelect + Eosm + Eelast

Cependant, le principe de cette additivité a souvent été discuté, notamment sur le fait que les
différentes énergies mises en jeu ne sont pas totalement indépendantes [20].

Pour conclure, les conditions nécessaires pour parvenir a la stabilisation stérique des particules
recouvertes d’une couche de polymére sont les suivantes :

- un taux de recouvrement élevé

- une grande énergie d’interaction entre la surface et les segments directement adsorbés, pour un
ancrage ferme du polymere a U'interface.

- Des segments en boucles et en queue étendus dans la solution, soit x<<1/2.

(£945% pam
sl

(So00 9 oz TR
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Figure 91 - Adsorption de la couronne de dextrane a la surface des nanoparticules de PLA. Les deux
schémas de gauche représentent le cas de polymeres amphiphiles diblocs alors que les deux de droite
représentent les polyméres amphiphiles greffés. La zone de pénétration des chaines hydrophobes dans

le cceur PLA représente la zone d’enchevétrement et dépend de la nature du bloc hydrophobe.
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3.2.2. Etude de la stabilité colloidale des particules coeur/couronne formulées

Comme nous l’avons mentionné, les particules de PLA « nues» sont hydrophobes et chargées
négativement en surface. La charge négative permet aux forces de répulsion électrostatique de
maintenir ces particules séparées dans un milieu neutre. Mais, lorsque la force ionique du milieu
augmente, les charges dans le milieu écrantent les charges en surface et donc la force répulsive. Gavory
et al. [11] a récemment démontré que des nanoparticules de PLA « nues» floculaient a une
concentration en NaCl de 102 M, alors que les mémes particules recouvertes d’une couronne hydrophile
restaient stables dans ces conditions.

Dans notre cas, la stabilité des nanoparticules formulées est due au dérivé amphiphile du dextrane
présent a leur surface. Une force de répulsion stérique vient alors s’additionner a la force de répulsion
électrostatique. Si ’épaisseur de la couche de dextrane a la surface est assez importante, la répulsion
stérique permet de garder les particules séparées, méme dans un milieu de force ionique importante.
Dans le travail présenté ci-aprés, toutes les mesures de floculation ont été réalisées par tubidimétrie. En
effet, U'instabilité du systéme se manifeste par une augmentation soudaine de la turbidité t de la
dispersion. Quand le rayon des particules est inférieur a A/5, la théorie de Rayleigh est applicable et la
turbidité de la suspension est donnée par [18]:

r=Bn,V?
Ou:
- B est une constante optique

- ng est le nombre initial de particules

-V est le volume des particules

De plus, la valeur de la turbidité peut-étre obtenue a partir de la densité optique DO de la suspension
selon la relation :

7 =2,303DO/I

Avec | I’épaisseur de |’échantillon.

Sachant que la formation d’agrégats de particules conduit a une augmentation de la turbidité de la
dispersion, la méthode directe de turbidimétrie consiste a mesurer la densité optique de la suspension,
dans le domaine visible a [’aide d’un spectrophotometre. Il est ainsi possible d’observer [’évolution d’un
systéme colloidal au cours du temps et/ou en fonction de la température. L’évolution de la turbidité en
fonction du temps est donnée par la relation [21]:

r=Bn,V?(1+2kn,t)

Avec k la constante de vitesse de floculation.
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En réalité, les courbes expérimentales 1=f(t) s’incurvent rapidement car la diffusion de Raylaigh n’est
plus applicable dés que les agrégats sont constitués de plus de deux particules. Long et coll. [22] ont
alors imaginé une méthode permettant de détecter de faibles degrés de floculation pour les dispersions
colloidales. Cette technique est basée sur la mesure de la turbidité dans une plage adaptée de longueurs
d’onde (400 - 600 nm), et le calcul de la pente des droites (log DO) en fonction de (log A). La valeur
absolue |n| de cette pente est environ égale a 4 pour une diffusion de Rayleigh, en absence de diffusion
multiple. Au fur et a mesure que la taille des particules augmente, la valeur de |n| diminue, du moins
tant que les agrégats présentent une taille intermédiaire entre les domaines d’application de la diffusion
de Rayleigh et de la théorie de Mie. Enfin, il est important de souligner qu’en ’absence de diffusion
multiple la valeur de | n| ne dépend pas de la concentration en latex de la dispersion colloidale, dans les
conditions utilisées [23].

Une chute de la courbe |n|=f(force ionique) correspondant a une augmentation de la turbidité et donc
a une floculation de la suspension. Plus le facteur |n| est grand et plus la taille des particules
présentes dans la suspension est faible. La Figure 92 représente le facteur |n|, indicateur d’une
floculation de la suspension, en fonction de la concentration en NaCl dans le milieu dans le cas de
nanoparticules recouvertes de DexCy-14 préparées par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant.

6 -
X
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h XK
* X
K
4 4
n | L L CO B
E .._-_—-_-"‘-———c_ o
23]
s © o
2 1 Concentration en DexCe-14 dans |a phase aqueuse / Diamétre /-Average
——-0mg/mL 150 nm
14 o 0,5mg/mL 140 nm
m 2,5mg/mL 110 nm
x 5mg/mL 100 nm
1.E-05 1.E-03 1.E-01 1.E+01

Concentration en NaCl [mol/L]

Figure 92 - Représentation de la stabilité colloidale des suspensions de particules de PLA nues
(point+ligne) et recouvertes de DexCs-14 (points) obtenues par le procédé d’émulsion/évaporation de
solvant. Le dichlorométhane est utilisé comme solvant organique.

Sur la Figure 92 on note que quelle que soit la quantité de DexCy dans la phase aqueuse lors de
’émulsion, la suspension de particule reste stable, et ce jusqu’a 4M en NaCl, exception faite du PLA
natif qui flocule a des concentrations en NaCl proche de 102M. On peut observer une augmentation
brutale de |n| dans le cas ol le DexC¢-14 est solubilisé a 5mg/mL dans la phase aqueuse lors de
’élaboration des particules.
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Une tendance similaire est observée avec les particules élaborées par nanoprécipitation (Figure 93).
Cependant, dans ce dernier cas, les facteurs |n| sont équivalents, confirmant l'impact négligeable de
la concentration en DexC, utilisée dans ce procédé sur la taille mesurée des nanoparticules (voir
précédemment).

— % 1

<
5
[]
i3]
&
2 —-0,5mg/mL
-2 ,5mg/mL
—A-5mg/mL
1.E-05 1.E-03 1.E-01 1.E+01

Concentration en NaCl [mol/L]

Figure 93 - Représentation de la stabilité colloidale des suspensions de particules recouvertes de
DexC¢-14 obtenues par le procédé de nanoprécipitation.

Néanmoins, cette stabilité est-elle observée quel que soit le taux de modification des DexCe
employé pour la formulation des particules? Pour étudier ’influence de ce paramétre, la stabilité des
particules a été étudiée en comparant des nano-objets préparés par les 2 procédés et a l’aide de divers
DeXCb.

Nous avons tout d’abord évalué la stabilité colloidale de nanoparticules élaborées par
émulsion/évaporation de solvant en utilisant [’acétate d’éthyle comme solvant organique (Figure 94).
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Z-Average
- Nanoprécipitation DexC6-22 160 nm
-E+ Nanoprécipitation DexC6é-10 155 nm
6 - -©- Nanoprécipitation DexC6é-4 190 nm
—&— Emulsion DexC6-22 120 nm
- Emulsion DexC6-10 100 nm
-o- Emulsion DexCé-4 150 nm
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Figure 94 - Stabilité colloidale des particules obtenues par émulsion/évaporation de solvant en utilisant
[’acétate d’éthyle et par nanoprécipitation en utilisant le CH,Cl; en fonction du taux de substitution des
DexC4s employés lors de leur formulation. La concentration en DexC¢ dans la phase aqueuse est de
5mg/mL dans les deux procédés.

Sur la Figure 94 il apparait nettement une chute du facteur |n| lorsque les particules sont élaborées a
’aide de DexC, a fort taux de substitution. Lorsque les taux de modification des DexC,4 restent faibles
(DS <15%) les particules restent stables jusqu’a 4M en NaCl et ce quel que soit le procédé d’élaboration
employé. Cependant, lorsque le taux de modification du dextrane dépasse les 15%, on observe une
floculation des particules. En effet, un taux de modification des DexC, plus élevé implique certes une
meilleure adsorption du DexCy sur le cceur de la particule mais aussi une plus grande quantité de
chaines alkyle non adsorbées a la surface de la particule qui favorisent des interactions hydrophobes
inter-particules et conduisent a une agrégation de la suspension.

Les tests biologiques pouvant durer jusqu’a plusieurs jours, il était également important de controler la
stabilité des particules en milieu salin sur une telle durée. Les suspensions salines de particules sont
donc laissées sous agitation magnétique et la turbidité de la suspension est mesurée tous les jours. La
Figure 95 représente 3 séries de données au début, au milieu et a la fin de I’étude.
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Figure 95 - Stabilité colloidale des nanoparticules élaborées par émulsion/ évaporation et par
nanoprécipitation avec DexCq-14

Comme nous pouvons clairement le voir, aucune floculation n’a eu lieu durant les 28 jours de tests
dans le cas des particules élaborées par émulsion/évaporation. Des résultats identiques ont été
observés avec des suspensions de particules élaborées par nanoprécipitation.

3.3. Etude du taux de recouvrement

Aprés avoir étudié les parametres expérimentaux influencant le diametre moyen des nanoparticules et
leur stabilité colloidale, il nous a paru pertinent d’étudier le taux de recouvrement de ces nano-objets
par la couronne hydrophile dextrane. Nous exprimerons tout d’abord ce taux par le rapport massique
entre le DexC, et le PLA présent dans une particule.

Alors que ce taux de recouvrement était auparavant évalué par dosage direct ou indirect par
[’anthrone, nous avons opté pour un dosage direct par RMN 'H. Le dosage par anthrone était basé sur
une réaction de ’anthrone avec les motifs glucoses du dextrane en milieu acide, ce qui conduit a la
formation d’un complexe vert quantifiable par spectrométrie UV-visible [10]. Un dosage indirect
consistait a évaluer la quantité de DexCy dans les solutions de lavage n’ayant pas participé au
recouvrement des particules et restant solubilisé dans la phase aqueuse. Parallélement les particules
cceur PLA/couronne polysaccharide étaient détruites par une solution de soude avant le dosage par
anthrone du DexCq alors libéré (dosage direct).
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Le dosage RMN 'H consiste quant & lui & dissoudre les particules caeur PLA/couronne DexC, dans le
DMSO-d,, solvant commun a ces deux composés. Sur le spectre RMN 'H obtenu il nous est possible
d’identifier indépendamment les pics relatifs aux protons du PLA et du DexC, (Figure 96) et ainsi nous
pouvons facilement quantifier la quantité de DexC, par rapport a la quantité de PLA présente. En
utilisant les masses molaires des unités monomeres de chacun de ces composés, il est ainsi possible
d’évaluer la masse de DexC, présent a la surface des particules par gramme de PLA.

Le pic caractéristique du proton anomére (4,67 ppm) est connu et repéré (Figure 96), ainsi que les
protons correspondant a la chaine alkyle en C¢ (0,9 - 1,2 et 1,5 ppm). De la méme facon, les protons
relatifs au PLA sont parfaitement identifiés. En effectuant le rapport des aires des pics
correspondants, on peut par exemple vérifier que le DexCq conserve son taux de modification lors de la
formulation des nanoparticules. Puis, la masse de DexCq par gramme de PLA est évaluée par l’équation
suivante :

A, MasseMolaire,..

anomérique

= DexC,(mg/
A, MasseMolaire,, , (M3 Gen)

Ou:
Ananomere = Aire du pic a 4.67 ppm correspondant aux protons anomeres du DexCg
AchpLa - Aire du pic a 5.20 ppm correspondant aux protons méthyne du PLA

Masse Molaire de U'unité monomeére du DexC¢-DS (185 g/mol pour un DS=14%) calculée par la
formule Mg, ps = DSXMpge 1o + (100 — DS)x M p,yare @vec DS le taux de modification

du dextrane.

Masse Molaire de [’unité monomeére du PLA = 72 g/mol
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Figure 96 - Spectre RMN 'H des particules de PLA recouvertes de DexC, aprés lavage et redissoutes
dans le DMSO-d,

En utilisant un calcul similaire, on peut également estimer la quantité de dextrane par gramme de PLA.
Cette méthode nous permet alors de nous affranchir de la masse de la chaine alkyle (et permettra des
comparaisons ultérieures entre différents systéemes).

AHmé”que .MasseMolaire,,...

- = Dextrane(mg/ gp,,)
A, MasseMolaire,,_, i
PLA
Ou:
Masse Molaire de ’unité monomere du Dextrane natif = 162 g/ mol

Masse Molaire de [’unité monomeére du PLA = 72 g/mol

Des nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant (d’un diameétre approximatif de 120
nm) et par nanoprécipitation (d’un diamétre approximatif de 155 nm) en employant le DexC¢-14
comme tensioactif ont ainsi été caractérisées. Les valeurs mesurées par RMN 'H nous indiquent que les
nanoparticules élaborées par nanoprécipitation présentent deux fois moins de DexCq (ou de dextrane)
par gramme de PLA que les nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant (Tableau
15).
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Tableau 15 - Quantité de DexCq-14 (ou de dextrane) présent sur les particules (avec initialement une
concentration en DexC,-14 de 5mg/mL dans la phase aqueuse) analysées par RMN 'H

Emulsion/évaporation de .
Nanoprécipitation
solvant
mg de DexCg-14/g dePLA (+ 5%
J 5-14/g dePLA (x 5%) 240 105
Mesuré par RMN “H
mg de Dextrane/g dePLA (+ 5%
g ine/g dePLA (x 59%) 216 94
Mesuré par RMN “H
Epaisseur de couche (nm) 11 12

Si on confronte ces données avec les résultats que nous avions obtenus sur ’épaisseur de la couche
polysaccharide, estimée par les mesures de potentiels Zéta (lesquelles sont similaires quel que soit le
procédé de formulation), on peut prétendre que la couche de DexCq-14 est plus dense a la surface des
particules élaborées par émulsion / évaporation de solvant.

En corrélant ces donnés aux mesures de tailles moyennes pour chaque type de particules, nous pouvons
exprimer de facon plus rigoureuse le taux de recouvrement en mg de DexC, par m* et par gramme de
PLA (Tableau 16).

Tableau 16 - Calcul du taux de recouvrement des nanoparticules de PLA par le DexCq-14

Nanoprécipitation Emulsion/Evaporation
Diamétre d'une particule (nm) 155 120
Epaisseur de couche par Potentiel Zéta (nm) 12 11
Surface d'une particule de PLA (m?) 5.4E-14 3.0E-14
Surface effective totale pour 1g de PLA (m%g PLA) 36.4 48.6
Quantité de DexC6-14/g de PLA par RMN (mg DexC6/g PLA) 105 240
Taux de recouvrement pour 1g de PLA (mg DexC6/m2) 2.9 4.9

Avec :
Diamétre
2

éta

Surface d’une particule : S = 4ar’et r = { particule } — Epaisseur,,

Surface effective totale pour 1 g de PLA = Nombre de particules dans 1 g de PLA multiplié par la
surface d’une particule.

mPLA
Nombre de particules dans 1 g de PLA = dpia
- \ 3
Diamétre _ .
:7{2 partiole _ Epaisseurzétal

Notons qu’un taux de recouvrement similaire a ceux indiqués dans le Tableau 4 avait été estimé par la
méthode de Uanthrone par Céline Rouzes [10] dans le cas de nanoparticules élaborées par
émulsion/évaporation en présence de DexCe¢-15.
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En se basant sur les quantités de DexC, par gramme de PLA calculées par RMN 'H, le Tableau 16 nous
indique que le procédé d’émulsion/évaporation de solvant permet d’obtenir une couche surfacique 1,8
fois plus dense que celle obtenue lorsque la nanoprécipitation est employée. L’ancrage des chaines
alkyle de DexCq a la surface des particules n’est sans doute pas identique selon le procédé employé. Il
semblerait donc que le procédé d’émulsion/évaporation de solvant permette une plus forte adsorption
des chaines alkyle du DexC¢ dans le coeur PLA durant le procédé. Le procédé de nanoprécipitation est
quant a lui beaucoup moins efficace et la couche de dextrane adsorbée est vraisemblablement moins
dense.

Cependant quels que soient la densité de cette couche et le procédé employé, les analyses de stabilité
colloidale effectuées avaient révélé que les particules obtenues présentaient une stabilité colloidale
comparable dans des milieux salins jusqu’a 4M, et ce méme sur une longue période.

3.4, Stabilité colloidale des nanoparticules en présence de Sodium Dodécyle Sulfate (SDS)

Apres injection intraveineuse, les nanoparticules recouvertes d’une couche hydrophile sont sujettes a
’adsorption potentielle de protéines circulantes. En utilisant ’Albumine de Sérum Bovin (BSA) comme
protéine modele, Céline Rouzés [10] avait démontré que la couche surfacique en DexCq prévenait
’adhésion de cette protéine a la surface des particules ce qui laisse supposer que ces particules ont
bien un caractére « furtif ». Cette couche DexC, était donc « suffisamment ancrée » au coeur PLA
puisqu’aucune désorption de la couche de surface n’avait été observé pendant la phase de contact
avec la BSA (Concentration en BSA jusqu’a 700mg/L).

Afin d’évaluer la « force » de l’ancrage de la couronne polysaccharide sur le cceur PLA, la stabilité
colloidale des particules en présence de tensioactif ionique (SDS) a été étudiée. Le SDS a déja été
reporté dans la littérature pour désorber des couches polymere de surface [24][25][26][27]. Les études
menées précédemment au LCPM sur les particules coeur PLA/couronne DexCq, élaborées par
émulsion/évaporation de solvant, avaient montré que la totalité de la couronne DexCq se désorbait
totalement en présence de SDS a 1 g/L dans la phase aqueuse de la suspension.

Aprés élaboration des particules et lavages, 1% massique de SDS est donc ajouté aux suspensions
aqueuses de nanoparticules que nous avons formulées par les 2 procédés. Les suspensions sont laissées
sous agitation pendant 24h, puis lavées et lyophilisées. Un spectre RMN 'H du produit est alors réalisé
dans le DMSO-dg. On observe sur la Figure 97 et dans le

Tableau 17 une disparition totale du DexCy pour les nanoparticules ayant été mises en présence de
SDS. Ce comportement est observé quel que soit le mode d’élaboration des nano-objets. Il semble donc
que les molécules de SDS, en raison de leur grande affinité pour la surface hydrophobe [28] déplacent
les chaines de DexC¢-14 par adsorption compétitive et/ou en déstructurant la surface de PLA.
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Figure 97 - spectre RMN "H dans le DMSO-d, des nanoparticules réalisées par émulsion/évaporation de

solvant avant et aprés contact avec le SDS. En vert les pics caractéristiques des protons OH et
glucosidiques du DexCg-14.

Tableau 17 - Quantité de DexCq-14 et de dextrane avant et apres ajout de SDS dans la solution
aqueuse. Comparaison des deux procédeés.

Avant ajout de SDS

Aprés ajout de SDS

mg de DexCg-14/g dePLA

mg de Dextrane/g dePLA

mg de DexCg-14/g dePLA

mg de Dextrane/g dePLA

Emulsion/évaporation de solvant

240

216

0

0

Nanoprécipitation

105

94

0

0

Dans les deux cas, les molécules de DexCq-14 sont donc tres faiblement ancrées a la surface des
nanoparticules de PLA et on peut supposer qu’en présence de fluides biologiques, les couronnes de
DexC, auront le méme comportement.

En raison de la faible stabilité de la couronne de DexCg, il nous a donc semblé nécessaire de fixer

directement la surface polysaccharide au cceur PLA de particules par liaison covalente par exemple.
C’est ce que nous entreprendrons dans le prochain chapitre de ce manuscrit.
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4. Etude de I’encapsulation du Pam-LEY

4.1. Solubilité du Pam-LEY

Pour vérifier la faisabilité de ’encapsulation du Pam-LEY au sein des nanoparticules, nous avons tout
d’abord étudié la solubilité du peptide dans différents solvants susceptibles d’étre employés lors de
’élaboration des nanoparticules. Il s’agissait de trouver un bon solvant du peptide pour empécher sa
précipitation lors de |’élaboration des nanoparticules. Les solvants organiques employés dans le
procédé d’émulsion/évaporation de solvants sont le dichlorométhane ou ’acétate d’éthyle [29]. Quant
au procédé de nanoprécipitation, nous aurons recours a l’acétone.

Pour cela, nous avons dissout 1 mg/mL de Pam-LEY dans différents milieux représentatifs de ceux qui
seront progressivement rencontrés lors des procédés d’élaboration des particules. Les solutions sont
laissées sous agitation durant 24h. Elles sont ensuite centrifugées a grande vitesse de facon a
précipiter le peptide non dissout dans le culot du tube de centrifugation. Le surnageant est prélevé et
injecté dans une colonne HPLC. Le peptide est analysé par U.V. a 280 nm (protocole dans le chapitre
Matériels et Méthodes). La Figure 98 représente la solubilité du peptide dans les milieux analysés.

— 12
> =n],' Quantité de Pam-LEY initiale dans la solution
[ 1 -
_II [
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Figure 98 - Solubilité du Pam-LEY dans différents milieux rencontrés lors de [’élaboration des
nanoparticules de PLA recouvertes de DexCg-14.

L’acétone et le DMSO s’averent étre de trés bons solvants pour le peptide (solubilité supérieure a
1mg/mL). L’encapsulation du Pam-LEY par le procédé de nanoprécipitation sera donc possible.
Le DMSO quant a lui nous permettra de doser le Pam-LEY encapsulé dans la particule.

L’acétate d’éthyle est lui aussi un trés bon solvant (solubilité supérieure a 1mg/mL) lorsqu’il est
saturé en eau. Une explication provient du fait que le peptide posséde 3 acides aminés et une
chaine carbonée en Cy. Il doit donc se comporter comme une molécule amphiphile et
nécessiter un peu d’eau pour se solubiliser dans [’acétate d’éthyle. On peut aussi penser que le
DMSO et l’acétone étant trés hygroscopiques, la faible quantité d’eau présente dans ces
solvants doit permettre une dissolution aisée du peptide.
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Le dichlorométhane étant tres peu polaire, il ne permet pas de solubiliser suffisamment le Pam-
LEY. En conclusion, nous allons donc devoir utiliser I’acétate d’éthyle saturé en eau comme
phase organique lors du procédé d’émulsion/évaporation de solvant pour encapsuler le Pam-
LEY.

La solution eau+DexCy-14 solubilise le peptide en moindre quantité comparé aux solvants
organiques (acétone ou acétate d’éthyle) que nous avons sélectionnés. Par conséquent, nous
supposerons que le peptide sera présent en quantité bien plus grande dans nos phases
organiques durant les deux procédés d’élaboration, et donc au coeur de la particule finale.

L’eau étant un trés mauvais solvant du Pam-LEY, les lavages des particules a l’eau seront possibles
et aucune perte de peptide ne devrait étre observée durant ces procédés de lavage. Par contre
il est tres difficile d’imaginer une libération ultérieure du Pam-LEY dans de U’eau. Le peptide
étant totalement non soluble en phase aqueuse, sa libération hors des particules sera lente et
ne s’effectuera que par dégradation de celles-ci et tres peu par diffusion hors de la particule.
Nous avons alors entrepris d’étudier la libération du Pam-LEY dans une solution aqueuse
contenant du SDS. Aussi, une étude de la solubilité du Pam-LEY a également été réalisée avec
une solution aqueuse de SDS a 1% massique en y solubilisant le Pam-LEY a 0,25 mg/mL. Une
étude de libération en présence de BSA n’est pas possible car la protéine interfere beaucoup
avec la méthode de dosage utilisée.

4.2. Encapsulation du Pam-LEY

Le taux d’encapsulation du Pam-LEY dans nos particules réalisées par les deux procédés de formulation
a été mesuré par U.V.. Pour chaque lot de particules, nous avions les solutions suivantes :

- Dans le cas de l’élaboration par émulsion/évaporation de solvant: (25 mg de PLA + 1 mg de
Pam-LEY + 1 mL d’acétate d’éthyle saturée en eau) et (50 mg de DexC¢-14 + 10 mL d’eau).

- Dans le cas de I’élaboration par nanoprécipitation : (25 mg de PLA + 1 mg de Pam-LEY + 5 mL
d’acétone) et (50 mg de DexCy-14 + 10 mL d’eau).

Une fois lavées, les nanoparticules sont lyophilisées sans tréhalose puis dissoutes dans du DMSO. On
mesure ensuite l"absorbance de la solution et on obtient la concentration en Pam-LEY dans la cuve a
’aide des courbes de calibrations préalablement définies. Ainsi, nous avons vérifié qu’aucun des
solvants utilisés pour réaliser les dosages direct et indirect en U.V. n’absorbe a la méme longueur
d’onde que le peptide, a 280 nm. On trouve ainsi que le procédé d’émulsion/évaporation de solvant
permet d’encapsuler 40% du Pam-LEY introduit. 30% de Pam-LEY est encapsulé lorsque les
nanoparticules sont formulées par le procédé de nanoprécipitation. Comme nous l’avions montré
Figure 98, ’acétone est un excellent solvant du Pam-LEY. Or lors du procédé de nanoprécipitation,
apres injection de la phase organique dans la phase précipitante et avant évaporation du solvant, la
suspension de nanoparticules est alors en présence d’un mélange 10 mL d’eau pour 5 mL d’acétone. Il
est possible que cette quantité d’acétone dans la phase aqueuse permette une solubilisation du
peptide dans la phase liquide, lequel sera alors ensuite éliminé lors des lavages.
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4.3. Etude de la libération du Pam-LEY

Afin d’étudier la cinétique de libération du Pam-LEY hors des particules coeur PLA/couronne DexCe,
celles-ci sont tout d’abord lyophilisées puis redispersées dans une solution aqueuse a 1% massique de
SDS. La suspension des particules dans cette solution aqueuse de SDS est agitée magnétiquement a
37°C. Pour chaque mesure, on préléve 3mL de cette suspension (particules+H,0+SDS) que l'on
centrifuge a 40 000 tr/min pendant 20min. 1.5mL de surnageant est prélevé pour le dosage U.V.. On
dose alors le peptide présent dans ce surnageant et donc libéré (dosage direct). Le culot, séché sous
vide dynamique pendant 1 nuit est ensuite redissout dans 1.5mL de DMSO et dosé par U.V.. On mesure
alors le peptide contenu dans cette solution et donc encore contenu dans les particules, non libéré
(dosage indirect).

