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PCL : Poly(ε-caprolactone) 

PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA : Poly(ε- caprolactone)-b-poly(2-

(diéthylamino)éthylméthacrylate)-b-poly(méthacrylate de(poly(éthylène glycol) méthyl 

éther)) 

PDEAA : Poly(N,N-diéthylacrylamide)  

Pdi : Indice de polydispersité  

PDMA : Poly(méthacrylate de (2-(diméthylamino)éthyle))  

PDPA : Poly(méthacrylate de (2-(diisopropylamino)éthyle)) 

PEG : Poly(éthylène glycol) 

PEI : Polyéthylènimine 

PEO : Poly(oxyde d’éthylène)  

PEO-b-P(DEAEMA-co-PPHMA) : Poly(oxyde d’éthylène)-b-polyméthacrylate de (2-

(diéthylamino) éthyle-co-6-méthacrylate de (4-phénylazo phénoxy)hexyle)  
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PEO-b-PMABC : Poly(éthylène oxyde)-b-poly(N-méthacryloyl-N’-(t-butyloxycarbonyl) 

cystamine)  

Peptide-N3 :Peptideazidohexyl-LETTCASLCYP-OH  

PISA : Polymerization Induced Self-Assembly 

PLA : Poly(acidelactique) 

PLGA : Poly(acide lactique-co-glycolique) 

Pm
• :Macroradicale 

PMDETA :N,N,N′,N′,N′′-pentaméthyldiéthylènetriamine 

PMPC : Poly(2-(méthacryloyloxy) éthylphosphorycholine)  

Pm-X : Chaîne dormante  

PNMB : Poly(méthacrylate d’o-nitrobenzyle)  

POE-b-PNBOC : Poly(oxyde d’éthylène)-b-poly(méthacrylate d’o-

nitrobenzyloxycarbonylaminoéthyle) 

Poly(MMA-co-DEAEMA) : Poly((méthacrylate de méthyle)-co-(méthacrylate de 

diméthylaminoéthyle)) 

Pr-PMI : N-n-propyl-2-pyridyl-méthanimine  

PS : Poly(styrène) 

PS-b-PEO : Poly(styrène)-b-poly(oxyde d’éthylène)  

PVA : Poly(alcool vinylique) 

 

R 

R• : Espèce radicalaire active  

RAFT : Polymérisation radicalaire contrôlée par transfert de chaînes réversible par addition 

fragmentation   

RMN : Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire  

 

S 

SARA : Activateurs supplémentaires et agents de réduction 

SDS : Dodécyl Sulfate de Sodium 

SEC-MALLS : Chromatographie d'exclusion stérique couplée à la diffusion de la lumière 

multi-angles  

SET-LRP : Single-Electron Transfer Living Radical Polymerization 

SOP : Procédure Opératoire Standardisée 

SUV : Small UnilamelarVesicle 
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T 

tBA : Acrylate de t-butyle 

TFA : Acide trifluoroacétique  

TFE : 2,2,2-trifluoroéthanol  

THF : Tétrahydrofurane 

Tr/min : Tour/minute 

TREN : Tris(2-aminoethyl)amine 

 

U 

UCST : Upper Critical Solubility Temperature 

 

W 

WDOX : Fraction massique de DOX introduite initialement dans la phase organique 

 

X 

X : Conversion  
 

Z 

Z : Valence de l’ion considéré dans le milieu salin  
 

Autres 

ζ : Potentiel Zêta   

η : Viscosité du milieu dispersant 

Ψ0 : Potentiel de surface de la particule 

�̅�𝑛: Masse molaire moyenne en nombre 

�̅�𝑛 𝑡ℎ : Masse molaire théorique 

�̅�𝑤 : Masse molaire moyenne en masse 

Δ𝑃𝑍: Epaisseur de la couche externe.  

𝑘𝑝
𝑎𝑝𝑝 : Constante apparente de vitesse de propagation 

𝛾𝑖
0 : Tension interfaciale entre les deux solvants purs 

𝜏𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒: Taux de charge 

∆𝑃 : pression à l’interface Huile/Eau 

│n│ : Valeur absolue de la pente de la courbe log(DO) vs log(λ)  

µE : Mobilité électrophorétique  
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Tout comme les États-Unis, l'Australie, le Japon et d’autres pays d'Europe de l'ouest, 

la France fait partie des pays dans lesquels le risque de cancer du côlon-rectum est élevé. 