Remarque : Les mesures sont réalisées jusqu’a épuisement total de la phase dispersante (H,O + SDS).
Aucun ajout de solution aqueuse de SDS n’est réalisé apres chaque prélévement.

La Figure 99 représente les spectres en U.V. du DMSO, d’une solution aqueuse de SDS ainsi que d’une
solution aqueuse de DexCq-14. Ici la référence utilisée pour la calibration de "appareil est ’eau MilliQ.

Amax du Pam-LEY en
absorbance (Tyrosine)

—%-DMSO
—Eau + DexC6-14 (5mg/mL)

—e—Eau + SDS (1%massique)

Absorbance
N

200 220 240 260 280 300 320 340

A [nm]
Figure 99 - Spectre U.V. des différentes solutions présentes lors du dosage du Pam-LEY. Référence
utilisée: eau MilliQ.

Le peptide se caractérise quant a lui en U.V. par une absorbance a 280 nm due a la présence du cycle
aromatique de la Tyrosine.

La concentration du peptide dans le surnageant, ou encore contenu dans les particules, est estimée a
partir de courbes de calibration réalisées dans le SDS (1% massique) et dans le DMSO, respectivement
(Figure 100).
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Figure 100 - Courbe de Calibration du Pam-LEY dans une solution aqueuse de SDS (losanges) et dans le
DMSO (Carrés)
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Figure 101 - Dosage de la quantité de Pam-LEY libérée. Cas des nanoparticules élaborées par le procédé
d’émulsion/évaporation de solvant avec de [’acétate d’éthyle saturée en eau.

La Figure 101 représente la courbe de libération du Pam-LEY encapsulé dans des nanoparticules
formulées par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant (solvant organique : acétate d’éthyle) et
libéré dans une solution aqueuse de SDS 1%. Trés rapidement, aprés seulement 2h30, un palier de
libération est obtenu. Si I’on calcule la quantité de peptide libéré par rapport a celle encapsulée dans
les particules (0,4 mg/25 mg de PLA, soit 0,016 mg de peptide par mg de particules) on peut conclure
que tout le peptide encapsulé est libéré.
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Comme on peut le remarquer sur la Figure 102 qui compare les deux procédés d’encapsulation testés,
nous obtenons une courbe de libération comparable. Par conséquent, pour une méme masse de
particules, quel que soit le procédé d’élaboration, nous observons une cinétique équivalente. Notons
que la quantité de peptide libéré des particules préparées par nanoprécipitation est légerement
supérieure a la quantité de peptide encapsulé. Ceci est vraisemblablement lié a une faible imprécision
dans les mesures effectuées, liée au grand nombre d’étapes nécessaires a la préparation des
différentes solutions.
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Figure 102 - Dosage direct effectué par les deux procédés d'encapsulation

4.4, Evaluation Biologique

L’évaluation biologique a été conduite sur trois plans dans le cadre d’une collaboration avec le groupe
d’Enzymologie Moléculaire et Fonctionnelles de I’'Université Pierre et Marie Curie.

4.4.1. Effet des nanoparticules sur l’activité de la protéase du VIH-1 in vitro.

Dans un premier temps, ’influence des nanoparticules de PLA recouvertes de DexC¢-14 et lyophilisées
sur activité in vitro de la protéase du VIH-1 a été évaluée, que les nanoparticules soient vides ou
contiennent de linhibiteur Pam-LEY. Le test fluorométrique est basé sur le transfert d'énergie de
fluorescence [30]. Le substrat fluorogéne DABCYL-y-Abu-S-Q-N-Y-P-I-V-Q-EDANS mime le site de
coupure p17-p24 (MA-CA) de la polyprotéine Gag-Pol. Lorsqu'il n'est pas hydrolysé, le substrat fluoresce
peu car la fluorescence émise par le groupement EDANS a 490 nm aprés excitation a 340 nm est éteinte
par le groupement DABCYL qui absorbe a cette longueur d'onde. Par contre, 'hydrolyse du substrat
provoque l'‘éloignement des deux groupements et met ainsi fin a ’extinction de fluorescence par le
groupement DABCYL. On observe alors une augmentation de fluorescence a 490 nm mesurable a laide
d'un spectrofluorimétre. Les nanoparticules vides, quel que soit leur mode d’obtention, n’affectent pas
’activité de la protéase (cinétiques durant 4 min environ)
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4.4.2. Effet des nanoparticules sur la viabilité cellulaire d’une lignée humaine modéle.

Dans un deuxiéme temps, la cytoxicité des nanoparticules sur des cellules modéles humaines été
évaluée [30]. Une culture de cellules HEK-293 en phase exponentielle de croissance est centrifugée,
puis resuspendue a la concentration de 6 x 10° cellules par mL avant d’étre transférée dans la plaque
de test. Les cellules ont ensuite été traitées par différentes concentrations de nanopatricules allant de
0,5 mg/mL a 10 mg/mL. La viabilté des cellules a été regardée au bout de 24, 48 et 72 h en utilisant le
test XTT. Le test XTT est un test colorimétrique basé sur la réduction du bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolim (MTT) coloré en jaune par la déshydrogénase
mitochondriale de cellules métaboliquement actives ce qui conduit a la formation de formazan bleu-
pourpre qui peut étre mesuré par spectrophotométrie. La concentration de celui-ci peut étre mesurée
par spectrophotométrie. L’absorbance est lue a 540 et 690 nm. Les nanoparticules sont dépourvues
d’effet cytotoxique sur les cellules humaines testées.

4.4.3. Effet des nanoparticules sur des cellules infectées par le VIH-1 ou le VIH-2.

Les tests cellulaires ont été généreusement conduits au Rega Institute de Leuven (Pr C. Pannecouque).
Afin d’évaluer simultanément ’activité antivirale des nanoparticles sur des cellules infectées par le
VIH ou sur des cellules témoins, deux séries d’échantillons sont préparées, chaque série étant répétée
3 fois. Une série se compose de dilutions successives d’un facteur 5 de la solution de départ a tester a
partir d’une solution 10 fois concentrée. Un controle sans inhibiteur est effectué pour chaque
échantillon de cellules infectées.

Des stocks de VIH-1 lllz ou de VIH-2 ROD a une concentration équivalente a 100-300 fois la dose
infectieuse pour une culture cellulaire ou du milieu de culture sont ajoutées aux cellules infectées par
le VIH ou aux cellules témoins. Les cellules témoins permettent d’évaluer Ueffet des nanoparticules sur
des cellules non infectées afin de déterminer leur cytotoxicité. Une culture de cellules MT4 en phase
exponentielle de croissance est centrifugée puis resuspendue a la concentration de 6 x 10° cellules par
mL avant d’étre transférée dans la plaque de test. La viabilité des cellules infectées par le VIH et des
cellules témoins est regardée 5 jours aprés l’incubation en utilisant le test MTT. L’absorbance est lue a
540 et 690 nm. Les données sont calculées en utilisant la moyenne de la densité optique des trois puits.
La concentration d’inhibiteur qui conduit a 50 % de cytotoxicité (CCs) est définie par la concentration
de composé testé qui réduit de 50 % ’absorbance a 540 nm des cellules témoins. La concentration qui
conduit a 50 % de protection contre U’effet cytotoxique du virus dans les cellules infectées est la
concentration efficace a 50 % (ECsp). La premiére série d’expériences n’a pas conduit a une protection
notable contre U’effet |’effet cytotoxique du VIH-1 Illb ou du VIH-2 ROD sur les cellules MT-4 infectées.
Ces expériences méritent d’étre reproduites en vérifiant si possible la stabilité des nanoparticules en
solution avant les traitements cellulaires ainsi que le relargage du lipopeptide.
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5. Conclusions

Bien que ’élaboration des nanoparticules recouvertes de dextrane ait déja été étudiée au laboratoire,
nous nous sommes proposés d’étudier leur formulation en fonction des différents paramétres des
procédés d’élaboration employés a savoir l’émulsion/ évaporation de solvant et la nanoprécipitation.
Plus précisément, ces études se sont portées sur ’optimisation et |’homogénéisation de la taille des
particules en fonction des paramétres suivants: caractéristiques et concentration du dextrane
tensioactif (DexCe-n), parametres physiques des procédés d’émulsion/évaporation et de
nanoprécipitation, nature et quantité de la phase organique employée. Nous avons ainsi obtenu des
nanoparticules de 100 nm dans le cas de ’émulsion/évaporation de solvant et environ 150 nm dans le
cas de la nanoprécipitation.

Ces particules étant destinées a une application biologique, il nous a paru primordial que leur stabilité
en solution soit étudiée afin qu’elles ne floculent pas dans les vaisseaux sanguins. Cette étude a été
réalisé dans des milieux de force ionique variable et la couche de dextrane s’est avérée suffisante pour
éviter la floculation dans du NaCl, et ceci méme a forte concentration en sel. Toutefois, la couche de
dextrane est facilement désorbée en présence de SDS, utilisé comme modéle des propriétés
tensioactives des protéines circulantes (albumine essentiellement).

Quel que soit le procédé d’encapsulation testé, nous observons une encapsulation maximale de 40% du
Pam-LEY dans les nanoparticules. Aucune libération dans l’eau de ce Pam-LEY encapsulé n’a été testée
puisque celui-ci y est insoluble. Par contre, pour mimer les fluides biologiques, une libération en milieu
aqueux riche en SDS a été étudiée. La libération de ce peptide inhibiteur de la dimérisation de la
protéase du VIH-1 y est alors extrémement rapide (100% du Pam-LEY libéré en 2h30).

Les particules contenant le Pam-LEY ont toutefois été envoyées a I’Université de Leuven pour des tests
sur des cellules infectées par le virus du SIDA. Testées sur des cellules HEK-293, ces nanoparticules se
sont avérées non cyto-toxiques mais ’étude de leur efficacité n’est pas concluante. Ces tests étant
toutefois trés préliminaires, il serait nécessaire d’envisager une étude beaucoup plus approfondie.

Pour pallier le probleme de stabilité de la couche de dextrane, nous étudierons dans le prochain
chapitre une méthode pour lier de facon covalente la couche hydrophile de surface au coeur PLA de la
nanoparticule. Pour cela, la réaction de cycloaddition de Huisgen catalysée par le cuivre sera
employée.
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Parmi les objectifs que nous avions décrits, nous nous sommes proposés d’accroitre la stabilité
colloidale des nanoparticules en établissant une liaison covalente entre le cceur hydrophobe de la
particule et sa couronne hydrophile. Ceci constituait notre objectif 2. En effet, les particules que
nous avons élaborées sont destinées a étre utilisées pour une vectorisation passive d’un inhibiteur
de la protéase du VIH-1, mais également pour une vectorisation active, par ciblage spécifique de
néo-vaisseaux irrigant les tumeurs, dans le cadre d’un traitement anticancéreux. Apres injection
intraveineuse, les nanoparticules doivent donc étre parfaitement stables en fluide biologique.

Une vectorisation active des néo-vaisseaux nécessite une fonctionnalisation particuliére des
nanoparticules et ceci constituait notre 3°™ objectif. Pour permettre une telle modification, nous
emploierons les Dex-g-PLA-g-N; décrits dans les pages précédentes. Ceux que nous avons sélectionnés
possedent des fonctions N; résiduelles qui permettront une post-modification des nanoparticules
formulées.

Ces deux objectifs ont été étudiés en fin de contrat doctoral, aussi nous ne montrerons ici que des
travaux exploratoires qui démontrent la possibilité d’atteindre de tels objectifs.

1. Nanoparticules élaborées par une étape de Chimie-click

Pour obtenir des particules dans lesquelles la couronne hydrophile est liée au cceur hydrophobe,
nous avons testé deux stratégies :
- Utiliser les Dex-g-PLA-g-N; précédemment élaborés et les formuler en nanoparticules.
- Provoquer une réaction de Chimie-click pendant la formulation des nanoparticules par le
procédé d’émulsion/évaporation de solvant.

1.1. Emulsion/évaporation de solvant avec chimie-click in situ

1.1.1. Mise en évidence de la réaction de Chimie-click

Contrairement a ce que nous avons décrit dans le chapitre précédent ; la stratégie suivie ici consiste
certes a employer du PLA (qui devient le coeur de la particule) et un dérivé amphiphile du dextrane ;
mais cette fois-ci, nous utiliserons un PLA et un dextrane fonctionnalisés et pouvant réagir entre eux
par Chimie-click. Plus précisément, nous utiliserons un PLA a-alcyne et un DexNs.

Afin que les DexN; employés demeurent solubles dans U’eau et jouent le réle de tensioactif lors de ce
procédé nous avons volontairement limité leur taux de substitution a 15%, sur la base des résultats
obtenus pour les DexCq. Ce DexN; se « fixera » au coeur PLA de la particule et constituera au final la
surface « hydrophile » de la particule en générant in situ des Dex-g-PLA-g-Ns. En effet, le principe du
procédé d’émulsion/évaporation de solvant nécessite un apport d’énergie lors de 'étape de
sonication. Cette énergie sera ainsi mise a contribution pour la formation du cycle triazole lors d’une
réaction de Chimie-click qui se produira entre le DexN; et le PLA a-alcyne. Ces deux composés étant
solubilisés séparement dans deux phases non miscibles, la réaction devra avoir lieu a U'interface des
deux solvants et donc a la surface des goutellettes.

La premiéere formulation testée a été réalisée en solubilisant le DexNs-15 (5 mg/mL) dans 10 mL d’eau
et le PLA a-alcyne (Mn=8000 g/mol, concentration = 25 mg/mL) dans 1 mL de dichlorométhane. A ces
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concentrations, on peut alors estimer le ratio molaire alcyne/azide a 13,12 en utilisant la relation ci-
dessous:

m

PLAa—alcyne
alcyne _ M PLAa-alcyne
azide m )
DexN3-15 . DS
Mi . DexN;-15
DexN3-15 7
Avec :
m -
. _Aealom e nombre de moles de fonctions alcyne. M bia aiene €6 Mprag aigne SONt L@
M PLA«—alcyne

masse molaire (8000 g/mol) et la masse introduite (25 mg) du PLA a-alcyne, respectivement.
Nous introduisons ici 3,125.10 moles de triples liaisons.

mDexN3—15 1 . . . .
- ————xDSp, 45 est le nombre de moles de fonctions azide introduites dans le
M DexN,—15 7
milieu.
- Mopgn, a5 €t Mpgy 45 sont les masses molaires de 'unité monomére (182,85 g/mol) et la

masse introduite (50 mg) du DexNs;-15, respectivement. Nous introduisons ici 4,17.10 moles
de fonctions N3. DS, ;5 est le degré de substitution du DexN-15 (0,15).

Aprés la formulation des particules, nous avons voulu vérifier que la réaction de Chimie-click a bien
eu lieu lors de I’émulsification. Pour cela, une analyse RMN 'H a été réalisée en dissolvant les
particules aprées lavage et lyophilisation, dans du DMSO de.

La Figure 103 nous montre que si la formulation est réalisée en présence du catalyseur de la réaction
de Chimie-click (CuBr), le pic caractéristique du proton du cycle triazole est visible a 8,2ppm. A
l’opposé, ce pic est absent dans le cas ou le CuBr n’a pas été ajouté a la formulation ce qui témoigne
que la réaction de Chimie-click n’a pas eu lieu en ’absence du cuivre durant ’élaboration des
nanoparticules.
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Figure 103 - Spectre RMN "H dans le DMSO-d,; des nanoparticules réalisées par émulsion-évaporation
de solvant. Le DexNs-15 et le PLA a-alcyne (8000 g/ mol, DPn=110) sont utilisés.

La Figure 104, sur laquelle on peut observer un pic a 8,2 ppm, témoigne d’une réaction de Chimie-
Click des que du PLA a-alcyne est solubilisé dans la phase organique. Lors de ce premier test 100% du
PLA employé était du PLA a-alcyne. Nous avons réalisé ensuite un autre test ou du PLA commercial est
additionné au PLA alcyne (50/50 w/w). Le pic a 8,2 ppm peut également étre observé, ce qui
témoigne cette fois encore que la réaction de Chimie-click a bien eu lieu. Par contre, si du PLA
commercial non fonctionnalisé est employé uniquement, ce pic a 8,2 ppm n’est pas observé. Dans ce

dernier cas, le DexN; joue simplement le role de tensioactif et se retrouve, in fine, adsorbé a la
surface des particules.
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DexN3-1 5 + PLA a-alcyne ‘JJ
A

DexN3-15 +50% PLA o cial + 50% PLA a-alcyne JJ
A

DexN-15 + PLA ool
(non fonctionnalisé)

8.0 Te:B 7.0 6.5 6.0 5.8 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 104 - Spectre RMN "H des nanoparticules dissoutes dans du DMSO-d, apres lyophilisation,
élaborées par émulsion/évaporation de solvant organique, avec différentes quantités de PLAgy a-
alcyne

Le Tableau 18 résume les quantités employées lors de ces manipulations.

Tableau 18 - Quantités de matieres introduites lors des émulsions testées

% massique de PLA a-alcyne dans la
solution organique
(Total de 25 mg PLA/mL de CH,Cl;)
0% 50% 100%
PLA a-alcyne introduit (g) 0 0.0125 0.025
PLA commercial introduit (g) 0.025 0.0125 0
DexN3 introduit (g) 0.05 0.05 0.05
Fonction azide (mole) 4.10172E-05 | 4.10172E-05 | 4.10172E-05
Fonction alcyne (mole) 0 1.56E-06 3.13E-06
Ratio azide/alcyne 0 26.25 13.13
Z-Average particules (nm) 160 150 150
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Le Tableau 18 nous permet également de voir que les nanoparticules élaborées par
émulsion/évaporation de solvant, avec différentes quantité de PLA a-alcyne, posseédent un diametre
similaire. Le pourcentage de PLA a-alcyne ne semble donc avoir aucun impact direct sur la taille des
particules obtenues.

Dans le cas ou les particules sont obtenues par émulsion/évaporation de solvant a ’aide de DexNs et
de PLA a-alcyne, la détermination de la quantité de dextrane liée au PLA a-alcyne, et donc la
détermination des parameétres des Dex-g-PLA-g-N; produits (paragraphe suivant), ainsi que la
quantité de dextrane présent dans les particules (paragraphe 1.4.2), nous permettra d’estimer le
taux de fonctions N3 résiduelles qui peuvent se localiser en surface des particules et donc étre de
potentiels sites de post-fonctionnalisation des particules (objectif 3). Nous pourrons de plus
comparer cette quantité de dextrane dans la particule a celle que nous avions déterminée dans le
cas des particules PLA/DexC¢ ou PLA/DexN; (paragraphe 1.4.2).

1.2. Caractérisation des particules produites a partir de PLA a-alcyne et de Dex-N;-15

Apreés redissolution totale dans le DMSO-d, des particules obtenues (Figure 105), on peut observer la
présence des pics témoins du cycle triazole (CH: 8.16ppm), des protons méthyle (5.2ppm) et
méthyne (1,5 ppm) du PLA ainsi que le pic du proton anomeére du dextrane (4.67ppm).
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Figure 105 - Spectre RMN "H dans le DMSO-d, des particules élaborées par émulsion/ évaporation de
solvant (PLA a-alcyne (Mn : 8000g/mol / DPn: 110) + DexNs-15).

Quelle que soit la quantité de PLA commercial utilisée par rapport au PLA a-alcyne dans la phase
organique, il est possible de déterminer le nombre de cycles triazole produits pour 100 unités
glucosidique et ainsi le pourcentage de fonctions N; ayant réagi (en se référant au nombre de
fonctions N; introduites). Ce nombre de cycles triazole produits pour 100 unités glucosidiques
correspond au nombre de chaines PLA a-alcyne (Mn=8000 g/mol) greffées pour 100 unités
glucosidiques. On connait alors « x » et « m » de la nomenclature Dex-g-xPLA,-g-yN; des copolymeéres
formés a U'interface par chimie-click.

Par différence entre le degré de substitution du DexNs utilisé et du nombre de fonctions N3 qui ont
réagi par 100 unités glucosidique, on peut estimer alors « y » (nombre de fonctions N résiduelles pour
100 unités glucosidiques).

Le pourcentage de fonctions N; ayant réagi pour 100 unités glucosidique est donné par :

AHtrlazole \_X 100
AHanomerlque 7

X DS DexN;

A

Hanomérique

Ou:

Attriazole €1 Ananomere  représentent les aires des protons du cycle triazole et anomeére,
respectivement

AHtriazoIe lx 100
A .

de N; ayant réagi, pour 100 unités glucosidique.

représente le nombre de cycles triazole produits, et donc le nombre
Hanomérique 7
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DSpexnz représente le Degré de Substitution du Dextrane-N; (Ici 15%). Apanomere X DSpexn3
représente alors le nombre total de fonctions Ns introduit.

Dans le cas précis ou la phase organique n’est constituée que de PLA a-alcyne, on estime par ce
dernier calcul que 1% des fonctions N; introduites dans le milieu ont réagi lors de la réaction de
Chimie-Click durant U"émulsion (Tableau 19). En conséquence, on peut estimer qu’il y a 12,5
fonctions N3 résiduelles par 100 unités glucosidiques. Ces fonctions résiduelles peuvent étre
réparties a la fois dans le coeur de la particule et dans la couronne ou elles seront plus ou moins
accessibles. Cependant une post-fonctionnalisation des particules reste potentiellement possible
comme nous le verrons dans le paragraphe 2.

Tableau 19 - Caractérisation du Dex-g-PLA-g-N; produit a Uinterface lors du procédé
émulsion/évaporation de solvant.

% massique de PLA a-alcyne introduit dans 1 mL de DCM

0% 50% 100%
Nbre de cycles triazoles / 100 unités glucosidiques 0 1,4 2,5
% de fonctions azide ayant réagi 0 1.40 1
Nbre de fonctions azide (=alcyne) ayant réagi 0 5,7.107 4,1.107
% de fonctions alcyne ayant réagi 0 36,8 13,1
Nbre de fonctions N3 résiduelles / 100 unités glucosidiques 0 13,6 12,5
Dex-g-xPLAm-g-yN3 DexN3-15 | Dex-g-1,4PLAsooo-g-13,6N3| Dex-g-2,5PLAsooo-g-12,5N3

Quel que soit le ratio alcyne/azide employé (Tableau 18), les fonctions azide étaient en excés et on
peut observer que seule une faible partie de celles-ci réagissent et se transforme en cycle triazole,
lieu d’accroche des greffons PLA. Si on s’intéresse aux fonctions alcyne portées par le PLA, on
s’apercoit que toutes les chaines PLA a-alcyne introduites ne réagissent pas et donc que le coeur
PLA des particules doit contenir tout ou en grande partie un certain nombre de ces chaines.

Lors du procédé d’élaboration, quel que soit le taux de PLA a-alcyne employé, le diametre des
nanogouttelettes intermédiaires reste similaire (Tableau 18). On peut alors supposer que
'accessibilité du PLA a-alcyne a Uinterface liquide/liquide (lieu de la réaction chimie-click) n’est
que trés peu modifiée avec le taux de PLA a-alcyne employé. On peut donc penser que les petites
chaines de PLA a-alcyne ont plutét tendance a migrer a Uextérieur du cceur de la particule tandis
que les longues chaines de PLA commercial semblent se regrouper au coeur méme de la particule. Si
on regarde de plus pres les parametres du copolymere Dex-g-PLA-g-N; produit a Uinterface, il
semble que des copolymeéres similaires soient obtenus que nous utilisions 100% de PLA a-alcyne dans
la solution organique ou seulement 50%.

1.3. Nanoprécipitation de copolyméres dex-g-PLA-g-N; préformés
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La deuxiéme stratégie a laquelle nous avons pensé pour relier chimiquement le cceur PLA de la
particule a sa couronne hydrophile consiste a nanoprécipiter les copolymeres Dex-g-PLA-N; que nous
avons préalablement synthétisés par Chimie-click (Chapitre 2, Tableau 11). En effet, la
nanoprécipitation est un procédé d’élaboration extrémement rapide qui ne demande aucun apport
d’énergie. Aussi, une réaction de Chimie-click durant ce procédé ne sera pas possible. Les
copolymeéres Dex-g-PLA-g-N; ont donc alors été précipités en l’absence de tensioactif supplémentaire.
Des nanoparticules sont ainsi obtenues et leurs caractérisations sont évoquées dans le paragraphe
suivant.

1.4. Caractérisation des nanoparticules - Comparaison avec les nanoparticules recouvertes
de DexC,

Nous caractérisons les particules dans un premier temps par leur mesure de taille. Ce parametre étant
notre parametre majeur pour un transport optimal d’éventuels principes actifs dans |’organisme.

1.4.1. Mesure de taille

1.4.1.1. Nanoparticules obtenues par émulsion/évaporation de solvant

Dans le Tableau 20 nous pouvons voir que les particules élaborées par le procédé
émulsion/évaporation de solvant en utilisant le DexNs;-15 comme tensioactif ont toutes une taille
similaire, quel que soit le PLA utilisé dans la phase organique (PLA commercial, PLA a-alcyne ou
mélange des deux). De plus, que la Chimie-click ait eu lieu ou non (sans CuBr), les nanoparticules
formulées avec du DexNs-15 et du PLA a-alcyne ont également une taille identique.
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Tableau 20 - Taille (Z-Average) des nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant,
dans différentes conditions

Emulsions/Evaporation (phase organique: DCM)

DexC¢-14 + PLA

Chimie-click in situ - DexN3-15 + PLA a-
alcyne (8000g/mol)

DexN3-15 + PLA a-

commercial DexN3-15 + PLA
. . . o alcyne (8000g/mol) sans
(voir p 127 chapitre commercial |50 % PLA a-alcyne / LA wl CuBr
préCédent) 50% PLA commercial ? SRCVIS
Z-Average déterminé
par HPPS (+ 30nm) 120 160 150 150 150
PDI 0.01 0.05 0.1 0.1 0.2

Il est cependant important de noter que les particules élaborées de facon classique (DexCq¢-14 + PLA
commercial) ont une taille inférieure aux nanoparticules élaborées avec du DexNs;-15 + PLA
commercial de la méme facon. Cette augmentation de taille peut venir de la différence des
propriétés tensioactives entre les différents dextranes modifiés. Nous avons en effet montré que les
DexC, ont des propriétés tensioactives plus marquées que celles des DexNs (Figure 63, chapitre 2).

1.4.1.2.

Nanoparticules obtenues par nanoprécipitation

En se basant sur des précédents travaux menés au laboratoire qui portaient sur la nanoprécipitation
de Dex-g-PLA synthétisés par la voie « grafting from »[1], nous avons testé la nanoprécipitation des
Dex-g-PLA-g-N; pré-synthétisés. Pour cela, la phase organique que nous avons employée est
composée de 5 ou 10% (v/v) d’eau et de 90 ou 95% d’acétone. L’étude précédente avait
effectivement montré que l’acétone est un mauvais solvant pour les Dex-g-PLA, alors que c’est un
bon solvant pour le PLA [1]. L’ajout de faibles quantité d’eau dans la phase organique permet
d’améliorer la solubilité des Dex-g-PLA..

Dans le Tableau 21 sont rassemblées les mesures de tailles des particules élaborées par
nanoprécipitation des différents copolyméres Dex-g-PLA-g-N; synthétisés. Pour rappel, tous les
copolymeéres testés ici possedent une fraction massique en PLA semblable (entre 75 et 80 %).
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Tableau 21 - Mesure de taille des nanoparticules obtenues par nanoprécipitation des Dex-g-PLA-g-
N;. Les copolyméres sont dissouts dans 5mL d’acétone/eau (95/5 ou 90/10 v/v) a 5 et 10 g/L, puis
injectés dans 10mL d’eau milliQ.

10 g/L de copolymére dans la | 5 g/L de copolymére dans la
phase organique phase organique
Copolymere utilisé Composition d e la phase L ma:sri:z:r:: rI"LA Z-Average PDI Z-Average PDI
organique (@/mol) | . cuice par RN ') (nm) (nm)

Dex-g-9,5PLAso00 5% d'eau + 95% d'acétone 8000 80 125 0,146 98 0,101

Dex-g-42PLA1600 5% d'eau + 95% d'acétone 1600 75 147 0,126 124 0,133

Dex-g-82PLA1g00 5% d'eau + 95% d'acétone 1000 75 131 0,085 65 0,123
Dex-g-16PLAsgpo-g-11N3 10% d'eau + 90% d'acétone 5000 80 152 0,110
Dex-g-9,5PLAg400-g-17,5N3 | 10% d'eau + 90% d'acétone 8400 80 189 0,042
Dex-g-6,6PLAg400-g-8,4N3 10% d'eau + 90% d'acétone 8400 75 147 0,080

A titre de comparaison, nous donnons dans le Tableau 22 |a taille des nanoparticules obtenues avec
du PLA commercial en présence de DexCq-14 et DexNs-15.

Tableau 22 - Taille des particules élaborées par nanoprécipitation du PLA commercial (5 g/L dans 5
mL d’acétone) dans 10 mL de phase aqueuse contenant le DexCs14 ou le DexNs-15 comme

tensioactif (5 g/L).

Nanoprécipitation
DexC¢-14 + DexNs3-15 +
PLA commercial PLA commercial
Z-Average déterminé par
155 150
HPPS (+ 30nm)
PDI 0.05 0.1

En conclusion, on peut remarquer que [’emploi de Dex-g-PLA ou de Dex-g-PLA-g-N;, produit par
Chimie-click, dans le procédé nanoprécipitation, au préalable optimisé a l’aide des DexC4, ne semble
pas modifier de facon significative les tailles des nanoparticules formulées.

1.4.2. Quantité de dextrane dans la particule

Les nanoparticules formulées ont été, nous l’avons vu, solubilisées dans du DMSO-d, pour
caractérisation. Le spectre "H RMN obtenu nous permet d’estimer la quantité de dextrane présent par
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gramme de PLA dans les nanoparticules, comme nous ’avions évalué dans le cas des nanoparticules
PLA/DexC, (chapitre précédent).

1.4.2.1. Nanoparticules obtenues par nanoprécipitation

Comme on peut le remarquer dans le Tableau 23, lorsque des Dex-g-PLA ou Dex-g-PLA-g-N; sont
nanoprécipités pour élaborer des nanoparticules, la quantité de dextrane par gramme de PLA est plus
élevée que lorsque du PLA est nanoprécipité dans une solution aqueuse de DexCq. Nous ne pouvons
toutefois pas conclure que le dextrane présent se trouve en totalité a la surface des particules. En
effet, lors de la nanoprécipitation de ces copolyméres une partie du dextrane peut-étre emprisonnée
dans la particule, bien qu’une surface riche en dextrane soit observée [1].

Tableau 23 - Quantité de dextrane par gramme de PLA calculée par RMN 'H. Cas de la
nanoprécipitation de (PLA+acétone) dans une solution aqueuse de DexCq-14 (5 g/L dans 10mL), de
Dex-g-95PLA¢00 (95% acétone / 5% d’eau v/v) ou de Dex-g-9,5PLAs00-g-17,4N3 (95% acétone / 5%
d’eau v/v) dans de ’eau milliQ.

DexCq¢-14 / PLA ommercial

(Voir chapitre précédent)

Dex-g-95PLA1600 Dex-g-9,5PLAg400-g-17,4N3

mg de Dextrane/g de PLA 94 140 205

1.4.2.2. Nanoparticules obtenues par émulsion/évaporation de solvant

Dans le cadre du procédé d’émulsion/évaporation de solvant, le Tableau 24 nous indique clairement
que la quantité de dextrane dans les nanoparticules augmente significativement lorsqu’une réaction
de Chimie-Click est produite in situ entre les DexN; et les PLA a-alcyne, durant la sonication. On peut
effectivement vérifier qu’en utilisant du DexN; sans aucune réaction de Chimie-click (absence du
CuBr), la quantité de dextrane a la surface des particules est plus faible que dans le cas ou le PLA
commercial est émulsionné en présence de DexCq. Ceci témoigne encore du caractére plus
hydrophobe des chaines alkyle présentes sur le DexCq, qui s’ancrent mieux dans le cceur PLA de la
particule. 118 mg de dextrane/g de PLA est évalué si du PLA commercial est émulsionné en présence
du DexNs alors que seul 70 mg de dextrane/g de PLA sont estimés lorsque du PLA a-alcyne est
employé. Les chaines de PLA a-alcyne (Mn: 8000 g/mol) étant bien plus courtes que celles du
PLAommerciat (Mn : 35 000g/mol), le DexN; a certainement plus de difficulté a s’enchevétrer aux
chaines PLA situées dans le cceur des nanoparticules.

Tableau 24 - Quantité de dextrane dans les différentes nanoparticules élaborées par le procédé
d’émulsion/évaporation de solvant (évaluée par RMN "H dans le DMSO-d,)

mg de Dextrane/g de PLA

DexNs / 100% PLA | DexNs / 100% PLA | DexNs / 50% PLA
DexC¢ / PLAommercial
- DexN3 / PLAcommercial a-alcyne a-alcyne a-alcyne
el G ey sans CuBr avec CuBr avec CuBr
216 118 70 382 210
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Dans le cas des nanoparticules produites en provoquant une chimie-click in situ, les quantités de
dextrane dans la particule (210 ou 382 mg de dextrane/g de PLA) sont le double ou le triple de la
quantité de dextrane adsorbé a la surface de la nanoparticule PLA.ommercial Stabilisée par du DexNs.
Ceci n’est pas le témoignage d’une couche polysaccharide plus épaisse dans le cas ou la Chimie-click a
lieu comme nous le verrons dans le paragraphe 1.4.3. Nous pensons plutot que la couche
polysaccharide devient plus dense avec la réalisation d’une Chimie-click in situ et/ou que les chaines
de dextrane sont enchevétrées avec les courtes chaines de PLA dans le copolymeére.

Pour finir, lorsque la Chimie-click est réalisée in situ, il est donc possible d’obtenir des
nanoparticules de taille similaire et présentant une couche de dextrane plus dense que celle
observée avec les DexCs utilisés comme tensioactif ; ce qui peut étre avantageux pour accroitre la
furtivité des nanoparticules.

1.4.3. Potentiel Zeta

Le potentiel Zéta des particules élaborées par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant a tout
d’abord été étudié en fonction des parameétres du procédé.

La Figure 106 résume ’évolution du potentiel Zéta de 3 lots de nanoparticules. Deux lots ont été
préparés en solubilisant du PLA commercial dans la phase organique et soit du DexC¢-14 ou du
DexN;-15 dans la phase aqueuse. Enfin, un lot a été élaboré en utilisant du DexN;-15 comme
tensioactif, du PLA a-alcyne (Mn :8000 g/mol - DPn : 110) dans la phase organique et en réalisant la
Chimie-click in situ. On observe que dans le cas des particules formées avec le PLA commercial (35
000 g/mol) et du DexN; comme tensioactif, un palier a potentiel Zéta « neutre » est tres
rapidement atteint alors que ce n’est pas le cas en employant le DexCe. Ces résultats sont difficiles
a expliquer dans la mesure ou la quantité de DexCq par gramme de PLA est supérieure a celle de
DexN;. On peut cependant penser que les DexN; ayant une moindre affinité pour le PLA que le
DexCs, la couche de DexN; adsorbée est moins dense mais plus épaisse que celle de DexCq, d’ou une
variation plus rapide du potentiel Zéta en fonction de la force ionique.
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Figure 106 - Potentiel Zéta des nanoparticules élaborées par émulsion/ évaporation de solvant

L’évolution du potentiel Zéta des nanoparticules formulées en mettant en ceuvre la Chimie-click in
situ présentent un profil intermédiaire bien que la quantité de Dextrane par gramme de PLA soit
trés élevée. Mais dans le cas présent, il est difficile de comparer le potentiel Zéta avec celui des
autres particules compte tenu du fait qu’une certaine partie du dextrane est vraisemblablement
enchevetrée avec les courtes chaines de PLA.

A partir de 'évolution du potentiel Zéta en fonction de la force ionique du milieu, nous pouvons
estimer |’épaisseur de la couche hydrophile des nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation
de solvant (voir chapitre précédent). Dans le cas de l'utilisation du PLA commercial solubilisé dans
la phase organique, ’épaisseur de couche est multipliée par 3 quand on utilise du DexNs-15 dans la
phase aqueuse a la place du DexCq-14. Ceci peut expliquer pourquoi les particules élaborées avec du
DexNs atteignent un potentiel neutre plus rapidement que celles élaborées en utilisant du DexCe
utilisé come tensioactif. Cela explique également la différence de taille (120 vs 160 nm) observé
entre les particules élaborées a partir de DexCq et DexNs, respectivement (Tableau 20). Toutefois, il
devient clair ici (Tableau 25) que la couche polysaccharide dans le cas PLA commercial / DexN; est
moins dense que dans le cas PLA commercial / DexCs ; signe que le DexN; doit adopter une
conformation « boucle »a la surface des particules.
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Tableau 25 - Caractérisation de la couche hydrophile des nanoparticules élaborées par le procédé
d'émulsion/évaporation de solvant. Les épaisseurs de couches sont calculées en utilisant le
potentiel Zéta et l'équation de Booth modifiée (Voir chapitre précédent)

DexNs;-15 + PLA
DexC¢-14 + PLA | DexN;-15 + PLA a-alcyne
commercial commercial (8000 g/mol)

avec CuBr

Epaisseur de couche hydrophile 11 30 20
(hm)
Quantité de Dextrane/g de PLA par

RMN (mg Dextrane/g PLA) 216 18 382

On observe également que les particules ayant subit une réaction de Chimie-click in situ lors de la
sonication ont une épaisseur de couche inférieure aux particules contenant du PLA commercial et
du DexN;-15. La chimie-click qui a lieu a ’interface provoque sans doute un « aplatissement » des
chaines DexNs a la surface des particules et/ou un enchevetrement des chaines de Dextrane et de
PLA. Les valeurs de quantités de dextrane par gramme de PLA évaluées précédemment (Tableau 24)
indiquent cependant une trés forte augmentation de la quantité de dextrane dans ces particules. La
densité de la couche hydrophile a la surface de la particule élaborée par émulsion/évaporation
incluant une étape de Chimie-click durant la sonication est donc vraissemblablement plus élevée
que lorsque la particule est élaborée par le méme procédé avec du PLA commercial dans la phase
organique et du DexN3-15 dans la phase aqueuse.

Dans le cas ou une Chimie-click est provoquée lors de ’élaboration, le DexN; est alors plus ancré
sur le coeur PLA qu’il ne U’est lorsque le PLA commercial est utilisé. Comme on peut le voir, on
atteint alors un taux de recouvrement plus important que celui estimé avec du DexCg.

1.4.4. Stabilité colloidale

Nous avons dans un premier temps étudié la stabilité colloidale des nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation a partir des Dex-g-PLA-g-N; présynthétisés par Chimie-Click. La Figure 107 nous
montre a la fois l’évaluation visuelle de la stabilité colloidale des particules obtenues a partir de
Dex-g-9,5PLAgoo sous différentes forces ioniques et U’évolution de paramétre |n| qui est
représentatif de la densité optique des suspensions et, par extrapolation, inversement proportionnel
a U’évolution de la taille des particules. Ce parametre |n| témoigne donc, s’il chute, de la
floculation des suspensions.
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Figure 107 - Stabilité colloidale de nanoparticules élaborées par nanoprécipitation a différentes
forces ioniques.

Comme on peut U'observer dans la Figure 107 (haut), la suspension obtenue par nanoprécipitation des
Dex-g-9,5PLAgyo reste stable, quelle que soit la concentration en milieu salin et ce jusque 4M en
NaCl. Cette stabilité est également visible a l’ceil nu comme on peut le voir.

Contrairement a ce que l’'on peut observer dans le cas des particules précédentes, et bien que les
diametres soient similaires (125 Vs 145 nm), la suspension des particules obtenues par
nanoprécipitation de Dex-g-42PLA4 se déstabilise lorsqu’on augmente la concentration saline dans le
milieu (Figure 107). Dans ce cas précis, la floculation intervient aux alentours de 0,1 mol/L en NaCl, a
savoir proche de la force ionique du sang. Ceci signifie qu’il serait recommandé d’éviter d’employer
de telles nanoparticules pour une injection intraveineuse. Le copolymére de Dex-g-42PLA1¢o employé
ici possede la méme proportion massique de PLA que le copolymeére de Dex-g-9,5PLAgq mais présente
une configuration totalement différente comme représentée Figure 108.
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Stabilisation avec des Déstabilisation avec des
copolymeres a faible DS copolymeres a fort DS

Figure 108 - Représentation schématique de la conformation du copolymeére Dex-g-9,5PLAguo (a
gauche) et Dex-g-42PLA ¢ (a droite) a la surface des nanoparticules.

Comme on peut U’observer sur la Figure 108, les copolyméres Dex-g-PLA qui possedent peu de longs
greffons adoptent certainement une « conformation lache » et forme des boucles a la surface des
particules qui participent a la stabilisation stérique de celles-ci. Dans le cas d’un copolymeére
présentant un fort taux de courts greffons, celui-ci est certainement bien plus ancré, plus aplati a la
surface des particules et ne permet pas d’occulter parfaitement la charge surfacique du coeur PLA de
la particule.

Pour une grande stabilité des particules, la proportion massique en PLA n’est donc pas le seul
parametre a prendre en compte. La conformation du copolymere Dex-g-PLA semble jouer également
un role déterminant, directement en lien avec les parametres macromoléculaires de ce copolymere.

La stabilité colloidale de ces nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de Dex-g-PLA peut étre

comparée a celle des particules ou le PLA est nanoprécipité dans une phase aqueuse contenant soit un
DexCq-14 ou un DexNs-15 (Figure 109).
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Figure 109 - Stabilité colloidale des nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de PLA
commercial dans une solution aqueuse de DexC¢-14 et DexNs-15.

On peut observer sur la Figure 109 ’évolution du parameétre |n|, indicateur de floculation, en
fonction de la force ionique du milieu. Quel que soit le tensioactif utilisé (DexCq-14 ou DexNs-15)
une stabilité comparable des nanoparticules est observée. L’utilisation du copolymere Dex-g-
9,5PLAgy0 est donc une excellente alternative a l’élaboration de nanoparticules. En effet, les
problémes de désorption du DexC, a la surface des particules de PLA commercial, au contact d’une
solution de SDS, pourraient étre évités en utilisant ces Dex-g-PLA. La stabilité de ces particules vis-
a-vis du SDS sera évaluée dans le paragraphe 1.4.5.

La Figure 110 représente la stabilité colloidale de nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de
trois différents copolymeres possédant des fonctions azide résiduelles. On peut dans un premier
temps observer que les particules formulées a [’aide du Dex-g-9,5PLAs400-g-17,5N; sont parfaitement
stables, et ce jusque 4 M en NaCl.

Le facteur |n| des deux autres suspensions de particules semble légérement diminuer lorsque la
concentration en NaCl augmente. Une floculation franche n’est cependant pas observée. Il est donc
possible que les particules s’agrégent trés légerement vraisemblablement au cours du temps, mais ne
floculent pas directement.
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Figure 110 - Stabilité colloidale de nanoparticules formulées par nanoprécipitation a partir de trois
copolyméres Dex-g-PLA-g-N; possédant des fonctions azide résiduelles

L’ajout de fonctions résiduelles N; ne semble donc pas déstabiliser fortement les nanoparticules. Sur
la Figure 107 nous avons vu que les nanoparticules élaborées par nanoprécipitation du copolymeére
Dex-g-9,5PLAgoo restaient stables. Sur la Figure 110, on peut voir qu’en utilisant un copolymeére
possédant moitié moins de chaines PLA et des fonctions azide résiduelles permet de formuler des
nanoparticules qui restent également stables jusque 4 M en NaCl.

Le cas des nanoparticules élaborées par le procédé d’émulsion/évaporation de solvant est
également intéressant. Dans la Figure 111, on compare la stabilité colloidale des différentes
particules constituées d’un coeur PLA commercial et d’une couronne DexC¢-14, DexN3-15 et celles
produites en réalisant in situ une réaction de Chimie-click.
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Figure 111 - Stabilité colloidale des nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant
(PLA commercial ou PLA a-alcyne (Mn: 8000g/mol) solubilisé dans le DCM + solution aqueuse de
DexC4-14 ou DexNs-15)

Comme on peut l'observer sur la Figure 111, les différentes suspensions présentent une stabilité
équivalente en milieu salin. Les particules élaborées par émulsion/évaporation de solvant en réalisant
in situ une réaction de Chimie-click (DexN;-15 + PLA a-alcyne) se comportent de facon similaire aux
nanoparticules produites en utilisant le méme tensioactif (DexNs-15), mais n’ayant pas subit de
réaction de Chimie-Click (PLA Commercial). L’utilisation d’une quantité équivalente (25 mg) de
différents PLA (PLA a-alcyne a 8000 g/mol ou PLA mmerciat @ 35000 g/mol) ne modifie donc pas la
stabilité des particules obtenues.

La Chimie-click que nous avons réalisée lors de [’étape de sonication ou préalablement (cas
nanoprécipitation des Dex-g-PLA-g-N3) nous a permis de fixer la couronne dextrane de facon
covalente au cceur PLA des nanoparticules, tout en conservant une taille et une stabilité similaire a
celles obtenues « classiquement ». Dans le prochain paragraphe, nous vérifierons que ces liens
covalents sont effectifs pour un ancrage fort de la couronne lorsque ces particules sont confrontées

a une solution aqueuse de Sodium Dodécyle Sulfate (SDS).

1.4.5. Désorption de la couche de dextrane en présence de SDS

Dans le cas des nanoparticules élaborées en présence de DexCg, nous avions observé une désorption
compléte de la couronne DexCq en présence de SDS (chapitre précédent). Ce test a été renouvelé
pour évaluer la stabilité de la couronne polysaccharide lorsque les nanoparticules sont élaborées par
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le procédé d’émulsion/évaporation de solvant en employant le DexNs;-15 comme tensioactif, ou
lorsque la Chimie-click est réalisée in situ. Les nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de
Dex-g-PLA ont également été testées.

Nous réalisons dans un premier temps des nanoparticules en employant du DexN3-15 comme
tensioactif et du PLA commercial. Aprés lavage, la suspension de nanoparticules est mise en
présence de SDS pendant 24h puis lavée une nouvelle fois, lyophilisée et analysé par RMN 'H (Figure
112).
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Figure 112 - Analyse RMN "H dans DMSO-d, d'une suspension de nanoparticules de PLA commercial
recouvertes de DexN;-15

Sur la Figure 112 nous pouvons clairement voir une disparition des pics caractéristiques de la chaine
polysaccharide aprés que les nanoparticules aient été mises en contact avec le SDS. Ceci signifie que
les particules ne sont plus recouvertes de DexNs; et que la désorption de la couronne DexNs a eu lieu,
tout comme c’était le cas avec une couronne DexCq.

Dans un second temps, nous avons testé les nanoparticules produites en présence de DexNs-15, de PLA
a-alcyne et de CuBr. La suspension obtenue est ensuite traitée de la méme facon que précédemment
puis analysée par RMN 'H. Comme on peut Uobserver sur la Figure 113, Il semble que la couronne
dextrane soit toujours présente a la surface des nanoparticules apres leur contact avec le SDS, et
donc qu’elle ne se désorbe pas dans ce cas. Ce test permet alors de confirmer que la réaction de
Chimie-click réalisée lors de ’étape de sonication permet de fixer de maniére permanente la
couronne hydrophile polysaccharide a la surface des particules de PLA. De telles particules devraient
étre particulierement stables lors de leur injection dans le systéme sanguin.
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Figure 113 - Spectre RMN "H dans le DMSO-d d'une suspension de nanoparticules élaborées par
émulsion/évaporation de solvant avec Chimie-click durant l'émulsion (DexN; + PLA a-alcyne + CuBr)

L’étude RMN des nanoparticules obtenues par nanoprécipitation des Dex-g-PLA est la encore
indiscutable. La couronne polysaccharidique est bien insensible au contact du SDS (Figure 114).
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Figure 114 - Spectre RMN 'H dans le DMSO-dé d'une suspension de nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation de Dex-g-5PLAgpoo-g- 10N;.
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ABSTRACT
Dextran-covered PLA nanoparticles have been formulated by two strategies. On one hand,

Dextran-g-PLA copolymers have been synthesized by click-chemistry between azide-
multifunctionalized dextran (DexNs) and alkyne end-functionalized PLA chains (a-alkyne
PLA); then nanoprecipitated without any additional surfactants. On the other hand, DexNs
exhibiting surfactant properties have been emulsified with unfunctionalized or a-alkyne PLA,
which are dissolved in organic phase with or without CuBr. Depending on the o/w
emulsion/evaporation process experimental conditions, Dextran-g-PLA copolymers have been
produced in situ, by click chemistry at the liquid/liquid interface during the emulsification
step. Whatever the process, biodegradable core/shell polymeric nanoparticules have been
obtained, then characterized. Colloidal stability of these nanoparticles in the presence of NaCl
or SDS has been studied. While the physically adsorbed polysaccharide based shell has been
displaced by SDS, the covalently-linked polysaccharide based shell ensures a permanent

stability, even in the presence of SDS.
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core/shell nanoparticles; dextran; polysaccharide; PLA; click-chemistry; colloidal stability
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I. INTRODUCTION
Nanoparticles, which are defined here as particles with a mean diameter lower than 200 nm,

could be used in a wide number of applications. Their submicron size results in a high surface
to volume ratio. Consequently, nanoparticles surface characteristics largely control their
interactions with surrounding medium, their properties and their potential applications. These
characteristics easily be adjusted using specific surfactants in the fabrication process. At the
end, these surfactants are physically adsorbed onto the particle core yielding core/shell
nanoparticles and the two main characteristics of the covering shell are its density and its
thickness.

Among all possibilities, polysaccharide surfactants are very attractive and offer significant
advantages. Since the pioneering work of Landoll [1], such amphiphilic compounds have
been prepared by hydrophobic modification of polysaccharides leading to brush-like
derivatives. Depending on the hydrophobization degree, these surfactants exhibit emulsifying
properties, which can be adjusted. For several years, our previous papers are dealing with
polymeric surfactants based on dextran (a neutral bacterial polysaccharide). These surfactants
have been produced by chemical modification [2-5] or using polysaccharide derivatives as
macroinitiators for several polymerization mechanisms [6-8].

When drug-delivery applications are considered, the preparation of nanoparticles with
polysaccharide based surfaces [9] can be carried-out by several processes. Some involve an
initial oil-in-water (o/w) emulsion stabilized by a polysaccharidic surfactant [10-13] while
amphiphilic polysaccharide can also be nanoprecipitated [14-17]. Moreover, the
polysaccharidic shell can provide biocompatibility, biodegradability and other useful specific
properties depending on the targeted application. For instance, hyaluronic acid-covered
nanoparticles have been produced for CD44-overexpressing cells adhesion [18-20], while
alginic acid or chitosan shells could be selected for other specific adhesions [21-23].

A dextran shell provides colloidal stability because of steric repulsion. But questions related
to the surface properties of particles are always relevant for stability considerations as well as
for the applications. In previous papers, we showed that hydrophobically modified dextrans
could be used as stabilizers to produce stable poly(lactic acid) (PLA) nanoparticles by the o/w
emulsion/evaporation technique [3, 12]. Particle analysis studies have shown that the dextran
layer was quasi-irreversibly adsorbed onto the particle surface as the brush-like dextran
derivatives are multi-anchored. This shell provided protection against non-specific
interactions with Bovine Serum Albumin (BSA) and ensured colloidal stability in the
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presence of salts [11]. Nevertheless, the debate is still open as to the best way to fix dextran-
shell on the nanoparticle surface (end-on versus side-on coverage) [24-26].

This paper reports the preparation of PLA nanoparticles covered with a covalently-linked or a
physically-adsorbed dextran shell combining o/w emulsion/evaporation or nanoprecipitation
process with cupper-catalyzed click-chemistry. Two different synthesis strategies have been
designed: i) DexNs; was reacted by click-chemistry with end-functionalized PLA (a-alkyne
PLA) to obtain dextran-g-PLA graft copolymers. Nanoprecipitation of such copolymers
produced dextran-covered PLA nanoparticles. ii) DexNs; was used as stabilizers in the o/w
emulsion/evaporation technique with commercial or a-alkyne PLA, in the presence or not of
CuBr. The characteristics of nanoparticles in term of size, zeta potential and anchored dextran
amount obtained by both strategies are systematically compared. Nanoparticles stability was
examined in the presence of salts and dextran-shell anchorage was investigated using an

anionic surfactant: sodium dodecyl sulfate (SDS).