Selon l’Institut National du Cancer, 44 800 nouveaux cas de cancer colorectal ont en effet 

été diagnostiqués en 2017 en France. Durant la même année, ce cancer a conduit au décés de 

9300 hommes et 8400 femmes, ce qui est en fait le deuxième le plus meurtrier (12 % de 

décés), et se situe tous sexes confondus, au troisième rang des cancers les plus fréquents. Il 

est le deuxième chez les femmes après le cancer du sein et le troisième chez les hommes 

après ceux de la prostate et du poumon. Il survient en majorité chez les personnes âgées de 

50 ans et plus et comme beaucoup de cancers, les chances de guérison dépendent de son 

stade d’évolution. 

La chimiothérapie fait partie des traitements les plus prescrits dans le cas du cancer 

colorectal, mais les principes actifs (PAs) chimiothérapeutiques utilisés sont des 

anticancéreux présentant des effets secondaires importants et se révèlant souvent toxiques. 

En effet, malgré la grande gamme d’anticancéreux disponibles, l’efficacité de la plupart 

d’entre eux est limitée par manque de spécificité (répartition dans tout l’organisme), d’où 

une certaine toxicité et l’apparition d’effets secondaires. De plus, certains de ces PAs 

traversent difficilement les barrières biologiques qui séparent le site d'administration du site 

à traiter. D'autres sont dégradés plus ou moins rapidement par voie chimique ou 

enzymatique après leur administration dans l’organisme. Beaucoup de recherches ont donc 

été menées pour proposer des solutions innovantes permettant de pallier ce problème. Parmi 

celles-ci, on peut citer la vectorisation de principes actifs via des nanovecteurs qui 

permettent d’incorporer des anticancéreux même très hydrophobes, d’éviter leur 

précipitation dans les fluides corporels tout en les protégeant, de les acheminer jusqu’au site 

à traiter, d’améliorer leur biodisponibilité en contrôlant leur distribution spatiale et 

temporelle, et de contrôler leur libération.  Depuis plusieurs années, le Laboratoire de 

Chimie Physique Macromoléculaire (LCPM) développe des nanovecteurs polymères 

recouverts de polysaccharide neutre et hydrophile destinés à encapsuler puis libérer des PAs 

d’intérêt pharmaceutique ou environnemental. Dans ce cadre, l’objectif de cette thèse était 

de produire des nanoparticules (NPs) permettant la vectorisation et la libération contrôlée de 

la Doxorubicine (DOX, anticancéreux) par simple irradiation. Ces NPsont été formulées à 

l’aide de matériaux biocompatibles et présentent un cœur photosensible. Elles ont été 

fonctionnalisées par des ligands ou peptides de ciblage afin de cibler spécifiquement les 

cellules du cancer colorectal. A cet effet, des cellules tumorales épithéliales isolées d’un 
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adénocarcinome de côlon humain (appelées cellules Caco-2) ont été sélectionnées pour 

effectuer les tests in vitro et ainsi évaluer le potentiel biologique de ces NPs. 

Le challenge de cette thèse a tout d’abord été centré sur la polymérisation radicalaire 

contrôlée d’un monomère photosensible (l’acrylate d’o-nitrobenzyle, ANB) dont le 

polymère (le poly(acrylate d’o-nitrobenzyle), PANB) constituera le cœur photosensible des 

NPs. L’élaboration de ces NPs et l’étude de leurs propriétés physico-chimiques, ainsi que 

l’évaluation de leur potentiel biomédical a constitué la deuxième phase de cette thèse. 

L’encapsulation de la DOX dans ces NPset sa libération photo-induite par irradiation UV 

ont fait l’objet de la troisième partie de cette thèse. Finalement, la dernière partie de ce 

travail a été consacrée à la post-modification de la surface des NPs par un ligand (peptide ou 

molécules spécifiques) permettant un ciblage plus précis des cellules Caco-2. 

La première partie de ce manuscrit est entièrement consacrée à une étude 

bibliographique focalisée sur trois grands thèmes. Dans un premier temps, les différentes 

tumeurs cancéreuses du cancer colorectal et les traitements proposés seront décrits. Dans un 

deuxième temps, les différents types de nanovecteurs, et plus particulièrement de NPs, ainsi 

que leurs procédés d’élaboration seront exposés. Enfin, la dernière partie de cette étude 

bibliographie sera dédiée aux différents stimuli qui peuvent être employés pour provoquer la 

libération d’un PA initialement encapsulé dans le nanovecteur. En lien avec le sujet de cette 

thèse, les NPs photosensibles recevront une attention plus particulière. 

Après avoir rapidement explicité la stratégie de synthèse qui sera employée pour obtenir les 

NPs envisagées, la deuxième partie de ce document sera divisée en cinq chapitres.  