I1. MATERIALS AND METHODS

1) Materials

Dextran T40 [M , = 34 000 g mol™, Ip= 1.2] was purchased from Sigma-Aldrich and dried
under a reduced pressure at 100 °C for one night. No degradation of chains was evidenced
under these drying conditions as attested by size exclusion chromatography coupled to a
multi-angle laser light scattering detector (SEC-MALLS). 6-azidohexanoic acid has been
obtained from 6-bromohexanoic acid using sodium azide in DMSO at room temperature [27].
Carbonyldiimidazole (CDI), propargyl alcohol, dimethylformamide (DMF), PLA [M,, = 35
000 g mol™, , Ip= 1.3, inherent viscosity 0.55-0.75 dL/g], stannous octoate (SnOct,), copper
bromide (CuBr), sodium dodecyl sulfate (SDS), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka and were used without any further purification.
D,L-Lactide from Lancaster was recrystallized twice with dry toluene and dried under
vacuum before use. Dimethyl sulfoxide (DMSQO) and toluene were refluxed, distilled over

CaH; and then added in the reaction media via cannula under nitrogen atmosphere.

2) DexNz-n

Compound 1 (Scheme 1) has been obtained by reaction between 6-azidohexanoic acid (12.88
g, 80.5 mmol) and CDI (14.5 ¢,88.55 mmol) in 200 mL CH.Cl, during 2h at room
temperature. 6-azidohexanoic acid has been diluted with CH,Cl,, then added dropwise to the
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CDI solution while CO; bubbles have been produced. After the reaction, compound 1 has
been recovered by washing, drying and solvent evaporation (88% yield). General synthesis of
DexNs-24 : Dried dextran (2.18 g, 13.4 mmol glucosidic units) has been dissolved in 20 mL
DMSO and 0.7 g (3.35 mmol) of compound 1) per 100 glucose units has been added. The
reaction has been carried out at 50°C during 2 days, then azido-functionalized dextran has
been recovered by precipitation from ethanol. Depending on experimental conditions, DexNs-
n has been obtained, where n the modification degree i.e. the number of N3 groups per 100
glucose units. Characteristics of such derivatives have been given in S1 (See supporting info).
Modification degree (n) has been estimated by *H NMR in DMSO-dg (See supporting info
S2) using equation (1) where Af, Ag and Ah are the areas of 6 protons of alkyl chains (from
1.3t0 1.6 ppm). Aa is the area of the anomeric proton centered at 4.7 ppm.

A +A +A 6

a Equation

T

1)

3) a-alkyne PLA

General synthesis of PLAs20 : Propargyl alcohol (0.1466 g, 2.61 mmol) and SnOct, (0.0318
g, 0.0785 mmol) have been dissolved in dry toluene, separately. Each solution has been
transferred to a hot D,L-lactide (11.31 g, 78.5 mmol) solution in 54 mL toluene (80 °C), under

nitrogen flow. To reduce transesterification side reactions, a SnOct,/ OH functions molar ratio
equal to 0.03 has been used [6]. Consequently, each PLA chains exhibit one alkyne end-
function. Polymerization temperature was kept at 100 °C for 16 hours, then the
polymerization has been stopped by addition of a catalytic amount of acidic methanol.

Polymer was precipitated twice into cold ethanol. DP,, of each a-alkyne PLA was determined

from 'H NMR spectrum of purified product in CDCls using DTDnzi where B and C are
Cl/2

the areas of PLA methyne protons (5.2 ppm) and of CH, protons from initiator group (4.7
ppm), respectively. Peak characteristic of HC= proton was observed at 2.5 ppm.

4) Dextran-g-PLA produced by click-chemistry

General synthesis of Dex-g-14PLAs200-0-10N3 : Syntheses have been carried out after
dissolving DexN3-24 (0.501 g, 0.61 mmol of N3) and a-alkyne PLAs200 (1.93 g, 0.37 mmol of
alkyne functions) in DMF (Scheme 1). 1 equivalent of CuBr (87 mg) and 0.1 equivalent of
Cu® (3.9 mg) per N3 function have then been added and the reaction was left to proceed under
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stirring during one day at room temperature. After reaction, the crude medium has been
filtered and diluted by acetone/water mixture (95/5 v/v), then precipitated from an EDTA
aqueous phase. Extraction of non-grafted PLA chains has been realized by washing with
acetone/diethylether (80/20 v/v). The efficiency of this elimination has been proved by ‘H
NMR in DMSO-ds and by SEC (See supporting info S3). Yield of click-chemistry was
estimated to be higher than 98 %. Depending on experimental conditions, Dex-g-XPLAm-g-

yN3 have been obtained, with x and y the number of PLA grafts (M, equal to m) and of

residual N3 groups per 100 glucose units, respectively. When Dextran-g-PLA copolymers
exhibit no residual N3 functions, their names will be Dex-g-xPLA, Characteristics of such
copolymers have been given in Table 1. x was estimated using equation (2) where A; and T
are the areas of the anomeric proton (4.7 ppm) and of the proton of each triazole ring (8.15
ppm), respectively. y was calculated from (n-x) where n is the modification degree of DexN3-

n.

T
x =100 A—a Equation
@)

Moreover, each copolymer could also be characterized by the PLA weight fraction (ppLa)
estimated from equation (3) where 162 and 301 are the molar masses (g/mol) of glucose unit
and glucose unit carrying one Ns-end alkyl chain, respectively.
X*n*m «
* N * * * 00 Equation
X*n*m+n*301+ (100 —n)*162

pPLA:

@3)
Knowing the number of PLA grafts (x), the theoretical M, of Dextran-g-PLA has been
calculated using equation (4), where 139 is the molar mass (g/mol) of the Ns-end alkyl chain.

From this theoretical Mn , the theoretical average number of PLA grafts per copolymer chain
(Ngrafts) was easily estimated from equation (5).

- M,
Theoritical M, =M, . + % *n* (m*x + 139)
Equation
()
Theoritical M, — M, .
grafts m +139 Equation

()
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5) Nanoprecipitation of clicked Dex-g-xPLAn-g-YN3

Nanoprecipitations have been performed at ambient temperature by a classic technique [17].
50 mg of Dex-g-xPLAn-g-yN3 have been dissolved in 5SmL of acetone/water (95/5 v/v) for 24
h, then added dropwise to 10mL of water under magnetic stirring. Complete addition was
achieved in 15 minutes. The suspension has been maintained under magnetic stirring for 10
min, then solvent has been evaporated 2.5 hours at 37°C. The crude suspensions have then
been centrifuged for washing (8 500 rpm, 75 min at 15°C). The supernatant containing
nanoparticles has been freeze-dried.

6) o/w emulsion/evaporation technique

The nanoparticles have been prepared by an o/w emulsion method as follows: 25 mg of either
commercial PLA or a-alkyne PLA or a 50/50 blend of both have been dissolved in 1 mL of
CHCl,. 10 ml of an aqueous solution (CH,Cl,-saturated) of DexNs-n at 5 mg/mL have been
degassed by N, bubbling during 30 minutes. The organic phase has been added under
vigorous stirring to the aqueous one. 5 mg of CuBr has been rapidly added to this emulsion
and the mixture has then been sonicated (pulsed mode, 10 W, 2 min in an ice bath) using a
Vibracell 75043 model (Bioblock Scientific). The solvent has been evaporated at 37°C for 2.5
hours. Finally EDTA has been poured into the resulting suspension and let to stir for one day
to complex CuBr. Suspensions have then been centrifuged (8 500 rpm, 75 min at 15°C) and
the collected nanoparticles have been re-suspended in water, then centrifuged again in order
to remove the non-adsorbed dextran derivatives [11]. The supernatant containing
nanoparticles has been freeze-dried. To characterize Dex-g-xPLAn-g-yN; that has been
produced by Huisgen-type copper (I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuUAAC) click-
chemistry, nanoparticles have been dissolved in DMSO-ds and we used the same equations
described above (Table 3). The percentage of alkyne (% alkyne) that reacted has been
evaluated from equation (6) where B and T are the respective areas (‘*H NMR spectra in
DMSO-dg) of the PLA methyne protons centered at 5.2 ppm and of the proton of each triazole

ring (8.15 ppm). DP,, and o are the DP,, and the percentage of a-alkyne PLA we used in

each formulation, respectively.

100.T.DP,

% alkyne =
B.a Equation

(6)

8) Characterization technigues

'H NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 300 apparatus (300,13 MHz, 25°C) in
DMSO-dg or CDCls.
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Size exclusion chromatography analyses of dextran derivatives were performed in DMF-LICI
(20 g/L) at 70°C using a Merck HPLC pump (L-6200A) equipped with a degazer, three PLgel
5um columns (105 A°, 103 A° and 100 A° - Polymer laboratories). Elution (0.7 ml/min) was
dually monitored by multi-angle laser light scattering (MALLS - MiniDawn Tri Star, Wyatt
Technology) and differential refractometry (Waters 410). Solutions (10 mg/mL) were
prepared by dissolution in the eluent and were left under vigorous stirring for 24 h. Filtration
of these solutions was carried out right before injection.

Surface (water/air) tension measurements have been carried out at 25°C using a K8 surface
tensiometer (Kruss, Germany). Surface tensions have been measured using the Wilhemy
technique. All samples have been equilibrated for a sufficient time (15 min to 1 h) to reach
constant readings.

The size distribution of nanoparticles has been determined in 10™*M NaCl (1 mL of
suspension added to 3 mL of NaCl), by dynamic light scattering using a HPPS from Malvern.
The mean diameter, Dz (nm), is the so-called z-average from cumulant analysis, i.e. an
intensity—average diameter.

The specific surface area (Sp) of the nanoparticles was calculated according equation (7),

where p the nanoparticle density calculated by picnometry (here p = 1.26 10° g / m®).

. &
Sp(m*/gPLA)= —
p Dz Equation

(7)

From *H NMR spectrum of washed nanoparticles, one can estimate the amount of dextran per
gram of PLA using equation (8), where 162 and 72 are the molar masses (g/mol) of glucose
unit and of PLA monomer unit, respectively. Aa (4.7 ppm) and B (5.2 ppm) are the areas of
anomeric proton and PLA methyne ones, respectively.

A, x 162

me dextran PLA =
5 /8 Bx72 Equation

®)

The amount of adsorbed dextran by PLA particle surface unit (I" in mg/m?) was calculated
using equation (9):

mg dextran/g PLA

I (mg/m*) = —
NP 2p Equation

©)

where myp is the mass of particles used for analysis.
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The electrophoretic mobility of purified nanoparticles has been determined using a Malvern
Zetasizer 4 (Mavern Instruments,UK) and studied in NaCl as a function of ionic strength
(from 10 to 10% M). The zeta potential (¢) has been calculated from the electrophoretic
mobility using the modified Booth equation [28]. This equation allows the calculation of zeta
potential for any ky and a values, where 1! "' is the Debye length and D, /2 the radius of
particles, whereas the classical Smoluchowsky and Huckel equations are applicable only

D k, D,

under two limiting cases, ki '1,>100 and 1, < 0.1, respectively. The electrokinetic

layer thicknesses (Apz) were calculated from the zeta potential evolution versus ky using the
Eversole and Boardman equation (equation (10)) [29].

i fann (5 7)] = o (5] - o 1

Equation (10)
where z =1 (electrolyte valence), (, is the surface potential.

The colloidal stability of PLA dispersions toward added electrolyte has been assessed by
turbidimetry. Typically, 1 mL of dispersions has been added to 3mL of NaCl (from 1x107* to
4 M). The samples have been allowed to stand for 1 hour and their absorbance has been
measured over the range 450-700 nm, at 50 nm intervals. The slope of the straight line
log(optical density) versus log(wavelength) was taken as an indication of particle aggregation.
The colloidal stability of suspension toward SDS has been carried out after adding SDS
aqueous solution (1% weight) to the suspension. The samples have been allowed to stand for
24 hours under stirring. The nanoparticles have been recovered after washing and freeze-
drying, then dissolved in DMSO-ds.

I1l. RESULTS AND DISCUSSION
1) Azide-multifunctionalized dextran (DexNz-n)
1.1) Synthesis of DexN3-n

Azide-multifunctionalized dextrans (DexNs-n) have been synthesized by the reaction
described in scheme 1. Using this reaction and depending on experimental conditions, N3-end
alkyl chains have been linked on dextran leading to various DexNs-n (See supporting info
S1). This reaction has been proved as non-degrading reaction for the native dextran (SEC-
MALLS experiments, not shown). We found that modification degree (n) increased linearly
with added amount of compound (1) and the efficiency was evaluated to be equal to 83%.
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DexNs-n with n < 30% will be used below as water-soluble surfactants. Moreover, if n was
too high, we observed that hydrophobized dextrans became not well soluble in water, like in

case of DexCg-n whose synthesis has already been reported [11, 30].

1.2) Adsorption of DexN3-n at air/water interface

Whatever the modification degree of water-soluble DexNs-n, we studied its effect on the
steady state surface tension of water that has been measured as a function of the polymer
concentration. The results are plotted against the logarithm of the hydrophobic alkyl chains
concentration, as shown in Figure 1. These DexNs-n compounds have been compared to
DexCg-n whose surfactant abilities have already been reported [11]. While dextran exhibits no
surfactant activity (surface tension equal to 70 nM/m, whatever the aqueous phase
concentration), one can see that each DexNs-n and DexCsg-n decreases the surface tension of
the water phase. It is clear that this lowering is much more pronounced when the modification
degree or concentration increases. On other hand, one can see on figure 1 that the surface
tension lowering is lower in case of DexNs-n compared to DexCg-n for similar n. Similar
decrease has been observed in case of DexNs3-24 and DexCe-7 for instance. It could be
explained by the presence of N3 function at the end of each alkyl chain grafted on dextran
(DexNs-n). Indeed this function is polar and hydrophilic. Nevertheless, we will observe below
that i) the surface activity of such DexNs-n is sufficient enough to stabilize liquid/liquid
interface and ii) these compounds will provide an hydrophilic shell onto the PLA core of

nanoparticles.

2) First strategy: nanoprecipitation of dextran-g-PLA

2.1) Synthesis of dextran-g-PLA copolymers by click-chemistry

We have already reported on the controlled synthesis of dextran-g-PLA via “grafting from”
strategy using partially silylated dextran as ring-opening polymerization macroinitiator [6]. In
this paper, Dextran-g-PLA have been obtained using “grafting onto” strategy via one click-
chemistry step, more precisely the Huisgen-type copper (l)-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition (CuAAC) (Scheme 1). Since the introduction of this click concept [31], various
polymer modifications or copolymer syntheses have been reported [32-36] and more recently,
some reviews deal with copper-free click chemistries [37-39]. CUAAC has been carried out in
this paper to prove the studied concept.

Thanks to the scheme 1 and depending on the experimental conditions, various Dex-g-
XPLAR-g-yN3 that exhibit different number (x) and length (m) of PLA grafts, as well as
number (y) of residual N3 functions have been produced (Table 1). Superimposing the Dex-N3
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and purified Dex-g-xPLA,-g-yN3z *H NMR spectra (See supporting info S2) enables checking
the presence of PLA grafted onto the dextran backbone via triazole ring. Nevertheless, in this
paper, only the copolymers soluble in acetone phase are described. In S3 (supporting info),
one can see the SEC curves of initial DexN3 and of a-alkyne PLA, as well as those of pure
and unpurified copolymers. As shown, the two copolymer curves are shifted to lower elution
volume that means an increase of hydrodynamic volume and certainly of molecular weight
(even we know that grafted copolymers and linear chains have not the same behavior in
solution). In case of unpurified copolymer, a small shoulder with the same elution volume as
a-alkyne PLA chains can be observed, but this shoulder is perfectly removed after
precipitation. As shown in table 1, several copolymers among those synthesized exhibit

similar PLA weight fraction (pp_a around 80%) but various parameters (x, m, y). From SEC

analysis, one can compare the theoretical M_n and the value estimated from SEC (SEC M_n

). For each copolymer, dn/dc has been measured in DMF-LICI eluent. Taking into account
imprecision of SEC measurements, a strong correlation is observed between the two values.

2.2) Preparation of dextran-covered nanoparticles

The preparation of dextran-covered nanoparticles by nanoprecipitation has already been
reported by us following essentially two strategies. The first one consisted in using PLA
dissolved in the organic solvent and a dextran derivative surfactant dissolved in the aqueous
phase [11]. During the precipitation, this surfactant adsorbed onto the nanoparticles. An
alternative strategy involved the use of dextran-g-polyester copolymers that are oil-soluble
[17, 40]. With those amphiphilic copolymers, another stabilizer has not been required in the
aqueous phase. The self-organization of these copolymers allowed the formation of
nanoparticles in which polyester chains were essentially in the core while polysaccharide
backbone was located in the outer part thus forming a hydrophilic coverage. Multi-cluster
aggregates may also be formed.

In this paper, Dex-g-xPLAm-g-yN3 has been dissolved in acetone containing 5 % of water
(v/v). Actually, previous study [17] proved that acetone is a poor solvent for the Dex-g-PLA,
while this is a good solvent for PLA. The addition of a small amount of water (5 %) allowed
the swelling of dextran backbone and consequently the random coil formation. Indeed water
and organic solvent diffuse one to each other during nanoprecipitation. Consequently, a re-
arrangement of Dex-g-PLA occurs with dextran backbone swelling, then a contraction driven
by the aggregation of PLA grafts leads to the formation of nanoparticles, which have a

dextran-enriched surface

193



Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

2.3) Characterization of nanoparticles

In table 2a are given the mean diameters (D,) and size distributions (PDI) of the nanoparticles
obtained by nanoprecipitation. All the Dex-g-xPLA, used have similar PLA weight fraction
(ppLa between 75 and 80%). As shown, similar diameters have been obtained but are lower
than those of commercial PLA / DexCs-n or DexNs-n nanoparticles (155 and 150 nm,
respectively). This is probably related to the viscosity of the organic phases as shown [17] and
as reported in literature [41].

As shown in table 2a, when Dex-g-xPLAn, have been nanoprecipitated, the amount of dextran
per gram of PLA was higher than in case of nanoprecipitated commercial PLA in the presence
of DexCe-14 surfactant. However, we can’t conclude that dextran is only present in whole of
the particle surface. Indeed, during the nanoprecipitation, a part of the dextran may be trapped
inside the particle although a dextran-rich surface has been observed as previously established
[17].

2.4) Colloidal stability in the presence of salt

The colloidal stability of nanoparticles has been examined in water at various NaCl
concentrations (ranging from 10 to 4 mol/L). The stability of nanoparticles in the presence
of salt is an important point to consider in view of potential uses like in biological fluids for
instance. Furthermore, differences in critical flocculation salt concentration provide a simple
means to detect modification in the surface characteristics of nanoparticles according to their
conditions of preparation. Above 10~ M NaCl, suspensions of uncoated PLA nanospheres
were no more stable, due to the screening of residual surface charges by electrolyte [17]. This
flocculation originated from Van der Waals attractions which occurred upon increasing ionic
strength. This flocculation was shown by a decrease of the straight line slope of log(optical
density) versus log(wavelength) (d(logOD/dA)).

Colloidal stability of the nanoparticles obtained by nanoprecipitation has been studied. On one
hand, flocculation was not observed over the whole NaCl concentration range for Dex-g-
9.5PL Agogo for instance (Figure 2a). On the other hand, flocculation appeared when increasing
NaCl concentration in case of Dex-g-42PLAse00, €ven initial nanoparticles had similar D,
(125 vs 147 nm). Dex-g-9.5PLAgo0o and Dex-g-42PLAsg00 have similar PLA weight fraction
but exhibit different number and length of PLA grafts that could explain different chain
conformations at the nanoparticles surface and various stabilities. As schematically drawn on
S4 (supporting info), copolymers with few long grafts may adopt a “loop” conformation on
the nanoparticles surface. These loops become solvated in aqueous medium, thus creating an

effective steric barrier that prevents the other particles from approaching too close. This
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phenomen is also called entropic stabilization, because when particles approach each other,
the solvated loops at particle’s surface lose some of their freedom degrees that results in a
decrease in entropy. Such entropy decreasing gives rise to repulsive forces, which keep the
particles away from each other. In the case of copolymers having many short grafts, chains
are certainly more rooted and flattened at the particle surface and don’t perfectly conceal the
PLA core. In that last case, the colloidal stability of such Dex-g-PLA nanoparticles can be
compared to that of particles formulated by nanoprecipitation of commercial PLA with a
DexCg-14 or DexNs-15 aqueous phase (Figure 2a). Whatever the surfactant we used (DexCse-
14, DexNs-15 or Dex-g-9.5PL Agooo) Similar stabilities have been observed.

3) Second strategy: o/w emulsion/evaporation technigue combined with click-chemistry

3.1) Emulsification of commercial or a-alkyne PLA with DexNs-n

Nanoparticles have been formulated by an o/w emulsion/evaporation technique that requires
energy input during the sonication step. Either commercial PLA or a-alkyne PLA or a 50/50
blend of both has been dissolved in the organic phase while DexNs-n (or DexCeg-n for
comparison) dissolved in the aqueous phase acted as the liquid/liquid stabilizer. Moreover,
when CuBr has been added to the emulsion, a-alkyne PLA and DexNs-n reacted together by
CUAAC click-chemistry at the liquid/liquid interface. That led to produce amphiphilic Dex-g-
XPLAm-g-yN3 chains at this interface, which allowed to covalently link the dextran shell to
the nanoparticle’s PLA core. Such click-chemistry has been already described during the
sonication step [42]. Nevertheless, some polysaccharide-g-polyester have been already
produced at liquid/liquid interface [43] but up to our best knowledge CuUAAC click-chemistry
has never been carried out at interface to obtain such compounds.

Three experiments have been carried out (Table 3). After nanoparticles purification by
repeated washing steps (see materials and methods part), *"H NMR spectrum in DMSO-ds has
been realized to check if click-chemistry occured (Figure 3). As shown, if the nanoparticles
have been made in the presence of CuBr, the characteristic peak of the triazole proton appears
at 8.15 ppm. In contrast, no peak was observed if the process has been carried out without
CuBr or in case of commercial PLA. This proves that the click chemistry has occurred during
the sonication step. Nevertheless, the characteristic peaks of PLA and of dextran can be seen
on the spectrum of nanoparticles formulated without CuBr (these peaks are of course also
shown when CuBr was added). This indicates the physical adsorption of DexNj3 at the surface
of the nanoparticles made without CuBr (see below). From these spectra, one can evaluate the
parameters of such Dex-g-xPLAn-g-yN3 produced at liquid/liquid interface by CuUAAC click-
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chemistry. More precisely, the number of triazole rings i.e. the number of PLA grafts (x) and
consequently the number of residual N3 (y) could be estimated. We can also calculate the
percentage of alkyne functions added in the medium that have been reacted during the
sonication step (Equation (6), Table 3). Whatever this ratio, Dex-g-xPLAn-g-yN3 that have
been produced have quite similar parameters. It means that some residual N3 functions could
be present at the surface of the nanoparticles and could allow a post-functionalization.
Whatever this click-chemistry yield, we will see below that it was enough to ensure a
perfectly stable shell that is covalently anchored to the PLA core.

3.2) Characteristics of nanoparticles

In table 2b, one can see that all the nanoparticles formulated by the o/w emulsion/evaporation
technique exhibit similar mean diameter (D, around 150 nm), whatever the PLA and the
dextran surfactants used. That proves D, was not influenced by the presence of a-alkyne
PLA. Moreover, carrying out an in situ click-chemistry or not, similar D, have been still
observed. When comparing with DexCg-14, we have to mention that nanoparticles produced
with DexNs-15 are bigger. This size difference could be due to a larger amount of dextran
derivatives on the particle core or to a different adsorption of DexCgs and DexNs. Indeed, alkyl
chains of DexCs-14 are more hydrophobic than those present in the DexNs-15 due to the
presence of N3 functions at the end-chain. One can also imagine that DexN3-15 has a greater
affinity to water, based on the surface tension measurements (figure 1). Consequently, DexNs-
15 can be proposed to adopt a “loops conformation” on the surface, while a more “tail
compact conformation” resulting from stronger interactions between alkyl chain and PLA
core can be proposed in case of DexCs-14. Similar results have already been observed when
replacing Cs alkyls groups by short PLA grafts (12).

When an in situ CUAAC click-chemistry occurred during the sonication step, we observed a
clear increase of the dextran amount in the nanoparticles (table 2b). Indeed, this amount (210,
382 mg of dextran / g of PLA) is twice or three-time the one obtained when DexNs-15 is only
physically adsorbed on the commercial PLA nanoparticle surface. Without click reaction,
only 118 mg of dextran (70 mg of dextran) per gram of PLA has been estimated when
commercial (a-alkyne) PLA has been used with such DexNs. As a-alkyne PLA chains are
shorter than those of commercial PLA, DexNs-15 must certainly tangle up with more
difficulty in PLA chains in the nanoparticle core. In the same way, when DexCg-14 or DexNs-
15 surfactant have been used with commercial PLA, lower dextran amount was observed in
case of DexNs-15, in agreement with the lower hydrophobicity of these Ns-end alkyl chains.
This is not proving that a thicker layer should be obtained when CuAAC click-chemistry
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takes place in situ. But, we believe that the density of the polysaccharidic layer increases with
the in situ CUAAC click-chemistry (see below).

The electrophoretic mobility of PLA particles covered with DexNs; or DexCg has been
measured in NaCl as a function of the ionic strength. The evolution of zeta potential ({) versus
ionic strength is shown in figure 4 for 3 types of nanoparticles that resume all the cases. These
particles have been formulated by the o/w emulsion/evaporation technique using commercial

PLA or a-alkyne PLA (M, = 8000 g/mol) and DexCs-14 or DexN3-15 as surfactant. In one

case, the CUAAC click-chemistry has been occurred during the process. In all curves and
whatever the ionic strength, it can be observed that PLA nanoparticles have a negative (
potential that is attributed to the presence of ionized carboxyl groups on the surface [43].
Nevertheless, |¢| decreases with increasing NaCl concentration. When comparing
nanoparticles made with commercial PLA, one can observe that zeta potential of DexNs-
covered nanoparticles exhibits faster neutrality than DexCs-covered ones. When CuAAC
click-chemistry has been occurred during the process, similar evolution of zeta potential has
been observed and neutrality has been attained at around 3 10 mol/L of NaCl.

The evaluation of the zeta potential (£) allows us to estimate the thickness of the dextran layer
(Apz) using the equation (10). In case of commercial PLA/DexCs-14 nanoparticles, Apz has
been evaluated at 11 nm while a 30 nm layer has been observed with DexN3-15 as surfactant,
as shown in table 2b. This three-time thicker shell could be one explanation of the zeta
potential neutrality that is faster attained in case of commercial PLA/DexNs-15 nanoparticles
but also of the difference in nanoparticles mean diameter (120 versus 160 nm). Anyway, it is
clear that the dextran shell density (I') in case of commercial PLA/DexN3-15 nanoparticles is
lower than using DexCe-14. This indicates that DexNs-15, adsorbed at the particle surface,
adopts a “loop” conformation in agreement with the polarized character of N3, while a “tail”
conformation may be adopted by DexCs-14. On the other hand, one can see that in case of in
situ CUAAC click-chemistry, Apz has been evaluated at 20 nm that is lower than that observed
with DexNs-15. The click-chemistry that occurred at liquid/liquid interface may flatten
surfactant chains at the nanoparticle surface that enhances the surfactant anchorage.
Consequently, the amount of adsorbed dextran per PLA particle surface unit (I') is increasing.
Nevertheless, using DexNs-15 as surfactant (with or without CUAAC click-chemistry) instead
of DexCe-n increases Apz.

3.3) Colloidal stability in the presence of salt
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The colloidal stability of nanoparticles obtained by o/w emulsion/evaporation technique has
been studied. Three formulations could be compared as shown in figure 2b: commercial PLA
has been emulsified with DexCs-14 or DexNs-15, while a-alkyne PLA has been reacted with
DexNs-15 during the sonication step. As shown, all these suspensions are quite stable
whatever the ionic strength of the water phase. Nanoparticles prepared via an in situ CUAAC
click-chemistry behave similarly to the other ones classically produced.

The CuAAC click chemistry we used during the sonication step (o/w emulsion/evaporation
technique) or to previously synthesize Dex-g-xPLAmn-g-yNs (nanoprecipitation) allowed to
link in a covalent way the dextran shell to the PLA core, while maintaining size and colloidal
stability similar to classical-produced nanoparticles. In the next paragraph, we will verify that
these covalent bonds give a strong and permanent anchorage of the shell.

4) Colloidal stability of dextran-covered nanoparticles in the presence of SDS

In previous paper [11], BSA was used as a test protein to evaluate the dextran shell effect on
the extent of nonspecific protein adsorption. Dextran shell decreased the interactions of the
nanoparticles surface with this protein compared to uncoated PLA particles. This result gave
evidence of the effect of the superficial dextran chains steric protection against protein
adsorption.

To evaluate the stability of our covalently-linked shell, the colloidal stability of various
formulated nanoparticles has been studied in the presence of a drastic anionic surfactant:
sodium dodecyl sulfate (SDS). Indeed, desorption of polymeric layers by SDS has already
been reported in literature [44-47]. After 1 day contact with 1 wt% SDS solution,
nanoparticles have been washed several times, freeze-dried and dissolved in DMSO-ds for *H
NMR characterization. Clearly and without doubt, no more peaks characteristic of dextran has
been shown on *H NMR spectra when nanoparticles were produced using DexCe-14 or
DexNs-15 (without CuBr) (Table 4, Supporting info S5a). Due to their high affinity for
hydrophobic surfaces, molecules of SDS desorbed DexCs-14 or DexNs-15 by competitive
adsorption on the PLA surface. This release of dextran-shell proves that here is a physically
adsorbed shell to the PLA core. On the other hand, when CuAAC click-chemistry has been
carried out previously (nanoprecipitation of Dex-g-xPLAmn-g-yNs3) or in situ during the
sonication step (o/w emulsion/evaporation), peaks characteristic from dextran (glucosidic
protons, anomeric or alcohol ones) are always observed in the *H NMR spectra. Moreover, no
decrease of peaks intensity compared to nanoparticles spectrum before SDS contact has been
observed (See supporting info S5b), that means no significant desorption of dextran layer
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(Table 4). This test confirms that click-chemistry reaction allows fixing in a permanent way
the polysaccharide shell to the PLA core. Such nanoparticles should be very stable after their

injection into the bloodstream for instance.

CONCLUSIONS

Dex-N3 surfactants have been used to produce nanoparticles using two different processes:
o/w emulsion/evaporation and nanoprecipitation. As DexCs, these surfactants allow obtaining
PLA core/hydrophilic dextran shell nanoparticles with similar characteristics (mean diameter,
stability in the presence of salts...). Nevertheless, characteristics of the shell (thickness,
density...) are quite different to those observed with DexCg surfactants. That is due to the
polarized N3 function at the end of each alkyl chain in DexNs.

The presence of many N3 functions on dextran chain allows us to carry out a CUAAC click-
chemistry before (nanoprecipitation) or during the process (o/w emulsion/evaporation).
Nanoparticles with similar characteristics to the previous ones in term of diameter, colloidal
stability in presence of salts, ...nave been formulated. Nevertheless, higher density of dextran
shell covalently-linked to the core has been observed. The permanent hydrophilic shell
anchorage has been proved using a drastic anionic surfactant (SDS) that mimic aggressive
environment.

A deep characterization of this clicked shell as well as post-functionalization of nanoparticles
that exhibit residual N3 functions will be studied in the next future.
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SCHEME AND FIGURE CAPTIONS
Scheme 1. Syntheses of DexN3 and Dextran-g-PLA
Figure 1. Surface tension of aqueous DexNs-n or DexCg-n solutions.

Figure 2. Colloidal stability of nanoparticles in the presence of NaCl. Case of
nanoprecipitation (a). Case of o/w emulsion/evaporation (b)
Figure 3. 'H NMR (DMSO-dg) spectra of nanoparticles produced via ofw

emulsion/evaporation technique. DexNs-15 and various amounts of a-alkyne PLA (M, =

8 000 g/mol) have been used with or without addition of CuBr.

Figure 4. Zeta potential of nanoparticles made by o/w emulsion/evaporation technique.
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Scheme 1. Syntheses of DexN3 and Dextran-g-PLA
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4 Figure 1. Surface tension of aqueous DexNs-n or DexCs-n solutions.
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Figure 2. Colloidal stability of nanoparticles in the presence of NaCl. Case of nanoprecipitation (a). Case of o/w emulsion/evaporation (b)
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

9 Figure 3. 'H NMR (DMSO-ds) spectra of nanoparticles produced via o/w
10  emulsion/evaporation technique. DexNs-15 and various amounts of a-alkyne PLA (M_n =

11 8000 g/mol) have been used with or without addition of CuBr.

DexN3-15 + at-alkyne PLA without CuBr
DexN 3-15 + commercial PLA

DexN,-15 + 50% commercial PLA +50% o.-alkyne PLA with CuBr JJ

.
L
.
L

DexN,-15 + ai-alkyne PLA with CuBr ,J

12 8.5 8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3,5 3.0 25 20 1,5 1.0 ppm

13
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

14 Figure 4. Zeta potential of nanoparticles made by o/w emulsion/evaporation technique

NaCl concentration [mol/L]
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

TABLE CAPTIONS
Table 1 Dex-g-xPLAm-g-yN3 characteristics

Table 2. Characteristics of nanoparticles
a) obtained by nanoprecipitation of Dex-g-xPLAm-g-yN3 (10 g/L in organic solvent

(acetone/water 95/5 v/v))

b) formulated with o/w emulsion/evaporation technique. a-alkyne PLA (M_n =8 000 g/mol)

has been used. The concentration of PLA in organic solvent was 25 g/L.
Table 3. Characteristics of Dex-g-xPLAm-g-yN3 produced at liquid/liquid interface

Table 4. Amount of dextran (mg dextran / g PLA) in nanoparticles before and after contact

with 1 wt% SDS solution.
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

Table 1. Dex-g-xPLAn-g-yN3 characteristics

a-alkyne PLA

a) Theoretical M, °)

SEC My, *

Dex-g-xPLAn-g-yN3 *  DexNs-n * (M, g/mol)  PPLA (@/mol) dn/dc @/mol) Ngrafts
Dex-g-9.5PLAgo00 DexN3-9.5 8 000 81 196 300 0.035 152 300 15
Dex-g-14PLAsy00-g-10N3  DexNs3-24 5200 79 198 200 0.029 229 600 36
Dex-g-42PLA1400 DexN;-42 1 600 75 187 300 0.039 196500 95
Dex-g-82PLA1q00 DexN;-82 1 000 75 230 000 0.036 184200 133

* . for explanations, see materials and methods part

a) From equation (3)
b) From equation (4)
¢) From equation (5)
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

Table 2. Characteristics of nanoparticles
a) obtained by nanoprecipitation of Dex-g-xPLAmn-g-yN3 (10 g/L in organic solvent (acetone/water 95/5 v/v))

b) formulated with o/w emulsion/evaporation technique. a-alkyne PLA (M_n =8 000 g/mol) has been used. The concentration of PLA in

organic solvent was 25 g/L.

a)

Dex-g-XxPLAR-g-yNs*  ppa® Dz (nm) PDI mg dextran / g PLA
Dex-g-9.5PL Aggoo 80 125 0.146 -
Dex-g-42PL Asggo 75 147 0.126 140
Dex-g-82PL A1ogo 75 131 0.085 222

b)
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

DexNs-15 + 50 % DexNa-15 + o DexNz-15 +
DexCe-14 + DexN3z-15 + commercial PLA alky:e PLA a-alkyne
commercial PLA  commercial PLA  + 50% a-alkyne PLA PLA without
+ CuBr
+ CuBr CuBr
Dz (nm) 120 160 150 150 150
PDI 0.01 0.05 0.10 0.10 0.20
Apz (nm) © 11 30 20
mg dextran / g PLA ; 216 118 210 382 70
I (mg/m?) ¢ 4.45 1.49 6.42

a) From Equation (3)

b) From Equation (8). In case of commercial PLA nanoprecipitated in the presence of DexCg-14, the amount of dextran was estimated to be 94
mg dextran/g PLA.

c¢) From Equation (10)

d) From Equation (9)
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

Table 3. Characteristics of Dex-g-xPLAn-g-yN3 produced at liquid/liquid interface

a-alkyne PLA/commercial PLA weight ratio (%)

0 50 100
a-alkyne PLA (g) * 0 0.0125 0.025
Commercial PLA (g) 0.025 0.0125 0
DexNs-15 () 0.05 0.05 0.05
Ns/alkyne molar ratio 0 26.25 13.12
pr[ggﬁégeaxgt'-tﬁem;gt'gr';'gce DexNg-15| Dex-g-1.4PLAgooo-g-13.6Ns | Dex-g-2.5PL Agogo-g-12.5N3
% alkyne ** 0 36.8 13.1

* Mn =8 000 g/mol
** estimated from equation (6)
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

58  Table 4. Amount of dextran (mg dextran / g PLA) in nanoparticles before and after contact with 1 wt% SDS solution.

59

DexCs-14 +
commercial PLA

DexNsz-15 +
commercial PLA

DexNs-15 + a-alkyne
PLA (8 000 g/mol) +

DeX-g-9.5PLA8000

CuBr
Before SDS | After SDS | Before SDS | After SDS | Before SDS | After SDS | Before SDS | After SDS
o/w emulsion/evaporation 216 0 118 0 382 360 - -
nanoprecipitation 94 0 - - - - 210 200
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

Supporting Info

S1. DexNs-n characteristics

Equivalent of Hydrophobic/hydrophilic

Name compound 1 per 100 n* molar fraction

glucose units (%)**
DexNs-4.2 5 4.2 3.5
DexN3-9.5 10 95 1.7
DexNs-15 18 15 1194
DexN3-24 25 24 17.1
DexN3-42 50 42 26.5
DexN3-82 100 82 41.3

*n is the modification degree estimated using equation (1)
** The hydrophobic/hydrophilic molar fraction has been estimated using

n*139
n*301+ (100—n)*162

*100

where 162 and 301 are the molar masses of glucose unit and of glucose unit carrying one Ns-

end alkyl chain (its molar mass is equal to 139), respectively.
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

70  S2. 'H NMR (DMSO-dg) spectra of Dextran, DexNs-24 and purified Dex-g-14PLAs200-g-

71  10Ns

Dextrane.g-PLA.g-N,

Glucosidic protons
. gy A 8 DMSO c
e o H
o
i~h N " = AN
Ny H,0
N—N
i T ¢
0 c:~, k
O'Eé—i‘.!blt—o}u ] 1
a n
Dextran
i
A

Dest -24

e Pusm ki W
- JJ

72 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.8 2.0 1.8 1.0 ppm
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Elaboration de Nanoparticules pour [’encapsulation d’un inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Objectif 1)

S3. SEC chromatograms of DexNs-9.5, a-alkyne PLA (M_n = 8 000 g/mol), purified and

unpurified Dex-g-9.5PL Agooo (DMF-LICI, refractometric detection).

1,2
------ Dex N3-9.5
1 o - = == Alkyne PLA 8000
I\ Unpurified copolymer
0,8 Iy = + =Ppurified copolymer

RI detection (a.u)
o
»

0,4

0,2

10 12 14 16 18 20
Elution volume (mL)

221



Utilisation de la Chimie-click pour la fonctionnalisation de nanoparticules destinées au ciblage de principes actif dans la
thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

S4. Schematic conformations of Dex-g-PLA copolymers at the surface of nanoparticles

Wy

Stabilizat'ion - case of copolymers Destabilization - case of copolymers
with few long grafts with many short grafts
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Utilisation de la Chimie-click pour la fonctionnalisation de nanoparticules destinées au ciblage de principes actif dans la
thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

S5. 'H NMR spectra (DMSO-ds) of washed and freeze-dried nanoparticles before and after
contact with 1 wt% SDS solution.

a) Case of nanoparticles made by o/w emulsion/evaporation (DexN3-15 + commercial PLA)

b) Case of nanoparticles made by o/w emulsion/evaporation (DexNs-15 + a-alkyne PLA (8000
g/mol) + CuBr)

a)

After SDS (1%, 1 day) Y, l '
L

T T T T T T
9 8 7 6 5 4

L
Before SDS _ UvJU* M UJ 'J Ldl\ |
o
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Utilisation de la Chimie-click pour la fonctionnalisation de nanoparticules destinées au ciblage de principes actif dans la
thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

b)
Before SDS ]U |
. AT ] 4 LL )
. | f w
After SDS (1%, 1 day) ey waﬂuu; m’ﬁlh IL_L'* LV\I\_J‘___H_E\"'
ppm o5 &5 & 75 70 &5 &0 55 Sp 45 40 &5 a0 25 20 15 10 05 00

2. Nanoparticules de troisiéme génération : Fonctionnalisation en surface

Nous venons de démontrer la trés grande efficacité et I’apport de la Chimie-click aux nanoparticules.
Que cette Chimie-click soit employée en amont (obtention préalable des Dex-g-PLA-g-Ns) ou lors du
procédé d’émulsion/évaporation de solvant, les nanoparticules obtenues conservent leur stabilité
colloidale et leur taille. De plus, la couche de dextrane se trouve alors fixée de maniére covalente au
cceur PLA, ce qui assure une stabilité accrue des nanoparticules en milieu salin ou en présence de
tensioactif anionique.

Le 3¢me objectif que nous nous étions fixés lors de ce doctorat était de produire des nanoparticules
aptes a cibler spécifiquement certaines cellules particuliéres. Plus précisément, nous avions envisagé
d’employer ces particules dans une thérapie anticancéreuse, en ciblant les néovaisseaux qui irriguent
les cellules tumorales. Le but de cette étude étant de fixer un peptide ciblant la neuropiline 1
surexprimée a la surface de ces néovaisseaux. Nous montrerons dans les pages qui suivent les résultats
qualitatifs d’une post-modification de nanoparticules.

Les particules utilisées pour cette post-fonctionnalisation seront toujours les mémes et seront
élaborées dans les conditions résumées dans le Tableau 26.
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thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

Tableau 26 - Résumé des conditions d'élaboration des nanoparticules utilisées pour la post-
fonctionnalisation

Emulsion/évaporation Nanoprécipitation
DexNs-15 5 mg/mL
PLA a-alcyne (MN:8000g/mol) 5 mg/mL
Dex-g-9,5PLAg400-2-17,4N; - 10 mg/mL
Phase organique 1 mL DCM 5 mL acétone/eau (95%/5%)
Phase aqueuse 10 mL eau 10 mL eau
Chimie-Click durant la sonication | durant la synthése du copolymere
Z-Average mesuré par HPPS 150 nm 189 nm
Epaisseur de couche hydrophile 11
(inqjg?gtdeedpel_i;extrane/ g de PLA 382 205

2.1. Post-fonctionnalisation a I’aide d’une sonde fluorescente modéle

Tout d’abord, une molécule modéle fluorescente a base de coumarine (Figure 115) est utilisée pour
effectuer la post-fonctionnalisation des nanoparticules en lieu et place du marqueur de reconnaissance.
L’utilisation de cette sonde nous permettra de mettre en évidence rapidement la faisabilité de cette
fonctionnalisation en surface des nanoparticules.

Figure 115 : Molécule modéle fluorescente utilisée

La post-fonctionnalisation qui se déroule a la surface des nanoparticules se réalise en mettant en ceuvre
une réaction de Chimie-click entre le dérivé coumarine et le dextrane-g-PLA-g-N; présent a la surface des
particules selon le schéma suivant:
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thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

N3

N-N

W\ /
o °
o—fecHol \ °©
© O

Schéma 5 - Réaction de Chimie-click entre le copolymere (localisé a la surface des nanoparticules) et
le dérivé de coumarine

Pour vérifier que cette post-fonctionnalisation se déroule bien et que le dérivé coumarine n’est pas juste
adsorbé a la surface des particules, deux expériences ont été réalisées : I’'une avec CuBr, l'autre sans
CuBr. Comme les quantités de sondes fluorescentes utilisées sont trop faibles pour étre analysées par
RMN 'H, nous vérifierons le greffage de maniére qualitative, sous irradiation par lumiére U.V. a 345 nm
aprés lavage et redispersion. La Figure 116, qui montre les suspensions irradiées par une lampe U.V.,
confirme la présence de molécules fluorescentes a la surface des nanoparticules lorsque la post-
fonctionnalisation est réalisée avec CuBr. En effet, aucune fluorescence n’est observée avec les
nanoparticules initiales ou lorsque la tentative de post-fonctionnalisation est réalisée sans CuBr. Ce
résultat est observé pour des nanoparticules obtenues par nanoprécipitation de Dex-g-9,5PLAg40-2-
17,5N3, mais également dans le cas des nanoparticules produites par émulsion/évaporation de solvant en
utilisant le DexN;-15 comme tensioactif.

2

Nanoparticules Nanoparticules
avant post-fonctionnalisation post-fonctionnalisées

Figure 116 - Suspensions, sous lumiére U.V., de nanoparticules réalisées par nanoprécipitation
(gauche) et par émulsion/évaporation de solvant (droite) et post-fonctionnalisées (avec CuBr) ou non.
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thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

Apres avoir prouvé qualitativement la post-fonctionnalisation des particules, il nous semblait important
de réaliser une mesure de taille pour vérifier que la suspension conserve ses principales caractéristiques
lors de cette modification. Le diamétre moyen Z-average des nanoparticules aprés post-
fonctionnalisation est tout a fait comparable (légérement supérieur) a celui de la suspension avant
fonctionnalisation (Figure 117). On peut alors conclure que le greffage du dérivé de coumarine ne
modifie donc pas significativement le diamétre des particules.

25 -
z] B
o e
= 15 4
2
E 10
5 1
—+ Ayvant fonctionnalization : Y p—————| M0nm
—e— Aprés Fonctionnalisation “
o @ 2 t =t i )
i 10 100 1000 10000

Z-Average [nm]

Figure 117 - Mesure de taille des nanoparticules avant et apres fonctionnalisation par HPPS (a gauche).
Microscopie Electronique a Balayage MEB (droite) pour les particules fonctionnalisées.

Le principe de fonctionnalisation étant validé pour les deux procédés d’élaboration, nous pouvons donc
tester la post-fonctionnalisation des particules avec la molécule ciblant la neuropiline-1.

2.2, Post-fonctionnalisation a I’aide d’un peptide de reconnaissance

2.2.1. Introduction

Trés brievement, une tumeur cancéreuse correspond a une dégénérescence locale des tissus humains.
La tumeur peut rester stable ou grossir lentement car elle se suffit a elle-méme pour survivre dans
l'organisme. On dit que cet ensemble de cellules est infraclinique. Paradoxalement, a un certain stade
de croissance, la tumeur aura besoin de nutriments extérieurs, notamment d’oxygene, pour continuer
son processus de développement. C’est a ce stade qu’intervient l’angiogenese vasculaire, a savoir la
création de vaisseaux sanguins qui relient le réseau sanguin préexistant a la tumeur afin de ’alimenter
en nutriments. Parmi les régulateurs clés de |’angiogenese figurent les facteurs de croissance
d’angiogénese vasculaire (Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF)) et leurs récepteurs, notamment
la Neuropiline-1.

Un des problemes majeurs dans le traitement du cancer réside dans le fait qu’il est difficile de cibler
une tumeur cancéreuse par un systeme de vectorisation des principes actifs et encore plus difficile de
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thérapie anti-cancéreuse (Objectif 2)

la détruire, sans endommager le tissu humain sain environnant et créer alors des effets secondaires que

le patient subit.

Le but de la post-fonctionnalisation des nanoparticules est alors de fixer un peptide ciblant la tumeur
ou les vaisseaux sanguin responsables de son alimentation. Plus précisément, dans notre cas, il s’agit
de cibler la Neuropiline 1 (NRP1) surexprimée a la surface des néo-vaisseaux irriguant la tumeur. Des
études menées dans notre laboratoire par le Groupe de Synthéses Organiques et Biosystémes ont
permis d’isoler un heptapeptide permettant de cibler avec succés la NRP1, a savoir ATWLPPR [3].
Nous avons alors mis a profit ces études et avons modifié ce peptide de maniére a pouvoir le fixer a la
surface de nos nanoparticules de PLA recouvertes d’une couche hydrophile dextrane qui présente des
fonctions N; résiduelles. Une fonction alcyne lui a donc été ajoutée lors de sa derniére étape de
synthése du support solide. Le peptide ATWLPPR w-alcyne est alors synthétisé sur support solide et son
spectre RMN 'H est donné dans la Figure 118 ol l’on remarque le pic correspondant au proton NH
indolique du tryptophane qui résonne a 10,8 ppm et celui du proton de la fonction w-alcyne dans le

massif a 2,2 ppm.
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Proton NH indolique du Tryptophane
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Figure 118 - Spectre RMN "H dans DMSO-dé de ['heptapeptide ATWLPPR-w-alcyne (M=932 g/mol)

2.2.2. Greffage du peptide
Le peptide préalablement modifié sur son unité C-terminale par lintroduction d’une fonction

alcyne est fixé par chimie-click au dextrane-g-PLA-g-N; présent en surface des nanoparticules selon la

réaction décrite sur le schéma 2.
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Cu(l)
ATWLPPR —
b b
H
N OH o+—
OH

N
,N N OH

N
N
\i CH, \\
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[e]
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Schéma 6 - Réaction de Chimie-click entre le copolymére et le peptide fonctionnalisé

Les nanoparticules utilisées ont été élaborées par nanoprécipitation du Dex-g-9,5PLAg4q0-g-17,5N3 ou par
émulsion/évaporation de solvant en utilisant le DexNs;-15 et le PLA commercial, puis purifiées par
centrifugation comme décrit précédemment. Le peptide étant soluble dans U’eau, la post-
fonctionnalisation des nanoparticules se fait aisément en employant directement une suspension. 25mg
de nanoparticules seront mises en suspension dans 10mL d’eau, et 1mg d’ATWLPPR w-alcyne et de
quelque mg de CuBr y sont ajoutés. Les particules sont ainsi laissées sous agitation pendant 12h a Uabri
de U"oxygene pour éviter toute oxydation du CuBr et ainsi permettre a la réaction de Chimie-click d’avoir
lieu.

Dans le

Tableau 27 sont résumées les quantités des différentes entités en présence. Le nombre de fonctions
azide indiqué comme résiduelles correspond aux fonctions azide disponibles, mais celles-ci ne sont pas
forcément accessibles pour la réaction de Chimie-click. En effet, dans le cas de la nanoprécipitation, ce
nombre est estimé a partir du Dex-g-PLA-g-N; employé, avant sa nanoprécipitation. Or, la
nanoprécipitation induit trés certainement que beaucoup de fonctions azide se retrouvent non
accessibles pour la post-fonctionnalisation des nanoparticules, « piégées » au sein de l’objet.

Tableau 27 - Tableau récapitulatif des quantités de chaque entité en présence lors de la post-
fonctionnalisation des nanoparticules élaborées par nanoprécipitation et émulsion/évaporation de
solvant

Emulsion/Evaporation| Nanoprécipitation
Masse de particules 25mg 25mg
N3 résiduelles pour 100 unités glucosidique 12 17,5
Nbre moles de fonctions N3 4.04E-05 3.17E-02
Quantité d'ATWLPPR w-alcyne introduit 1mg 1mg
Nbr de mol de ATWLPPR w-alcyne 1.07E-06 1.07E-06
Ratio fonctions alcyne/azide 0.0266 3.38E-05
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Apres lavage, récupération et fonctionnalisation, de ’EDTA est ajouté a la suspension de nanoparticules
de maniere a capter et extraire le CuBr introduit. Les particules sont ensuite lavées par centrifugation

avec de ’eau.