Un 1er chapitre sera consacré à la synthèse du polymère PANB photosensible par 

SET-LRP, (Single Electron Transfert-Living Radical Polymerization) puis à la modification 

chimique du dextrane. Ce polysaccharide naturel modifié sera ensuite employé comme 

tensioactif lors de l’élaboration des NPs.  

Dans le 2ème chapitre, différents procédés d’élaboration des NPs seront évalués. Les 

différentes techniques de caractérisation des NPs en termes de taille, de recouvrement en 

dextrane, de stabilité colloïdale ainsi que la mise en évidence du caractère photosensible des 

NPs seront abordées dans ce chapitre. 

Le 3ème chapitre sera dédié au potentiel biologique des NPs. Leur biocompatibilité 

sera la première caratéristique vérifiée. L’étude de la résistance des cellules Caco-2 aux 

irradiations UV sera également étudiée. 

Le 4ème chapitre concernera l’étude de l’encapsulation de la DOX au sein des NPs. 

Les conditions expérimentales seront adaptées pour maximiser les doses de DOX 
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encapsulée. Les NPs chargées de DOX seront caractérisées en termede taille et 

l’efficacitéd’encapsulation sera évaluée. Les cinétiques de libération de la DOX hors des 

NPs seront suivies par simple diffusion, ou sous l’effet de l’irradiation UV.  

Le 5ème chapitre sera quant à lui consacré à la post-fonctionnnalisation de la surface 

des NPs par un ligand (peptide ou molécules spécifiques) afin d’optimiser en terme de 

ciblage le traitement envisagé dans le cadre de cette thèse. Les premiers tests biologiques de 

ces NPs post-fonctionnalisées sur le traitement du cancer colorectal feront également l’objet 

de ce dernier chapitre.  

Les protocoles expérimentaux et techniques utilisés lors de cette thèse seront 

présentés en troisième partie du manuscrit.  

Enfin, une conclusion générale reprenant les principaux résultats obtenus au cours de 

cette thèse et une énumération de plusieurs perspectives de travail clôtureront le manuscrit. 
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Les différents cancers colorectaux seront abordés dans une première partie de cette 

étude bibliographique et les traitements actuellement proposés seront également présentés. 

La deuxième partie de cette étude a pour objectif de réaliser un tour d’horizon sur la 

vectorisation d’anticancéreux. L’évolution des vecteurs au cours des années de recherche, 

les différents types de nanoparticules (NPs) et les méthodes employées pour les élaborer 

seront décrits. Enfin, dans une troisième et dernière partie, cette étude bibliographique sera 

focalisée sur les modes de libération d’un principe actif (PA) encapsulé au sein des NPs.  

Ainsi, la libération par simple diffusion sera tout d’abord exposée, puis la libération 

provoquée par un stimilus sera approfondie, avec une attention particulière pour une 

libération photo-déclenchée. 

Afin de faciliter la lecture de ce chapitre, un glossaire de termes médicaux et 

pharmaceutiques est donné au début du manuscrit. 

I) LE CANCER COLORECTAL 

1) Tumeurs cancéreuses du côlon ou du rectum 

a) Tumeurs 

Une tumeur est une masse plus ou moins volumineuse provoquée par la 

multiplication anormale des cellules. Elle peut être bénigne (non cancéreuse) ou maligne 

(cancéreuse), et ces deux types de tumeurs ont alors des caractéristiques différentes. Les 

tumeurs bénignes ont des contours bien délimités, ont une croissance lente et restent 

localisées dans le tissu ou l’organe dans lequel elles sont apparues. Au contraire, les 

tumeurs malignes présentent diverses anomalies par rapport aux cellules normales : forme 

et taille différentes, contours irréguliers… On parle alors de cellules indifférenciées car 

elles ont perdu leurs caractéristiques d’origine. Ces cellules cancéreuses ont une croissance 

rapide et ont tendance à envahir les tissus voisins. Elles peuvent s’échapper de la tumeur 

primitive et côloniser une autre région du corps pour y former une nouvelle tumeur qu’on 

appelle tumeur secondaire ou métastase. 

b) Le côlon et le rectum 

L’intestin est divisé en intestin grêle et en gros intestin dont le côlon et le rectum font 

partie. Le côlon, situé entre le caecum et le rectum, est un tube en forme de U pouvant 

mesurer 1,5 m de long pour 8 cm de diamètre. Il est constitué de muscles et se localise sous 

l’estomac. Il absorbe l’eau et les éléments nutritifs et achemine les résidus (selles ou 
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matières fécales) jusqu’au rectum (Figure 1).  