2.2.3. Preuve par RMN 'H

Apreés dissolution dans le DMSO-d,, les nanoparticules post-fonctionnalisées par le peptide ATWLPPR w-
alcyne peuvent étre étudiées par RMN 'H (Figure 119). Sur ce spectre il est possible de quantifier
chaque entité en présence par des pics caractéristiques:

- 4.67ppm : pic du proton anomere (A) du dextrane
- 5.2ppm : pic du proton méthyne (D) du PLA

Le peptide est représenté par le proton NH indolique du tryptophane (10,8 ppm) et du massif
caractéristique de ce composé entre 6,8 et 8,1 ppm. Le proton du cycle triazole produit par la réaction
de Chimie-click résonne a 8,2 ppm.
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Figure 119 - Spectre RMN "H dans le DMSO-d, des nanoparticules élaborées par Chimie-click In situ lors
du procédeé d’émulsion/ évaporation, puis post-fonctionnalisées par ATWLPPR w-alcyne

Le rapport des intensités des pics A et D, permet d’estimer la quantité de dextrane dans la
nanoparticule selon la formule ci-dessous.
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A, .MasseMolaire

anomérique Dextrane

= Dextrane(mg/
A, . -MasseMolaire,, , (M3 /r)

Ou :
Axanomere : Aire du pic a 4.67 ppm correspondant au proton anomeére du Dextrane
AchpLa - Aire du pic a 5.20 ppm correspondant au proton méthyne du PLA
Masse Molaire de ’unité monomeére du dextrane = 162 g/mol
Masse Molaire de [’unité monomere du PLA = 72 g/mol

On peut alors comparer cette valeur avec celle que nous avions déterminé avant post-
fonctionnalisation des nanoparticules et ainsi s’assurer si cette post-fonctionnalisation est ou non
dégradante.

Une perte d’environ 20% de dextrane par gramme de PLA (de 382 a 297 mg de dextrane/ g de PLA) est
observée apres post-fonctionnalisation des nanoparticules élaborées par émulsion/ évaporation de
solvant (cas DexNs; + PLA a-alcyne). Il semblerait donc que tout le DexN3 ne soit pas relié chimiquement
au coeur PLA mais qu’une partie soit tout simplement adsorbée a la surface. En effet, dans le cas des
nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de Dex-g-PLA-g-N; présynthétisé puis fonctionnalisées,
aucune perte de dextrane n’est observable (Figure 120).
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Figure 120 - Analyse RMN "H dans le DMSO-d, des nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de
Dex-g-9,5PLAg40-8-17,5N3, avant et apres fonctionnalisation par ATWLPPR w-alcyne

La perte de dextrane observée dans le cas des particules élaborées par émulsion/évaporation est
certainement liée a "ajout de UEDTA et aux multiples lavages successifs pour éliminer le cuivre en

solution, ’EDTA introduit et le peptide non fonctionnalisé.

Grace a la Figure 121, nous pouvons confirmer que le peptide introduit ne s’adsorbe pas a la surface
des nanoparticules durant la post-fonctionnalisation. En effet, lorsque les nanoparticules sont mises en
présence d’ATWLPPR w-alcyne, sans addition de CuBr afin qu’aucune réaction de Chimie-click n’ait

lieu, aucune trace du peptide n’est visible par RMN 'H apreés lavage des particules.
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Figure 121 - Spectre RMN "H dans le DMSO-d, des nanoparticules élaborées par émulsion/ évaporation
de solvant en réalisant la réaction de chimie-click durant la sonication. Les particules sont ensuite
mises en présence d’ATWLPPR w-alcyne, avec et sans CuBr.

Cela nous permet de confirmer que la quantité de peptide que nous estimons apres que les particules
post-fonctionnalisées soient analysées par RMN 'H correspond bien a du peptide fixé de maniére
covalente aux nanoparticules.

Un moyen d’estimer ce degré de modification repose sur ’intégration du pic a 10,8ppm (proton NH du
tryptophane de ATWLPPR) qui, en toute rigueur, doit correspondre a l’intégration du pic résonnant a
8,2ppm.

Le pourcentage de modification peut alors étre calculé par :

ANHtryptophane % 100\_

AHanomérique 7
N 3

Ou:

ANHtryptophane
AHanomérique

Autitriptophane €t Avanomere représentent les aires des protons du cycle triazole et anomere,
respectivement

%1007 est la quantité de peptide pour 100 unités glucosidiques

N; représente le nombre de fonction Ns; résiduelles pour 100 unités glucosidiques apres la réaction
de Chimie-click produite in situ pendant ’élaboration préalable des nanoparticules par
émulsion/évaporation de solvant (Tableau 19).
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On peut estimer qu’environ 0,4 % des fonctions N; résiduelles sur les nanoparticules ont réagi avec
I’ATWLPPR w-alcyne lors de la post-fonctionnalisation, alors que nous avions introduit 2,6 % de peptide
par N; résiduelles. Ces valeurs sont extrémement faibles, difficilement détectables par RMN 'H et donc
sujettes a une imprécision importante. L’augmentation de la quantité de peptide introduit devrait
améliorer ce taux de post-fonctionnalisation.

Les résultats préliminaires sont semblables concernant les nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation et post-fonctionnalisées.

Une formulation de nanoparticules a été réalisée par émulsion/évaporation de solvant en utilisant du PLA
a-alcyne, du DexNs-15. Dans ce cas précis, le peptide de reconnaissance est également solubilisé dans la
solution aqueuse de DexN;-15. Cette expérience a été réalisée pour voir s’il était possible de fixer le
DexN3-15 au PLA a-alcyne lors de U’élaboration de la nanoparticule, tout en fonctionnalisant sa surface
par UATWLPPR w-alcyne. Nous réalisons cette formulation avec et sans CuBr. En effet, il a déja été
vérifié qu’il était possible de réaliser des nanoparticules par émulsion/évaporation de solvant du PLA a-
alcyne et du DexNs-15, sans CuBr. L’absence de CuBr ne devait pas permettre ici d’observer du peptide
ATWLPPR apreés post-fonctionnalisation et lavage.
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Figure 122 - Nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant. Le peptide est introduit
dans la phase aqueuse contenant le DexNs-15. La solution organique contient du PLA a-alcyne (spectre
apres lavage).

La Figure 122 nous montre les résultats RMN 'H des nanoparticules redissoutes dans le DMSO-ds. On peut
voir que l’absence de CuBr ne permet pas d’obtenir des particules (aprés lavage) contenant du peptide
adsorbé ou encapsulé. A l’opposé, lorsque le CuBr est ajouté dans la formulation, la réaction de Chimie-
click entre les fonctions N; et le peptide se produit pendant |’étape de sonication. On peut également
voir la présence de pics témoins du peptide (6,5-8 ppm). Ceci nous indique qu’il est donc possible
d’élaborer ET de fonctionnaliser des nanoparticules de PLA en une seule étape.
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2.2.4. Preuve par fluorescence

Une détection par fluorescence du peptide a la surface des nanoparticules semble étre le moyen le plus
précis pour avoir une valeur quantitative de la quantité d’ATWLPPR w-alcyne a la surface des
nanoparticules. Cette technique a l’avantage de quantifier la quantité de peptide a la surface des
particules, sans détruire les particules par solubilisation comme c’est le cas pour la mesure par RMN 'H.

Afin de quantifier in fine la quantité de peptide fixée a la surface des nanoparticules, nous réalisons tout
d’abord une courbe de calibration de la fluorescence de ce peptide dans l'eau. La Figure 123 est une
représentation graphique des mesures de fluorescence réalisées sur différentes solutions a des
concentrations en ATWLPPR w-alcyne connues.
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Figure 123 - Courbes de fluorescence d’ATWLPPR w-alcyne et droite d'étalonnage (excitation faite a 280
nm)

Une fois la calibration effectuée, nous analysons trois suspensions de nanoparticules précédemment
élaborées sous les conditions expérimentales différentes:

Une suspension de nanoparticules élaborées par émulsion/évaporation de solvant en réalisant la
Chimie-click in situ. La suspension lavée est ensuite post-fonctionnalisée par ATWLPPR w-
alcyne. (Fonctionnalisation post-émulsion)

Une suspension de nanoparticules réalisées par nanoprécipitation de Dex-g-9,5PLAg400-g-17,5N3, lavée
puis post-fonctionnalisée par ATWLPPR w-alcyne. (fonctionnalisation post-nanoprécipitation)
Une suspension élaborée par Chimie-click in situ lors du procédé d’émulsion/évaporation de solvant.
Dans ce cas, le peptide est également introduit durant U’émulsion, dans la phase aqueuse

contenant le DexNs3-15. (Fonctionnalisation pendant I’émulsion)
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La Figure 124 représente la fluorescence de nos suspensions de nanoparticules et démontre une nouvelle
fois que la fonctionnalisation de nos particules par le peptide ATWLPPR a été réalisée avec succes,
puisque la bande de fluorescence caractéristique de ce peptide est observée.
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Figure 124 - Preuve par fluorescence de la présence d’ATWLPPR w-alcyne a la surface des nanoparticules

Pour confirmer notre observation de la Figure 121, la fonctionnalisation des nanoparticules par
UATWLPPR w-alcyne durant ’élaboration des particules par le procédé d’émulsion/évaporation de
solvant a bien fonctionnée. En moindre quantité certes par rapport aux post-fonctionnalisations, mais
cela est une nouvelle voie de fonctionnalisation qui nous permettrait de nous affranchir d’une étape de
lavage. On peut toutefois penser que, dans ce cas, une partie du peptide fixé se retrouve a la surface de
la particule et qu’une autre partie peut-étre « au cceur »de la particule. En effet, la spectroscopie de
fluorescence ne permet de visualiser que ce qui est en solution, et non le peptide « emprisonné » dans la
particule par exemple.

Connaissant ’intensité du pic de fluorescence caractéristique du peptide, nous pouvons quantifier la
quantité de peptide greffé a la surface des nanoparticules en utilisant la courbe de calibration
précédemment établie.

Le Tableau 28 nous donne les premiers résultats prometteurs sur la fonctionnalisation des nanoparticules
par le peptide de reconnaissance. Quel que soit le procédé d’élaboration, la post-fonctionnalisation des
nanoparticules conduit a introduire environ 12% du peptide ajouté dans la suspension. La fixation du
peptide en « one pot » durant le procédé d’émulsion/évaporation de solvant n’est au contraire pas d’une
grande efficacité (seulement 5% du peptide est fixé en surface des nanoparticules). Cependant, cette
technique n’est pas a négliger tant que nous n’aurons pas déterminé la quantité minimale de peptide
nécessaire a une étude biologique correcte. Le peptide étant onéreux aucune étude de fluorescence n’a
encore été réalisée en faisant varier la quantité de peptide initialement introduite dans les suspensions.
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Tableau 28 - Calcul de la quantité de ATWLPPR w-alcyne a la surface des nanoparticules.

Quantité de Quantité de ATsvrfgslgtz?a?ene
ATWLPPR w-alcyne | ATWLPPR w-alcyne 5 Y
. . a greffée calculée par
introduite mesurée par R
s . rapport a la
initialement fluoréscence e Fhoire]
quantitée initiale
(mg) (mg)
(%)
_ Dex-g-PLA+ ATWLPPR w-aloyne 1.25 0.15 11.79
Fonctionnalisation post émulsion/évaporation
Dex-g-9z5PLAs?oo-g'-17,5N3 + ATWLl?P!? fu-al'cyne 1.00 0.13 12.54
Fonctionnalisation post nanoprécipitation
DexNg'-15 + !’LA'a-al'cyn'e + ATWLPPR (lu-alcy'ne 1.36 0.07 5.03
Fonctionnalisation in situ pendant I'émulsion

3. Conclusions et perspectives

L’inconvénient majeur des nanoparticules de PLA recouvertes de DexC est lié a la stabilité de la
couronne hydrophile dans des milieux aggressifs tels que les fluides biologiques. Pour “mimer” ces
fluides, un tensioactif anionique (SDS) réputé pour désorber les couches polymeres adsorbées a la
surface d’un matériau a été employé. En liant de facon covalente la couche hydrophile
polysaccharidique sur le coeur PLA, nous garantissons une fixation irreversible de la couronne. Le
temps de circulation de ces nanoparticules apreés injection intraveineuse devrait donc s’accroitre.

L’usage de la réaction de Chimie-click en amont ou pendant la formulation des nanoparticules nous a
permis d’élaborer des nanoparticules tout a fait similaires a celles déja obtenues au laboratoire par les
procédés d’émulsion/évaporation de solvant ou nanoprécipitation en terme de diametre moyen,
stabilité colloidale en solution saline,.... Néanmoins, ces nanoparticules présentent dorénavant une
stabilité bien plus élevée car la couche polysaccharide “résiste” a |’agression du SDS.

En plus d’assurer le lien entre la couronne et le coeur de la particule, la réaction de chimie-click s’est
avérée étre un atout pour post-fonctionnaliser la surface des nanoparticules et ainsi orienter nos
travaux vers des particules de 3™ génération. Une sonde modéle de fluorescence dérivée de la
coumarine a validé le concept de post-fonctionnalisation de ces nano-objets. Des objets de troisieme
génération sont ainsi élaborés de maniére relativement simple et rapide, sans aucune détérioration.
Apres validation du concept, la post-fonctionnalisation des nanoparticules par un peptide de
reconnaissance a été démontrée avec succés. La quantification du peptide alors fixée en surface des
nanoparticules s’est avérée délicate par RMN 'H; mais la spectrométrie de fluorescence a permis
d’évaluer le taux de fixation.

Dans un futur proche, il serait intéressant, au regard des résultats biologiques, d’estimer la quantité
minimale de peptide de reconnaissance a fixer a la surface des nanoparticules et d’étudier plus en
détail cette fonctionnalisation durant [’élaboration méme des nanoparticules. De plus, ’encapsulation
d’un principe actif au sein de ces objets, dont Uefficacité a pu étre démontrée durant le chapitre
précédent, pourrait également avoir lieu durant ’élaboration des nanoparticules. Nous serions alors en
présence de systemes de délivrance de principes actifs de troisiéme génération, élaborés en une seule
étape .
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1. DexC6

1.1. Synthése
La nomenclature que nous utiliserons pour les dérivés obtenus est DexC¢-n, ol n représente le taux de
substitution correspondant au nombre (n) de chaines alkyle greffées pour 100 unités glucosidiques. Ce

taux de substitution est déterminé par analyse RMN 'H. Il est parfois également noté Degré de
Substitution (DS).

1.1.1. Schéma réactionnel

oM .t TBA+ OB- - OH + HO
v O Diméthylsulfoxide O.TES:%
CH (DMSO) :
Hydroxyde de
Dextrane tétrabutylammonium

Voo

1,2-époxyoctane

TBAOH :— ’
" TB

Milien aguemx B

(g -
3

%
)

. AT
Dialyse

Dextrane C 5

Schéma 7 - Synthése du dextrane-Cg

1.1.2. Protocole

- Dissoudre 1g de Dextrane T40 (Wv~ 35 000 g/mol) pur dans 10 mL de DMSO (HPLC grade, Sigma
Aldrich) pendant 3h, sous agitation magnétique a 40-42°C

A température ambiante, ajouter x équivalents par unité glucosidique (X €q/ unité gucosigique) d’Une solution
d’hydroxyde de tétrabutylammonium a 1 mol/L (solution commerciale de TBAOH : solution aqueuse a
40% massique, Sigma Aldrich) + y €q/ it gucosidique d€ 1-2,€poxyoctane (Sigma Aldrich) selon le taux de
substitution recherché. Laisser agir 48h sous agitation magnétique et a température ambiante.

L’élimination du TBAOH se fait par dialyse contre un mélange eau MilliQ/éthanol 96% (50/50 v/v)
pendant 7 jours, puis contre de l’eau MilliQ pendant 7jours. Changer I’eau de dialyse 4 fois par jour.
Aprés dialyse, transférer la solution dans un ballon de 1L et mettre a lyophiliser 48h. Si un gel apparait
pendant la dialyse, séparer la suspension et le gel avant la lyophilisation pour pouvoir caractériser
séparément chaque phase.
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1.1.3. Estimation du taux de modification par RMN 'H

Les spectres RMN 'H des divers DexC4 obtenus ont été réalisés dans le DMSO-d (Figure 125). Ils nous
permettent d’identifier clairement les protons (d,e) de la chaine alkyle au nombre de 13, ainsi que le
proton anomeére (a) de chaque unité glucosidique du dextrane (4,7 ppm). Les protons (b,c) de la chaine
alkyle, ainsi que le proton OH (1) résonnent sous le massif correspondant aux protons glucosidiques (3-4
ppm). Les pics situés a 4,4 , 4,8 et 4,9 ppm correspondent respectivement aux 3 protons hydroxyle des

unités glucosidiques [5].
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Figure 125 - Spectre RMN '"H dans le DMSO-d, du DexC4-14

Il est alors facile de calculer le taux de substitution (n) selon I’équation :

Acw, + Acw, )

1 +
n= 3 7><100

anomérique

OU Achz, Acz €t Apanomere COrrespondent aux intégrales des pics attribués aux protons (d), (e) et (a)

respectivement (Figure 125).
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2. Dex-g-PLA-g-N;
2.1. Synthése des DexN;

2.1.1. Acide activé porteur d’une fonction azide

I 0 + N + COy
":Wu + "\:\HJ]\H\/:/" — - "‘/\/\/Y \=,"I

cDl

Schéma 8 - Activation de la fonction acide

Pour éliminer les traces d’eau lors de la manipulation, la verrerie est mise a ’étuve et le montage purgé
sous azote. Le solvant choisi pour la réaction d’activation de la fonction acide est du dichlorométhane
anhydre (DCM) (Schéma 2). Dans le ballon réactionnel (Schéma 3), on introduit alors la
carbonyldiimidazole (CDI) dans 250 ml de solvant. L’acide, dilué a 50% par le solvant, est ajouté goutte a
goutte pendant 5 minutes et on observe progressivement une libération de CO, formé. Le milieu
réactionnel est maintenu sous agitation pendant 2h30.

La CDI est partiellement soluble dans le dichlorométhane contrairement au produit final qui U'est
totalement: on observe donc une diminution de la turbidité du milieu au fur et a mesure de la réaction.

Acide + CHCI,

CDI+CHCI,

Schéma 9 - Montage utilisé pour la synthese de l'acide activé
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Dans une ampoule a décanter, le milieu réactionnel est lavé avec 100ml d’eau et la phase organique est
récupérée. On hydrolyse ainsi la CDI en excés qui se solubilise alors dans la phase aqueuse. Cette phase
est lavée au dichlorométhane. La totalité des phases organiques est ensuite lavée deux fois a ’eau puis
séchée sur MgS0,, filtrée et évaporée au rotavapor. Le produit final est conservé au congélateur et
utilisé sans autre purification.

Une analyse RMN 'H dans le CDCl; indique que le produit synthétisé est pur a 96%. (Figure 126).
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Figure 126 - Spectre RMN "H dans le CDCl; de l'ester activé apreés purification

2.1.2. Fonctionnalisation du dextrane par des groupes N;

Pour obtenir un taux de modification correct, il faut éviter toutes traces d’eau lors de la réaction (tant
au niveau des réactifs que du montage) qui réagirait avec ’acide activé. C’est pourquoi le dextrane est
séché (chauffage a 100°C sous vide dynamique). De méme, le solvant (DMSO) est distillé sur hydrure de
calcium et sous azote avant réaction. Le DMSO est introduit via une canule dans le ballon réactionnel
contenant le dextrane, puis apres solubilisation, ’acide activé est introduit via une seringue. On ajoute
alors x équivalents d’acide activé pour 100 unités glucosidiques selon le taux de modification désiré. La
réaction se fait a 50°C pendant 48h (Schéma 4).
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DMSO NN
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Schéma 10 - Formation du DexN;

La solution réactionnelle brute est concentrée par distillation du DMSO sous vide (a 60°C) puis le DexN;
est précipité par un grand volume d’éthanol, puis récupéré par filtration. Le solide est alors lavé une
seconde fois a ’éthanol puis filtré. La poudre est séchée sous vide dynamique a 30°C.

2.2. Synthése des PLA a-alcyne

Pour pouvoir controler la longueur de la chaine polymere, il faut éviter toute trace d’eau. C’est pourquoi
le toluéne est distillé une premiére fois sur hydrure de calcium, puis distillé sur paroi froide en présence
de polystyryllithium. De méme, ’alcool propargylique est distillé sur paroi froide en présence d’hydrure
de calcium.

Le monomeére (D,L-lactide) est quant a lui recristallisé trois fois dans le toluéne puis séché sous vide (a
50°C).

Dans un ballon monocol, le lactide est dissout dans le toluéne puis les solutions d’alcool propargylique et
d’octoate d’étain dans le toluene sont introduites. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a
100°C pendant une nuit. La réaction est arrétée par acidification du milieu (mélange d’éthanol et
d’acide acétique).

Le mélange est concentré par évaporation sous vide (pour éliminer le maximum de toluéne), puis dilué
dans un minimum de tétrahydrofurane (THF). La précipitation est réalisée par un volume dix fois plus
important d’éthanol. Un produit solide est obtenu apres séchage a l’étuve sous vide.
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2.3. Synthése des copolyméres Dex-g-PLA-g-N3

2.3.1. Protocole opératoire

La réaction de chimie-click a été menée en milieu homogéene dans 10mL de DMF (N,N-
diméthylformamide) (Schéma 5).

1 Cubr + 0,1 Cu° H

D CH <E h
a H
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Dextrane-g-PLA-g-N.,

Schéma 11 - Greffage des greffons PLA sur le dextrane pour Chimie-click

Le dextrane-N; et le PLA a-alcyne sont pesés et introduits dans un schlenk. Le volume de DMF est ajouté
et le systéme est maintenu sous agitation jusqu’a la compléte dissolution des produits. Le catalyseur
utilisé est le Cu(l) introduit sous forme CuBr. En présence de dioxygene le Cu(l) s’oxyde en Cu(ll), qui
n’est pas catalyseur de la réaction. Afin d’éviter cette oxydation, un barbotage de la solution par [’azote
est réalisé pendant 10min avant l’ajout du catalyseur. Du Cu® est également ajouté au milieu
réactionnel. En effet, la médiamutation de Cu(ll) peut éventuellement se former. Le Cu’ introduit
conduit alors au renouvellement de Cu(l). Les quantités de Cu(l) et Cu° utilisées sont respectivement de 1
équivalent de Cu(l) et de 0,1 équivalent de Cu° par fonction azide. L’ajout de Cu(l) et Cu® entraine une
légere coloration jaune du milieu réactionnel. Si des traces de dioxygene sont présentes dans le milieu la
coloration vire au vert, conséquence de la formation d’ions Cu(ll).

Apres 'ajout du catalyseur le milieu réactionnel est maintenu clos et sous agitation pendant 24h a
température ambiante (Schéma 5).

Schéma 12 - Montage expérimental de la réaction de chimie-click
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2.3.2. Purification des copolymeéres

De maniére a avoir une concentration permettant une bonne précipitation de ces produits, on dilue le
milieu réactionnel avec un mélange composé de 5% d’eau et 95% d’acétone. La précipitation du Dex-g-
PLA-g-N; est réalisée par une solution aqueuse d’EDTA qui permet alors de complexer le Cu(ll). Le Cu(l)
s’oxyde en effet en Cu(ll) a Uair libre. La solution prend alors une coloration bleutée. Le solide récupéré
par filtration est redissout dans ’acétone pour une deuxiéme précipitation. Le solide final est ensuite
lyophilisé.

Si la précipitation par l’eau se déroule mal, on procéde par dialyse (boudin de MWCO de 8000, contre une
solution aqueuse d’EDTA pendant deux jours, puis contre de ’eau (pendant deux jours supplémentaires)
suivie d’une lyophilisation. On constate que les solides obtenus présentent une teinte légérement verte :
malgré les lavages, le Cu(ll) n’a pas été éliminé dans sa totalité.

2.3.3. Caractérisation par RMN 'H

Les mesures de Résonance Magnétique Nucléaire sont réalisées a ’aide d’un appareillage BRUKER Avance
[l 300MHz dans lequel est installé une sonde BBFO 5mm. Cet appareil est équipé du logiciel TopSpin3.0
pour le traitement des données.

247



Matériels et méthodes

La superposition des spectres RMN 'H (DMSO-d6) du copolymére et du dextrane-N; (Figure 127) met en
évidence les pics caractéristiques de la chaine polysaccharide et U'apparition des pics (C) et (D)
correspondants aux protons CH et CHs; des greffons PLA (5,2 et 1,4 ppm). Par ailleurs, on peut également
noter ’apparition du pic B a 8,15ppm correspondant au proton du cycle triazole. Ceci atteste que le PLA

s’est bien greffé sur le dextrane via la formation de ce cycle par la cycloaddition dipolaire 1,3 de Huisgen.

Dextrane -g-PL.!‘L-g-I-I3
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Figure 127 : Spectre RMN "H dans le DMSO-d6 du copolymeére Dex-g-16PLAswo-g-11N;

Quelle que soit la quantité de PLA commercial utilisée par rapport au PLA a-alcyne dans la phase
organique, il est possible de déterminer le nombre de cycles triazole produits pour 100 unités
glucosidique et ainsi le pourcentage de fonctions N; ayant réagi (par rapport au nombre de fonctions N3
introduites). Ce nombre de cycles triazole produits pour 100 unités glucosidiques correspond au nombre
de chaines PLA a-alcyne (Mn=8000 g/mol) greffées pour 100 unités glucosidiques. On connait alors « x »
et « m » de notre nomenclature Dex-g-xPLA,,-g-yN; des copolymeres formés a 'interface par chimie-

click.

Par différence entre le degré de substitution du DexNs utilisé et du nombre de fonctions N; qui ont réagi
par 100 unités glucosidique, on peut estimer alors le « y » (nombre de fonctions N; résiduelles pour 100

unités glucosidiques).
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Le pourcentage de fonctions N; ayant réagi pour 100 unités glucosidique est donné par:

AHtriazoIe lx 100

AHanomérique 7

AHanomérique X DSDexN3

Ou:
- Adtriazole €t Ananomere représentent les aires des protons du cycle triazole (B) et anomére (A),

respectivement

AHtriazoIe lx 100

LA
de N3 ayant réagi, pour 100 unités glucosidique.

- DSpexns représente le Degré de Substitution du Dextrane-Ns (Ici 15%). Ananomere X DSpexnz représente
alors le nombre total de fonctions N; introduit.

représente le nombre de cycles triazole produits, et donc le nombre
Hanomérique 7

De plus, le spectre RMN 'H réalisé aprés purification permet de déterminer le degré de substitution de
la chaine dextrane par les greffons PLA (noté x dans la nomenclature). Le rapport entre l’intégration
du pic B et celle du pic A (proton anomeére) donne la quantité de greffons PLA fixés réellement sur 100
unités glucosidiques selon la formule:

x:100A
B
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3. Techniques de caractérisation des dérivés du dextrane
3.1. Mesure de tension superficielle
Des mesures de tension superficielle ont été réalisées sur des solutions aqueuses des différents DexCg

obtenus afin d'évaluer leur pouvoir tensioactif, et ainsi leur capacité a stabiliser une émulsion huile dans
eau.

3.1.1. Principe
Linterface liquide/air présente un caractere plus ou moins "élastique” selon les caractéristiques propres
du liquide étudié. Ce phénomene est quantifié par la mesure de la tension de surface (o) du liquide qui

représente le travail réversible a fournir au systéeme pour augmenter la surface du liquide d'une unité. (o)
peut étre calculée par :

aU )
03 )TOC

Avec : - 0Us la variation d'énergie interne de la région interfaciale ;

O =

- 0S la variation de surface.

La technique de mesure de la tension superficielle utilisée dans cette étude est celle de lanneau de
Lecomte Du Noliy. Ce systéme consiste a étirer un ménisque du liquide étudié au moyen d'un anneau en
platine. Le fil doit avoir une section uniforme aussi circulaire que possible et le plan de l'anneau doit étre
parfaitement paralléle a la surface du liquide. Dans un premier temps, l'anneau est plongé sous la surface
du liquide. La cuve contenant le liquide est ensuite lentement abaissée et l'on mesure simultanément la
résultante verticale des forces s'exercant sur lanneau en s'étant au préalable affranchi du poids de
l'anneau. Quand l'anneau atteint la surface, il ne la traverse pas mais 'étire en formant un ménisque,
augmentant ainsi l'aire interfaciale (Figure 128).

Figure 128 - Evolution du ménisque pendant l'‘arrachement de l'‘anneau
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Expérimentalement, il est possible d'observer qu'au fur et a mesure de l'étirement du ménisque, la force
de traction augmente pour passer par un maximum : au-dela elle décroit jusqu'a rupture du ménisque. Il
est alors possible de déterminer la tension superficielle (o) du liquide étudié par la seule connaissance de
l'intensité de la force en son maximum par la relation :

_F™ [R{ApgR*))

oc=—J|—. i
4zR™\r L F™ Jj

Avec : - Fmax lintensité maximale de la force de traction ;
- R le rayon de lanneau ;

- r le rayon du fil de platine ;

- g la force de gravité ;

- Ap la différente de densité entre le liquide et lair ;

- J le facteur correctif de Harkins et Jordan.

Dans les conditions du laboratoire, il est possible de mesurer la tension superficielle d'un liquide avec une
erreur de 0,5 mN/m. Cette précision peut étre obtenue avec de nombreuses méthodes en tenant
cependant compte de certaines corrections dans les calculs et en effectuant les manipulations avec soin.
Il faut noter que la valeur mesurée de la tension superficielle d'un liquide n'a de signification que lorsque
la température a laquelle la mesure a été effectuée est controlée et quand le ménisque du liquide n'est
pas refroidi par évaporation. De plus, la source d'erreur la plus importante reste la présence d’impureté
ou de contamination dans le liquide.

3.1.2. Mode opératoire

La solution en polymere amphiphile la plus concentrée est préparée 24 h a l'avance avec de l'eau MilliQ
(systéeme de filtration Millipore). Les mesures de tension superficielle sont effectuées a laide d'un
tensiometre Kriiss K20 EasyDyne, automatique, qui donne directement la valeur de (o). Un bain
thermostaté a 25°C est utilisé afin que la température de mesure soit identique pour tous les
échantillons.

Le pilulier constituant la cellule de mesure et destiné a recevoir la solution a analyser est au préalable
rincé abondamment a l'eau puis a l'acétone et séché. Il est important qu'il ne subsiste aucune trace de
savon ou de solvant volatil afin de ne pas fausser les mesures. L'échantillon de solution, soit 20 mL, est
introduit dans le pilulier et laissé au repos 24h pour permettre la stabilisation de Uinterface par le
tensioactif [3]. Un temps dattente d'un quart d'heure est respecté avant la mesure pour permettre la
stabilisation en température.

Entre chaque mesure, l'anneau est rincé a ’eau puis a l'acétone et séché par la flamme d'un chalumeau.
Une valeur moyenne sur trois mesures successives est calculée pour chaque échantillon. Les solutions les
moins concentrées sont ensuite étudiées apres chaque mesure par dilutions successives et les mesures
sont effectuées selon le méme protocole opératoire. Les concentrations en polymere testées sont de 6.5,
2,1,0.5,0.1,0.01, 0.0001 g/L
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3.2. Caractérisation SEC

3.2.1. Détermination de I’incrément d’indice de réfraction

Un réfractometre nous permet de mesurer l’incrément d’indice de réfraction (dn/dC) d’un
composé avant son analyse SEC.

Une solution de concentration 10mg/mL de polymere (DexCq ou autre) est préparée dans 5mL
de DMF-LiCl (éluant utilisé pour la SEC). Trois solutions diluées de 5mg/mL, 2,5mg/mL et 1,25mg/mL
sont alors préparées par dilutions successives. Les solutions sont injectées dans le réfractométre
différentiel WATER 410. L’intensité | mesurée (proportionnelle a l’indice de réfraction) peut donc étre
tracée en fonction de la concentration massique en polymeére (Cp). Sachant que Uintensité mesurée est
proportionnelle a cette concentration, on peut calculer la pente de la courbe | = ACp. La pente A
correspond, a un coefficient correctif prét, au dn/dC nécessaire au calcul des masses molaires par SEC.

3.2.2. Chromatographie d’Exclusion Stérique

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) est une technique analytique basée sur la rétention
sélective des macromolécules en solution en fonction de leur volume hydrodynamique. Cette technique
permet d’estimer la masse molaire moyenne des polymeéres et leur distribution. Le couplage de cette
technique avec un detecteur diffusion de la lumiere permet d’estimer les masses molaires des polymeres
sans avoir recours a un étalonnage. La théorie fondamentale de la diffusion de la lumiére par des
solutions de polymeres émane des travaux de Debye et Zimm.
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L’équation générale reliant Uintensité de la lumiere diffusée par une solution diluée de polymeére de

masse molaire moyenne en masse Mw a un angle 0 est la suivante [4]:

e 1
R, M, -P@)

2. 4 -C

Ou:
n 2
- la constante K est le produit de plusieurs constantes et en particulier du [d—}— du polymere :
C
27t (dn\2
N,.2: \dc)

- np est U'indice de réfraction du solvant, N, le nombre d’Avogadro et /10 la longueur d’onde de la

lumiére dans le vide.

l,.r?

I,V

- R,est le rapport de Rayleigh, défini comme R, =

- |, est Uintensité lumineuse du faisceau incident

- |, est Uintensité lumineuse du faisceau diffusé a un angle 4.

-V est le volume de la cellule de mesure
- rest la distance de la cellule de mesure au detecteur
- Cest la concentration massique en polymeére

- A2 est le deuxiéme coefficient du Viriel

3.2.3. Systéme employé

Le systéme de chromatographie d’exclusion stérique utilisé est composé d’une pompe Merck HPLC pump
L-6200A (débit de 0,7 mL/min) équipée d’un dégazeur, d’une vanne rhéodyne reliée a une boucle
d’injection de 100 pL et d’un systéme « by-pass », puis d’une série de colonnes Polymer Laboratories. Les
colonnes utilisées sont de type PL gel 5 ym 10°A, 300 * 7.5 mm (PL 1110-6530) et PL gel 5 pm 10°A, 300
*7.5 mm (PL 1110-6550). En sortie de colonnes, se trouve un photodiffusiometre de modele MiniDawn
(Wyatt Technology Corporation). La longueur d’onde du laser est fixée a 690 nm par le constructeur et
trois photodiodes mesurent l'intensité diffusée a 47,6°, 90,0° et 132,4°. Une double détection est
effectuée a l’aide d’un réfractomeétre différentiel de type Waters 410 installé en série. Les résultats sont
collectés et traités par le logiciel Astra 4.90.
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4. Elaboration des nanoparticules
4.1. Procédé d’émulsion/Evaporation de solvant

4.1.1. Cas des systémes PLA commercial + DexCq ou DexN3

La phase aqueuse est composée de 10mL d’eau saturée en acétate d’éthyle ou en DCM (selon le solvant
organique utilisé) dans laquelle est dissous 5mg/mL de DexC, ou DexN; hydrosoluble.

La phase organique est composée de 1mL d’acétate d’éthyle saturée en eau ou de dichlorométhane et de
25mg/mL de PLA commercial (Poly(D,L-lactide), viscosité inhérente 0.55-0.75 - Sigma Aldrich). Si on
désire encapsuler un principe actif (dans notre cas le Pam-LEY), celui-ci est dissous a 1mg/mL dans cette
phase organique.

L’émulsion est grossierement mélangée au vortex manuel (1 minute), suivi de 2 minutes de sonication (1s
pulse - 1s rien). La sonication est réalisée dans un tube falcon de 50mL plongé dans un bain d’eau glacée.

La sonde a ultrasons est couplée a un amplificateur Bioblock Scientific vibracell 75043, placé dans une
enceinte capitonnée.

L’émulsion est ensuite mise dans un pilulier et évaporée dans une étuve ventilée maintenue a 37°C
pendant 5h, sous agitation magnétique. Les particules sont ensuite lavées par centrifugation. La
technique consiste a centrifuger les particules, a remplacer le surnageant par une solution de lavage,
puis a les redisperser par ajout de 10 mL d’eau MilliQ. L’opération est ainsi réalisée plusieurs fois.
Cependant, il arrive trés souvent que les particules s’agregent pendant ces opérations. Les paramétres a
prendre en compte lors de la centrifugation sont la taille des particules a centrifuger, les dimensions du
tube de centrifugation et/ou la quantité de suspension dans ce tube, la vitesse de sédimentation (reliée
avec le paramétre précédent), la vitesse et le temps de centrifugation. Dans notre cas, nous avons
déterminé que quel que soit le procédé d’élaboration des nanoparticules employé, les parametres
suivants pouvaient étre appliqués pour mener cette purification:

- Centrifugeuse GR20-22 JOUAN avec rotor AG 100-18 6 * 100 mL

- les tubes de centrifugation utilisés ont un diametre de 20 mm et sont remplis avec un seul lot de
suspension (~10mL).

- Les tubes sont centrifugés a 8500 tr/min pendant 1h15a 15°C

Aprés le dernier lavage, les particules peuvent étre lyophilisées (lyophilisateur LABCONCO) en présence
d’un cryoprotecteur (D-(+)-Trehalose dihydrate, Sigma-Aldrich a hauteur de 0,4 mg par mg de particules)
pour s’affranchir d’une agrégation permanente lors de leur congélation par azote liquide. Les particules
seront ainsi facilement redispersables dans l’eau (redispersion par U’ajout d’environ 10mL d’eau MilliQ).
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4.1.2. Réalisation d’une Chimie-click in situ

Le procédé employé ici reste le méme que pour ’émulsion/évaporation avec les DexCq ou DexNs. La
phase organique (1 mL) est cette fois-ci du dichlorométhane HPLC grade et contient 25 mg d’un mélange
de PLA commercial et de PLA a-alcyne, en quantité variable. Avant ’ajout de la phase organique, la
solution aqueuse de DexN; (10 mL a 5 mg/mL) est mise a barboter sous azote pendant 30min. On ajoute
ensuite tres rapidement la solution organique ainsi que 5mg de CuBr avant ’étape de sonication. Les
procédés d’émulsification, d’évaporation (2h30 seulement) et de lavage restent similaire que ceux
décrits précédemment.

4.2. Procédé de Nanoprécipitation

4.2.1. Nanoprécipitation de PLA dans une solution aqueuse de DexC¢ ou DexN;

La phase aqueuse est composée de 10mL d’eau MilliQ dans laquelle est dissous 5mg/mL de DexCq ou
DexN; hydrosoluble. 5mL de phase organique sont utilisés (PLA a 5mg/mL dans l’acétone avec
éventuellement de 0.2 mg/mL de Pam-LEY) et sont injectés dans la phase aqueuse a l’aide d’une
microseringue de 500uL Hamilton sous forte agitation magnétique (vitesse d’injection d’environ 0.3mL
par minute). Les particules sont ensuite mises a évaporer a 37°C pendant 2h30 puis lavées (méme
protocole que précédemment).

4.2.2. Nanoprécipitation de copolyméres Dex-g-PLA-g-N;

Le protocole est le méme que dans le cas de la nanoprécipitation du PLA par la solution aqueuse de
tensioactif. Cependant ici la solution aqueuse ne comporte aucun tensioactif et est uniquement
composée d’eau milliQ.

Le copolymeére (non hydrosoluble) est solubilisé dans un mélange acétone/eau (95/5 v/v) a 5mg/mL et
précipité dans les mémes conditions que précédemment.
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4.3. Caractérisation des systémes particulaires
4.3.1. Mesure de taille

4.3.1.1. HPPS

e Principe de la mesure

Le HPPS (High Performance Particle Sizer) est une méthode de mesure de la taille des particules
submicroniques basée sur la rétrodiffusion de la lumiere (Figure 129). Un faisceau laser passe dans une
cuve contenant la dispersion et est diffusé par les particules en suspension. Celles-ci sont constamment
soumises au mouvement brownien et l’intensité de ce mouvement dépend de la viscosité du milieu
dispersant et de la taille des particules. Plus le milieu est visqueux, plus les particules sont grandes, plus
elles bougent lentement.

Le HPPS mesure donc les variations du mouvement brownien dans le temps via les variations de la
diffusion de la lumiére autour d’une valeur moyenne. La lumiére diffusée est récupérée par un
photomultiplicateur et le signal est ensuite traité par un corrélateur numérique permettant d’obtenir
une fonction d’auto-corrélation. Cette fonction traduit la probabilité de retrouver une particule a
Uinstant (t+dt) au méme endroit qu’a U'instant (t). Il s’agit donc d’une exponentielle décroissante en
fonction du temps.

Avec l'appareil HPPS disponible au laboratoire (HPPS-ET Malvern Instruments), les mesures se
font en rétro-diffusion a un angle d'observation de 173° ce qui permet l'étude de dispersions relativement
concentrées. La position de mesure du faisceau sajuste automatiquement en fonction de la
concentration de l'échantillon pour éviter les effets de diffusion multiple. L’appareil possede aussi un
systéme de controle de la température dont les variations pourraient faire varier la viscosité du systeme.

e — ] L]

Laser Atténuateur Echantillon

Détecteur D

Corrélateur

Figure 129 - Principe de fonctionnement du HPPS.

Le HPPS permet d’accéder a une valeur appelée « Z-Average Size » qui correspond a la taille
moyenne de particule en intensité de lumiére diffusée. Il donne aussi la distribution de tailles de
particules en intensité. Afin de renseigner sur ’adéquation de la mesure a la taille réelle des
nanoparticules, l’appareil donne aussi un Indice de Polydispersité (PDI). Cet indice traduit la concordance
entre les courbes de corrélation mesurée et modélisée que 'appareil utilise pour calculer la distribution
de taille. Un PDI inférieur a 0,5 correspond a une mesure relativement conforme.
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Cette méthode est adaptée aux particules submicroniques. Elle ne détecte donc pas les agrégats
de taille supérieure au micron pouvant se former lors de la nanoprécipitation, mais s’avere
complémentaire de la mesure par granulométrie Mastersizer car elle permet de confirmer la taille et la
distribution des particules nanométriques.

4.3.1.1.1. Protocole

1mL de dispersion est placé dans une cuve en plastique puis 3mL de solution NaCl 10*M y sont
ajoutés. La cuve est agitée manuellement puis placée dans U’enceinte permettant de faire la mesure.
Apres la stabilisation de ’échantillon en température et vibrations extérieures, la mesure peut étre
réalisée. Il suffit alors de lancer une SOP pour effectuer la mesure. L’utilisation de la solution de NaCl
permet d’écranter les interactions hydrophobes entre les particules et ainsi d’éviter la formation
d’agrégats.

Remarque : Une SOP (Procédure Opératoire Standardisée) est un fichier ou les parametres nécessaires a
la mesure sont prérentrés. Dans mon cas, j’ai utilisé une SOP pour des particules de PLA dans une
solution de NaCl 10* M. Les données prérentrées dans cette SOP concernent le dispersant (indice de
réfraction et viscosité de la solution NaCl) et les particules (indice de réfraction et adsorption du PLA).
Etant donné que les copolyméres (et donc les nanoparticules) sont constitués a environ 80% de PLA nous
avons pris les valeurs correspondant au PLA.

4.3.1.2. Granulométre Malvern

4.3.1.2.1. Principe de la mesure

Le granulomeétre Mastersizer20000 Malvern (Figure 130) utilisé permet d'apporter une caractérisation
supplémentaire de la taille des nanoparticules. Il permet aussi d’avoir la distribution de tailles des
dispersions en se basant sur le volume des particules dans U’échantillon. Le principe de base de cet
appareil est la diffraction de la lumiére (générée par un laser) par les particules en suspension.
Nombreux modéles théoriques ont été développés afin de décrire ce phénoméne. En particulier, la
théorie de Mie permet de prévoir la diffusion de la lumiére par les particules sphériques, en tenant
compte de la maniere dont la lumiére traverse la particule ou est absorbée par celle-ci. Il faut alors
connaitre lindice de réfraction et ’absorption des particules dans ’échantillon. Chaque taille de
particule possede sa propre image de diffraction. Le Mastersizer capte les images de diffraction générées
par ’ensemble des particules dans ’échantillon et, en se basant sur la théorie de Mie, calcule les tailles
des particules et la distribution de celles-ci.
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Laser

Source de lumiére bleue
Cellule de mesure i /’Q,

Détecteurs = . e

Figure 130 - Mastersizer20000 Malvern [5]

En labsence de particules, un faisceau laser (Hélium-Néon) converge au centre du détecteur grace a
la lentille placée en sortie de la cellule de mesure. En revanche si des particules se trouvent dans la
cellule de mesure, la lumiere est diffractée sur les autres éléments du détecteur (cellules photosensibles
réparties autour du point central et dont la surface augmente avec leur position angulaire). L’angle de
déviation de la lumiére est inversement proportionnel a la taille de la particule qui la dévie. La lentille a
la particularité de récupérer la lumiére diffusée par un ensemble de particules de méme taille et de la
superposer sur les mémes portions du détecteur. Ainsi, limage de diffraction obtenue rassemble la
diffraction de toutes les particules de ’échantillon et peut étre interprétée grace au modéle de Mie.

L’appareil donne alors la taille des particules sous la forme d(0,1), d(0,5) et d(0,9) ainsi que la
distribution des tailles en prenant comme base le volume des particules. Ainsi d(0,1) représente le
diamétre de particule en dessous duquel se trouve 10% du volume de ’échantillon, d(0,5) le diametre en
dessous et au dessus duquel se situe 50% du volume de U’échantillon et d(0,9) le diamétre en dessous
duquel se situe 90% du volume de I’échantillon.

e Protocole opératoire

La mesure par Mastersizer nécessite la réalisation d’un blanc. Dans le cadre de ces travaux, le blanc
est effectué avec une solution de NaCl a 10 M.

De la méme facon que pour le HPPS une SOP (Procédure Opératoire Standardisée) est lancée et la
mesure peut débuter. L’enceinte de mélange est remplie de la solution NaCl 10M. L’agitation et la
pompe sont mises en marche. La cellule de mesure se remplit alors de la solution NaCl. Le blanc est
effectué : 'appareil détecte 'image de diffraction du blanc qui sera ensuite soustraite a ’image de
diffraction de ’échantillon.

10mL de dispersion de nanoparticules sont alors ajoutés a U’enceinte de mélange, la mesure est
effectuée. L’appareil donne la distribution de tailles en volume de particules ainsi que le d(0,1), d(0,5)
et d(0,9).
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4.3.2. Stabilité colloidale des nanoparticules par turbidimétrie

4.3.2.1. Principe de la mesure

Lorsque les dispersions colloidales floculent ou s’agregent, la taille des particules augmente. Ceci
se traduit par une augmentation de la turbidité du systéme dans le cas ou les particules ont un rayon
inférieure a A/5 (avec A la longueur d’onde de la lumiére d’observation).

Par ailleurs, la turbidité de la suspension est proportionnelle a sa densité optique (DO). En
suivant les variations de la DO en fonction de la concentration en sel, on peut donc suivre les variations
de la turbidité en fonction de la force ionique du milieu dispersant et par ce biais, la variation de tailles
de particules d’une dispersion. Il suffit de bien choisir la longueur d’onde utilisée pour réaliser les
mesures de DO. Pour des particules de taille de Uordre de la centaine de nanometres, des mesures par
spectrophotomeétrie visible permettent de repérer les changements de stabilité.

Long et al. [6] ont développé une méthode permettant de suivre la floculation de dispersions
stabilisées stériquement en fonction de la force ionique. Il suffit alors de mesurer la DO d’une dispersion
en fonction de la longueur d’onde pour une force ionique donnée. Le tracé du log(DO) en fonction de
log(A) donne une droite dont la pente n peut étre calculée. Le tracé de la valeur absolue des pentes n en
fonction de la force ionique donne une courbe de stabilité. Une diminution brutale de |n| témoigne de
’augmentation de la taille des particules et donc des phénomenes de floculation ou d’agrégation

[71[81[9].

4.3.2.2. Mode opératoire

Le but ici est d’évaluer la stabilité colloidale des particules en présence de sels. Nous avons donc
mesuré la variation de DO des dispersions diluées dans plusieurs solutions de concentrations croissantes
en NaCl. Les concentrations en NaCl utilisées sont : 10“M, 10°M, 102M, 10"'M, 1M, 2 M et 4 M.

Des cuves spectrophotométriques ont été remplies avec 3mL de chaque solution NaCl. 1mL de
dispersion de nanoparticules a ensuite été ajouté dans chaque cuve. Les cuves ont été agitées
manuellement et laissées au repos pendant une heure.

Les DO ont été mesurées par un spectrophotometre (UVikon-XL Bio-Tek Instruments) avec un
balayage entre 450nm et 700nm (mesures tous les 50nm). Pour chaque concentration en NaCl, la courbe
log(DO) en fonction de log(A) a été tracée et la pente n calculée. Le tracé des valeurs absolues des
pentes n en fonction de la concentration est ensuite donné.
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4.3.3. Stabilité des nanoparticules en présence de Sodium dodécyl sulfate (SDS)

La suspension des nanoparticules est assurée par la présence, en quantité suffisante, de dextrane a la
surface des particules. Mais ce dextrane est-il simplement adsorbé sur la particule de PLA ou bien ancré
par le biais des chaines hydrophobes greffées au dextrane ? Pour vérifier ceci, une quantité de SDS (1%
massique) est ajoutée a la suspension (10 mL) de particules aprés lavage, centrifugation et redispersion.
Le mélange est maintenu sous agitation magnétique a température ambiante pendant 24h. La suspension
est ensuite lavée par centrifugation de la méme maniere que lors de ’élaboration des particules. La
suspension est ensuite caractérisée par mesure de taille. Si une désorption de la couche hydrophile a
lieu, on observe une déstabilisation de la suspension et donc une augmentation de la taille des
nanoparticules. Les particules lyophilisées sont ensuite dissoutes dans le DMSO-d, pour caractérisation.

4.3.4. Potentiel Zéta

Le but est de mesurer le potentiel Zéta des nanoparticules a différentes concentration en NaCl pour
caractériser U’épaisseur électrocinétique de la couche interfaciale lorsqu’elles seront injectées dans le
circuit sanguin (force ionique 0.15). Les 9 concentrations en NaCl utilisées vont de 10 a 10 mol/L.

1.5mL de suspension a 2,5 mg de particules/mL de suspension, puis 1.5mL de solution de NaCl sont
introduits dans la cuve en U a 'aide d’une seringue de 2mL. On veillera a ne pas laisser de bulles d’air
dans la cuve.

Les valeurs de potentiel sont tracées en fonction de la concentration en NaCl. A 'aide de l’équation de
Booth modifiée, puis de la relation de Gouy et Chapmann, on parvient a estimer |’épaisseur de couronne
polysaccharide (Apz). (Voir chapitre 2 de ce manuscrit)

5. Encapsulation du Pam-LEY

5.1. Synthése du Pam-LEY
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La synthése peptidique sur support solide est effectuée a [’aide d’un synthétiseur automatisé ResPepXL
(Intavis AG) en stratégie Fmoc. La synthése est réalisée dans un réacteur de synthése comportant un
fritté et contenant une résine insoluble. La résine commerciale (Novabiochem) utilisée est une résine de
type Wang (Fmoc-Tyr(tBu)-Wang) et est donnée avec un taux de greffage de 0,7 mmol de sites
réactionnels par gramme de résine. Cela revient a utiliser 286 mg de résine par réacteur (6 réacteurs
chargés chacun de 0,2 mol de Tyrosine). La masse de chaque acide aminé a ajouter (3 équivalents par
site réactionnel) est donnée dans le Tableau 29. Toutes les étapes de couplage et de déprotection se
font dans le N,N-diméthylformamide, DMF (Tableau 30).

Tableau 29 - Quantité dacides aminés a ajouter pour la synthese automatisée

Acide aminé Formulation Masse a ajouter

Tableau 30 - Quantités dagents de couplage, de capping et de solvant de lavages a ajouter

Molécule (ESSSIoH Yolume el Volume de DMF
molécule

En fin de synthese, la résine est séchée sous vide poussé durant 1 nuit. Le peptide est clivé de son
support solide par ajout d’un mélange d’eau milliQ, de triisopropyl silane et d’acide trifluoroacétique
(H.O/TIPS/TFA, 2.5/5/92.5, v/v/v) pendant 4 h. Ce mélange permet a la fois de cliver le peptide du
support solide et de déprotéger les chaines latérales. La résine est lavée successivement 3 fois avec ce
mélange, 3 fois avec du méthanol puis 3 fois avec du dichlorométhane. La solution est évaporée sous
vide. Le produit obtenu est ensuite lyophilisé et conservé au congélateur.

5.2. Dosage par HPLC du Pam-LEY

Le montage est composé d’une pompe merck L-6200 A sur laquelle est montée un injecteur équipé d’une
boucle de 20 pL. Les bouteilles de 500 mL d’éluant sont reliées a un dégazeur 3 entrées elite Alltech. La

261



Matériels et méthodes

colonne utilisée est une Macherey Nagel Nucleosil 300-7 ref 720060 40 reliée a un spectrometre U.V. UV
2000, spectra physics analytical. Les intégrations sont réalisées a l’aide d’un intégrateur Merck D-2500 A.
Les injections sont effectuées avec seringue Hamilton de 500uL. deux éluants sont employés et dégazés
pendant 30min au bain a ultrasons.

Eluant A : eau MilliQ 99.9% + 0.1% de TFA
Eluant B : CH3;CN 80% + 19.9% eau MilliQ + 0.1% de TFA

L’éluant B est composé d’eau car le fait de mélanger ’eau a l’acétonitrile produit une phase gazeuse. Le
mélange préalable de ces deux solvants permet ainsi d’éviter cette production de gaz dans la colonne et
la présence de bulles d’air dans la colonne. Le TFA (acide Trifluoroacétique) est utilisé pour éviter la
prolifération bactérienne dans les éluants, et permet donc d’allonger la durée de vie de la colonne. Cela
semble également stabiliser la ligne de base.

Avant injection, un cycle de stabilisation du systéme est réalisé pendant 12h (10% solvant B et 90%
solvant A a 0.2ml/min). Le cycle d’injection repris d’un protocole étudié par le Groupe de Synthéses
Organiques et Biostructures du LCPM est décrit sur la Figure 131.

50

104

Temps
0 20 3035 50 (min)

Figure 131 - Cycle d'injection du Pam-LEY en solution dans le Diméthylsulfoxide (DMSO), pour une
analyse par HPLC

La détection du Pam-LEY est réalisé par spectroscopie UV-visible a 280nm (absorption par le cycle
aromatique de la tyrosine). Le Pam-LEY est élué a 18,5 minutes. Différentes solutions de Pam-LEY a
concentration connue dans du DMSO HPLC grade (ou de ’eau) sont utilisées pour tracer une courbe de
calibration nécessaire au dosage du Pam-LEY dans une solution a analyser.

5.3. Etude de la libération

Avant chaque étude de libération nous avons mesuré par U.V. le taux d’encapsulation de Pam-LEY dans
nos particules réalisées par les deux procédés de formulation. Pour chaque lot de particules, nous
avions les formulations suivantes :
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- Dans le cas de ’élaboration par émulsion/évaporation : (25 mg de PLA + 1 mg de Pam-LEY + 1
mL d’acétate d’éthyle saturée en eau) et (50 mg de DexCq-14 + 10 mL d’eau).

- Dans le cas de I’élaboration par nanoprécipitation : (25 mg de PLA + 1 mg de Pam-LEY + 5 mL
d’acétone) et (50 mg de DexCy-14 + 10 mL d’eau).

Une fois lavées, les particules sont lyophilisées sans tréhalose puis dissoutes dans du DMSO. On mesure
I’absorbance de la solution et on obtient la concentration en Pam-LEY dans la cuve en utilisant les
courbes de calibrations.

Afin d’étudier la cinétique de libération du Pam-LEY hors des particules coeur PLA/couronne DexCq,
celles-ci sont tout d’abord lyophilisées puis redispersées a 2,5mg de particules / mL de solution
aqueuse a 1% massique de SDS. La suspension des particules dans cette solution aqueuse de SDS est
agitée magnétiquement a 37°C.

- Pour chaque mesure, on préléeve 3mL de cette solution (particules+H,0+SDS) que l'on
centrifuge a 40 000 tr/min pendant 20min. 1.5mL de surnageant est prélevé pour le dosage
U.V.. On dose alors le peptide présent dans ce surnageant et donc libéré (dosage direct).

- Le culot, séché sous vide dynamique pendant 1 nuit est ensuite redissout dans 1.5mL de DMSO
et dosé par U.V.. On mesure alors le peptide contenu dans cette solution et donc encore
contenu dans les particules, non libéré (dosage indirect).

Le peptide se caractérise donc en U.V. par l’absorption du cycle aromatique de la Tyrosine présence
dans le Pam-LEY. On vérifie au préalable que ni les solvants utilisés, ni le SDS ne modifie pas les
spectres d’absorbance du peptide.

La mesure est réalisée dans des cuves en quartz bifaces a 'aide d’un appareil UVikon-XL Bio-Tek
Instruments et son logiciel associé. La mesure est réalisée 5 fois a 280 nm (absorption du cycle
aromatique de la tyrosine) et une moyenne est calculée. La ligne de base est faite en utilisant le solvant
de mesure.

La concentration du peptide dans le surnageant ou encore contenu dans les particules est estimée a
partir de courbes de calibration réalisées dans le SDS 1% et dans le DMSO.

5.4. Tests cellulaires

5.4.1. Effet de la viabilité cellulaire
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Les nanoparticules chargées de Pam-LEY ont été testées sur des cellules HEK-293" (Laboratoire
d’Enzymologie moléculaire et Fonctionnelle de U’Université Pierre et Marie Curie). Une culture de
cellules HEK-293 en phase exponentielle de croissance est centrifugée puis resuspendue a la
concentration de 6 x 10° cellules par mL avant d’étre transférée dans la plaque de test. La viabilité des
cellules est regardée pendant 24, 48 et 72 h apres l'incubation en présence d’inhibiteur (0,5 mg a 5
mg/mL) en utilisant le test MTT.

Ce test MTT est une méthode rapide de numération des cellules vivantes. Ceci consiste en un test
colorimétrique basé sur la réduction d'un sel jaune de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) par la NADPH' (nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate) réductase mitochondriale de cellules métaboliquement actives ; ce qui conduit a la formation
de formazan (Figure 132) bleu violet. La concentration de celui-ci peut étre mesurée par
spectrophotométrie. L’absorbance est lue a 540 et 690 nm.

Ry M R Reduction Ry — N

~R
=

H
N=HN

q

Tetrazohum Formazan

Figure 132 - Réduction du sel de tétrazolium en formazan

5.4.2. Tests cellulaires sur cellules infectées par le VIH

Les tests cellulaires sont généreusement conduits au Rega Institute de Leuven (Pr C. Pannecouque). Les
techniques utilisées sont résumées ci-dessous.

Afin d’évaluer simultanément ’activité antivirale du Pam-LEY encapsulé sur des cellules infectées par le
VIH ou sur des cellules témoins, deux séries d’échantillons sont préparées, chaque série étant répétée 3
fois. Une série se compose de dilutions successives d’un facteur 5 du composé a tester a partir d’une
solution 10 fois concentrée. Un controle sans inhibiteur est effectué pour chaque échantillon de cellules
infectées.

Des stocks de VIH-1 lll; ou de VIH-2 ROD a une concentration équivalente a 100-300 fois la dose
infectieuse pour une culture cellulaire ou du milieu de culture sont ajoutés aux cellules infectées par le
VIH ou aux cellules témoins. Les cellules témoins permettent d’évaluer U'effet du composé sur des
cellules non infectées afin de déterminer sa cytotoxicité. Une culture de cellules MT4'® en phase

¥ Human Embryonic Kidney-293. Lignée cellulaire humaine dont le tissu d’origine est I’épithélium rénal
embryonique

> Les NADH et NADPH sont dits porteurs de pouvoir réducteur, car ils sont capables de fournir de I'énergie lors du
transfert de leur atome d'Hydrogene: ils rendent possible des réactions de réduction nécessaires a la cellule

1° Lignée de lymphocytes T humains
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exponentielle de croissance est centrifugée puis resuspendue a la concentration de 6 x 10° cellules par
mL avant d’étre transférée dans la plaque de test. La viabilité des cellules infectées par le VIH et des
cellules témoins est regardée 5 jours aprés lincubation en utilisant le test MTT (voir paragraphe
précédent).

Les données sont calculées en utilisant la moyenne de la densité optique des trois puits. La concentration
d’inhibiteur qui conduit a 50 % de cytotoxicité (CCso) est définie par la concentration de composé qui
réduit de 50 % U’absorbance a 540 nm des cellules témoins. La concentration qui conduit a 50 % de
protection contre l’effet cytotoxique du virus dans les cellules infectées est la concentration efficace a
50 % (ECsp).

6. Post-fonctionnalisation de la surface des nanoparticules
6.1. Post-fonctionnalisation par une sonde fluorescente modéle

6.1.1. Protocole opératoire

On introduit 5ml de dispersion de nanoparticules lavées et lyophilisées (a 2,5mg/mL) ainsi que 1ml de
solution aqueuse (1mg/mL) du dérivé de coumarine dans un schlenk (Figure 133).

//

)

Figure 133 - Molécule modéle fluorescente utilisée

Cette solution mere du dérivé coumarine est préparée en dissolvant 10mg du composé coumarine
(synthétisé par Jérome Babin du LCPM) dans 9ml d’eau milliQ et 1ml de solution basique (soude
2mg/mL). Ce pH basique permet de transformer la fonction carboxylique du dérivé sous forme
carboxylate, ce qui permet de solubiliser ce produit dans ’eau.

Le catalyseur utilisé est le Cu(l) introduit sous forme CuBr solide a 5mg. En présence de dioxygene le
Cu(l) s’oxyde en Cu(ll). Afin d’éviter cette oxydation, un barbotage de la solution par l’azote est réalisé
pendant 15min avant U’ajout du catalyseur. Du Cu® est également ajouté au milieu réactionnel, en trés
faible quantité (0,5 mg).

Apres ’ajout du catalyseur le milieu réactionnel est maintenu clos et sous agitation pendant 24h.

On prépare de la méme maniére un « blanc » ou expérience est réalisée sans ajout de cuivre. Utile lors
de la caractérisation, il permet de montrer que ’ajout de Cu(l) est nécessaire pour que la réaction se
fasse et que les molécules a fixer ne s’adsorbent pas simplement a la surface des particules.

6.1.2. Purification des nanoparticules

Apreés post-fonctionnalisation les nanoparticules sont purifiées. Afin de complexer le cuivre on ajoute
une spatule d’EDTA dans le schlenk de réaction. La solution devient alors bleutée. On laisse la solution a
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agiter 24h. Les dispersions sont ensuite centrifugées pendant 15min, a 12000rpm a 15°C. Le surnageant
est rapidement éliminé et les nanoparticules sont redispersées dans environ 5ml d’eau milliQ pour une
seconde centrifugation. Les nanoparticules alors récupérées sont redispersées dans 5ml d’eau milliQ afin
de les caractériser.

6.2. Synthése du peptide de reconnaissance : ATWLPPR w-alcyne

La synthése peptidique sur support solide est effectuée a ’aide d’un synthétiseur automatisé ResPepXL
(Intavis AG) en stratégie Fmoc. La synthése est réalisée dans un réacteur de synthése comportant un
fritté et contenant une résine insoluble. La résine commerciale (Novabiochem) utilisée est une résine
chlorotrityl, Fmoc-Arg(Pbf)-Trt, et est donnée avec un taux de greffage de 0,58 mmol de sites
réactionnels par gramme de résine. Cela revient a utiliser 345 mg de résine pour une charge de 0,2 mol
d’Arginine par réacteur. La masse de chaque acide aminé a ajouter (3 éq.) est donné dans le Tableau 31.
Toutes les étapes de couplage et de déprotection se font dans le N,N-diméthylformamide, DMF.

Tableau 31 - Quantités dacides aminés a ajouter pour la synthése automatisée

Acide aminé Formulation Masse a ajouter
Alanine Fmoc-NH-Ala-OH 1278 mg
Thréonine Fmoc-NH-Thr(tBu)-OH 1632 mg
Tryptophane Fmoc-NH-Trp(Boc)-OH 2162 mg
Leucine Fmoc-NH-Leu-OH 1451 mg
Proline Fmoc-NH-Pro-OH 2770 mg

Les quantités d’agent de couplage, de capping et de solvant de lavages sont données dans le Tableau 32.

Tableau 32 - Quantités d'agents de couplage, de capping et de solvant de lavage a ajouter.

Masse ou volume de Volume de

Molécule Action
molécule DME
HBTU Activateur 93g 40,6 mL
NMM Base 5,5mL 6,8 mL
NMP Aide a la solubilisation 1mL =
DCM Solvant de lavage 337 mL
MeOH Solvant de lavage 145 mL
Anhydride acétique Capping 3,7mL 69 mL
Pipéridine Déprotection du Fmoc 28,8 mL 116 mL

La pipéridine utilisée est a 20 % et I’anhydride acétique a 5 % en volumes dans le DMF.
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Une fois les couplages peptidiques réalisés, 2 couplages avec a chaque fois 2 équivalents d’acide 5-
hexynoique sont mis en ceuvre.

En fin de synthése la résine est séchée sous vide poussé durant 1 nuit. Le peptide est clivé de son support
solide par ajout d’un mélange d’eau milliQ, de triisopropylsilane et d’acide trifluoroacétique
(H2O/TIPS/TFA, 2.5/5/92.5, v/v/v) pendant 4 h. Ce mélange permet a la fois de cliver le peptide du
support solide et de déprotéger les chaines latérales. La résine est lavée successivement 3 fois avec ce
mélange, 3 fois avec du méthanol puis 3 fois avec du dichlorométhane. La solution est évaporée sous
vide. Le produit obtenu (Figure 134) est ensuite lyophilisé puis redilué dans un mélange DMSO/ACN, (1/9,
v/v) pour étre purifié par HPLC (HPLC : Colonne C18, 5 pm (150 x 21,2 mm)- Varian Pursuit).

- @ \

Figure 134 : Peptide de reconnaissance ATWLPPR w-alcyne (M=932 g/mol)

6.3. Post-fonctionnalisation des nanoparticules par ATWLPPR w-alcyne

6.3.1. Protocole opératoire

La post-fonctionnalisation réalisée utilise le méme protocle pour les nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation de dextrane-g-PLA-g-N; ou par Chimie-click in situ par émulsion/évaporation de
solvant.

On introduit 10ml de dispersion de nanoparticules lavées (soit 25mg de particules) ainsi que 1mg de
peptide (soluble dans l’eau) fonctionnalisé dans un schlenk. Cela revient a introduire 5% de fonction
alcyne (venant d’ATWLPPR w-alcyne) par fonctions N; libres et supposées présentes a la surface des
particules (venant du copolymére dextrane-g-PLA-g-Ns). Le catalyseur utilisé est le Cu(l) sous forme
CuBr. En présence de dioxygene le Cu(l) s’oxyde en Cu(ll). Afin d’éviter cette oxydation, un barbotage de
la solution par l’azote est réalisé pendant 15min avant ’ajout du catalyseur. Aprés [’ajout du catalyseur
le milieu réactionnel est maintenu clos et sous agitation pendant 24h.

6.3.2. Purification des particules
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Pour complexer le cuivre introduit, on ajoute une spatule d’EDTA dans le schlenk de réaction et on
laisse agiter environ 30 minutes. La solution devient alors bleutée. Les dispersions finales sont
centrifugées pendant 20min, a 12000rpm. Le surnageant est alors rapidement éliminé et les
nanoparticules sont redispersées dans environ 10ml d’eau milliQ contenant de I’EDTA. Les solutions sont
centrifugées de nouveau, puis les nanoparticules redispersées dans 10ml d’eau millQ. On répete ensuite
cette opération. Les nanoparticules alors récupérées sont redispersées dans 10ml d’eau milliQ afin de les
conserver (au réfrigérateur) ou de les lyophiliser en vue d’une analyse par RMN 'H.

6.4. Etude de la fluorescence des nanoparticules

Les spectres de fluorescence des nanoparticules ont été obtenus en utilisant un spectrofluorimeétre
Fluorolog-3 (Jobin-Yvon Horiba S.A.S.) équipé d’une lampe a arc basse pression contenant du xénon (450
W), d’un double monochromateur a ’excitation, de deux doubles monochromateurs a ’émission et d’un
compartiment échantillon thermostaté a par effet Peltier. La température de consigne a été maintenue a
25 °C. Nos études se faisant de maniere classique (analyse a 90 °), il est nécessaire, pour effectuer des
mesures quantitatives, de se placer a une concentration adéquate en chromophore. Pour nos analyses,
nous avons utilisé des cuves en quartz d’un centimeétre de parcours optique.

Une courbe de calibration a été réalisée en mesurant la fluorescence du peptide a différentes
concentration dans l’eau, solvant dans lesquelles les nanoparticules post-fonctionnalisées sont mises en
suspensions.

Nos suspensions de nanoparticules, contenant une concentration inconnue en peptide sont ensuite
mesurées et la concentration en peptide a la surface des particules est alors estimée en utilisant la
courbe de calibration.
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Conclusion générale

Depuis plusieurs années, le LCPM a acquis une forte expérience dans ’élaboration de nanoparticules
biocompatibles et biodégradables. Plus particulierement, il s’est spécialisé dans les nanoparticules de
PLA recouvertes d’une couronne hydrophile polysaccharidique. C’est avec la volonté de démontrer
qgu’une telle couronne présente des atouts (propriétés surfactives des polysaccharides, stabilité des
particules obtenues, possibilité de fonctionnalisation) que nous avons menés les travaux décrits dans ce
manuscrit.

La premiere partie du travail décrit a consisté a améliorer et diversifier la synthése de dextrane
amphiphiles. Ces dérivés (DexCs, DexN; et Dex-g-PLA-g-N3) nous ont permis de formuler des
nanoparticules de PLA recouvertes d’une couche polysaccharidique hydrophile. L’étude et
Uoptimisation de deux procédés d’élaboration (émulsion/évaporation de solvant organique et
nanoprécipitation) ont été menées avec ces divers composés. Toutefois, nous avons pu observer que la
couronne DexCq, bien que stable en milieu aqueux jusqu’a une force ionique de 4 mol/L est
simplement adsorbée physiquement a la surface des particules et donc, de ce fait, elle peut étre
facilement désorbée en présence de SDS utilisé comme “modéle” des fluides biologiques.

Le peptide Pam-LEY, candidat pour une inhibition de la dimérisation de la protéase du VIH-1, a été
synthétisé avec succes puis encapsulé dans des nanoparticules coeur PLA/couronne DexCq. Sa libération
trés rapide est malheureusement observée lorsque ces nano-objets sont placés en suspension dans une
solution aqueuse de SDS. Concernant les tests biologiques, aucun résultats probant n’a été obtenu mais
le nombre d’expérimentations réalisé est trop faible, par manque de temps, pour que des conclusions
puissent étre tirées.

La deuxiéme partie du travail a consisté a fixer de maniére covalente cette couronne hydrophile
polysaccharidique au coeur hydrophobe PLA de la nanoparticule pour, in fine, conserver une stabilité
colloidale dans des milieux simulants les fluides biologiques. C’est dans cette optique que la Chimie-
click a été introduite dans nos procédés d’élaboration. D’une part, les DexNs; hydrosolubles ont été
émulsionnés en présence de chaines PLA o-alcyne. Par l’ajout de CuBr dans I’émulsion, on observe une
réaction de chimie-click se produisant in situ, localisée a ’interface liquide/liquide et pendant ’étape
de sonication. En effet, |’énergie délivrée lors de la sonication permet la création de cycles triazole
reliant les DexN; aux PLA a-alcyne. De cette facon, la couche polysaccharidique se lie alors de facon
irréversible au coeur PLA de la nanoparticule. En paralléle, des copolyméres Dex-g-PLA-g-N; de
différentes structures, tant en nombre qu’en longueur des greffons PLA mais aussi qu’en nombre de
fonctions N; résiduelles, ont pu étre synthétisés par Chimie-click. Ceux-ci ont ensuite été
nanoprécipités dans ’eau, sans ajout de tensioactif supplémentaire. Les nanoparticules obtenues par
ces deux procédés d’élaboration se sont avérées extrémement stables en présence de SDS. Un lien
covalent entre le coeur et la couronne des nanoparticules est désormais réalisable, ce qui devrait nous
permettre dorénavant de nous affranchir des précédents problémes de stabilité.

Un autre avantage majeur de la Chimie-click réside également dans le fait que des fonctions
résiduelles azide peuvent étre disponibles a la surface des nanoparticules. De ce fait, il nous a été
possible d’évaluer leur post-fonctionnalisation a ’aide de molécules solubles en milieu aqueux et
contenant une fonction alcyne. Un dérivé fluorescent de la coumarine a tout d’abord été employé
comme molécule modele. Sa fixation a la surface des nanoparticules a été vérifiée de maniére
qualitative, prouvant cependant la validité du concept. Par ailleurs, aucune agregation des particules
n’est observée durant cette étape de post-fonctionnalisation.

271



Conclusion générale

Dans la 3°™ partie du travail présenté dans ce manuscrit, les précédents travaux du LCPM menés dans
le cadre de la recherche sur le cancer, en partenariat avec le Centre de cancérologie nancéen (CRAN-
CAV) et le LRGP, ont permis de synthétiser un peptide (ATWLPPR) capable de cibler un co-recepteur de
VEGF, nommé Neuropiline-1, surexprimé a la surface des néo-vaissaux irriguant les tumeurs
cancéreuses. La modification de ce peptide par une fonction alcyne terminale nous a permis de le fixer
a la surface des nanoparticules présentant des fonctions azide libres, en utilisant un procédé
d’élaboration en une seule étape. Pour cela, le DexN; a été émulsionné avec le PLA a-alcyne, en
présence de CuBr et d’ ATWLPPR w-alcyne.

Bien que ce résultat soit trés prometteur, aucune carcatérisation biologique n’a pu étre réalisée faute
de temps.

Cependant, d’intéressantes perspectives a moyen terme se présentent pour un suivi constructif de ce
travail, a savoir :

e L’encapsulation et U’évaluation biologique du Pam-LEY dans des nanoparticules pour
lesquelles la couronne polysaccharide sera liée chimiquement au coeur PLA de la particule.
Des nanoparticules élaborées par nanoprécipitation de Dex-g-PLA-g-N;, ou par
émulsion/évaporation de solvant organique en utilisant du PLA o-alcyne et DexNs, pourront
étre comparées. Un suivi biologique de ces particules ainsi que |’évaluation de la quantité
utile minimale de peptide pour inhiber la dimérisation de la protéase du VIH-1 devraient
étre menés.

e Une étude plus poussée sur la post-fonctionnalisation des nanoparticules par le peptide
ATWLPPR nécessitera de reproduire les manipulations préliminaires et de caractériser de
maniere approfondie les nano-objets obtenus. L’évaluation biologique d’une telle post-
fonctionnalisation pourra étre menée via des tests ELISA. Ces test pourraient confirmer un
ciblage des cellules cancéreuses par les nanoparticules ainsi décorées. Ici encore, une
quantité minimale utile de peptide a la surface des particules devra étre évaluée.

A plus long terme, ces travaux devraient permettre la formulation de divers objets destinés a des

applications dans le domaine biomédical. Ainsi, la synthése de peptides particuliers couplée chimique
sur des nano- ou micro-objets constitue un point fort de nos prochaines thématiques de recherche.
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Titre: Nanoparticules polyméres de deuxiéme et troisieme générations pour des applications
thérapeutiques anti-cancer et anti-HIV.

Résumé: Les travaux portent sur l’élaboration de nanoparticules dont le coeur polyester (PLA) est
recouvert d’une couche polysaccharide hydrophile a base de dextrane. Des composés amphiphiles
polysaccharidiques (DexCs, DexNs;, Dex-g-PLA-g-N3;) ont été synthétisés et leur comportement
tensioactif a été évalué. Leur capacité a stabiliser les interfaces a été mise a contribution pour
élaborer les nanoparticules via deux procédés: émulsion/évaporation de solvant organique et
nanoprécipitation. Un peptide inhibiteur de la dimérisation de la protéase du VIH-1 (Pam-LEY), a alors
été encapsulé au sein de nanoparticules PLA recouvertes de DexCq. Bien que stable en milieu aqueux
de haute force ionique (4M), la désorption de la couronne physiquement adsorbée est observée en
présence de SDS. La Chimie-click a été une alternative pour fixer cette couronne polysaccharidique
hydrophile de facon irréversible a la surface des nanoparticules selon 2 stratégies. D’une part, des
copolymeéres organosolubles Dex-g-PLA-g-Ns ont été présynthétisés par Chimie-click puis nanoprécipités
dans ’eau. L’autre méthode consiste a émulsionner une solution aqueuse de DexN; et une solution
organique de PLA a-alcyne en présence de CuBr. Une chimie-click se produit alors in situ a Uinterface
liquide/liquide, et assure le lien covalent entre le coeur et la couronne de la nanoparticule. La Chimie-
click nous a également permis d’obtenir des nanoparticules possédant des fonctions azide résiduelles a
leur surface. Une post-fonctionnalisation de ces derniéres a été réalisée avec un dérivé d’ATWLPPR, un
peptide ciblant les co-récepteurs NRP-1 de VEGF surexprimés au niveau des néo-vaissaux irriguant les
tumeurs cancéreuses.

Mots Clés: Nanoparticule, encapsulation, dextrane, copolymeére, émulsion, nanoprécipitation, stabilité,
fonctionnalisation, Chimie-click, VIH-1, cancer

Titre: Second and third generation of polymeric nanoparticles for therapeutical applications: anti-
cancer and anti-HIV.

Abstract: This work deals with biodegradable/biocompatible polymeric nanoparticles based on PLA and
covered by a polysccharidic shell (dextran). First of all, amphiphilic dextran derivatives (DexCe, DexNs,
Dex-g-PLA-g-N3) have been produced and their surfactive properties have been evaluated depending on
their architecture and substitution degree. Then we took advantages of their ability to stabilize
interfaces to formulate nanoparticles via two processes: emulsion/organic solvent evaporation and
nanoprecipitation. Pam-LEY, peptide used as HIV-1 protease dimerisation inhibitor, was encapsulated
with 40% efficiency into PLA nanoparticules covered by DexCq. Because this DexC, surface is just
physically adsorbed on the PLA core, a desorption is observed in presence of SDS. The use of Click-
chemistry was judged interesting to solve that issue and to covalently link the hydrophilic
polysaccharidic shell to the PLA core. Two strategies could be opposed. One one hand, oil-soluble Dex-
g-PLA-g-N; copolymers have been synthesized by click chemistry in homogeneous media and then
nanoprecipitated in water. On other hand, an hydrophilic DexN; has been emulsified with a a-alkyne
PLA organic solution, in the presence of CuBr. By this way, click-chemistry occured in situ, at
liquid/liquid interface during the emulsification step. Produced triazole rings link the core to the shell.
Moreover, the use of the Huisgen cycloaddition reaction allowed us to produce nanoparticles having
some residual azide functions on their surface. The nanoparticles have been post-fonctionnalized by a
peptide used to target NRP-1, co-receptor of Vascular Endothelial Growth Factor over-exprimed on the
cancer tumors area.

Keywords: Nanoparticle, encapsulation, dextran, copolymer, click chemistry, emulsion,
nanoprecipitation, fonctionnalization, HIV-1, cancer
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