 
Figure 1 : Localisation du côlon et du rectum dans l’appareil digestif et descriptif du gros intestion 

Le côlon et le rectum sont composés de différentes couches de tissus tels que : la 

muqueuse (revêtement interne du côlon et du rectum), la sous-muqueuse (cuche de tissu 

conjonctif qui entoure la muqueuse et qui est constituée de glandes muqueuses, de 

vaisseaux sanguins, de vaisseaux lymphatiques et de nerfs), la musculeuse (située au-

dessus de la sous-muqueuse) est une couche épaisse de muscles et la séreuse (couche 

externe du côlon)1. 

c) Cancer colorectal 

Le cancer colorectal est une tumeur maligne qui affecte certaines cellules du côlon 

ou du rectum. Il apparaît le plus souvent dans les cellules glandulaires qui tapissent la 

muqueuse du côlon ou du rectum et qui produisent du mucus favorisant le déplacement des 

selles. Ce type de cancer est appelé adénocarcinome du côlon ou du rectum 2. Selon 

l’Institut National du Cancer, l’adénocarcinome est le type le plus courant du cancer 

colorectal et représente plus de 90  % des cas.  

Parmi les autres cancers colorectaux on peut citer : le carcinome à petites cellules, le 

carcinome épidermoïde, le carcinome adénosquameux, le carcinome médullaire, les 

tumeurs neuroendocrines et le lymphome non hodgkinien. 

2) Traitements du cancer colorectal 

Différents types de traitements peuvent être proposés aux patients atteints du cancer 

colorectal : la chirurgie, la radiothérapie (particulièrement pour les cancers du rectum), la 
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chimiothérapie et les thérapies ciblées. 

a) Chirurgie du cancer colorectal 

La chirurgie est le traitement principal de la plupart des cancers colorectaux. Elle est 

pratiquée pour enlever complètement la tumeur et les ganglions lymphatiques voisins, ou 

bien pour enlever la plus grande partie possible de la tumeur (réduction tumorale) avant 

d'administrer d'autres traitements. Selon le stade et l’emplacement de la tumeur, il existe 

deux types de chirurgie : 

• L’excision locale ou résection locale qui permet d’enlever un polype ou une tumeur 

de stade précoce sur la surface du revêtement du côlon ou du rectum (tumeur 

superficielle).  

• La résection intestinale (chirurgie la plus courante du cancer colorectal) qui consiste 

à enlever une partie de l’intestin et les ganglions lymphatiques voisins.  

La chirurgie du cancer colorectal peut cependant avoir plusieurs effets secondaires qui 

dépendent non seulement du type de chirurgie et de la longueur du segment de l’intestin 

retiré, mais aussi de l’état de santé global du patient. Parmi ces effets secondaires, on peut 

citer: douleurs, saignements, diarrhées, constipation, et dommages aux organes voisins. 

b) Chimiothérapie 

La chimiothérapie est un traitement courant du cancer colorectal. Elle consiste à 

administrer des médicaments anticancéreux ou cytotoxiques (Tableau 1) pour détruire les 

cellules cancéreuses, les empêcher de se multiplier ou pour réduire la taille de la tumeur 

avant ou après une chirurgie. La chimiothérapie peut causer des effets secondaires 

puisqu’elle risque d’endommager les cellules saines, tout en détruisant les cellules 

cancéreuses. Les effets secondaires peuvent se manifester tout de suite après 

l’administration ou après quelques jours, quelques semaines voire des mois ou des années 

après la chimiothérapie (effets tardifs). Les effets secondaires dépendent surtout du PA 

(PA) ou de l’association médicamenteuse administrée, de la dose et du mode 

d’administration. Il existe plusieurs effets secondaires de la chimiothérapie du cancer 

colorectal comme l’aplasie médullaire (réduction du nombre des cellules sanguines telles 

que les globules blancs, les plaquettes, les globules rouges), la diarrhée, la perte de poils et 

cheveux, les nausées et vomissements, et surtout des attaques du système nerveux et du 

foie (le foie décompose de nombreux agents chimiothérapeutiques mais la capécitabine 

(Xeloda®) et l’oxaliplatine (Eloxatin®) sont par exemple susceptibles de provoquer des 

dommages au foie). 

http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/surgery/side-effects/?region=on#Diarrh%C3%A9e_et_constipation
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/surgery/side-effects/?region=on#Dommages_organes_voisins
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Aplasie_m%C3%A9dullaire
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Diarrh%C3%A9e
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Perte_poils_et_cheveux
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Perte_poils_et_cheveux
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Naus%C3%A9es_et_vomissements
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Dommages_syst%C3%A8me_nerveux
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/chemotherapy/side-effects/?region=on#Dommages_au_foie
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c) Radiothérapie 

La radiothérapie externe est la radiothérapie la plus courante. On a alors recours à 

des rayons ou des particules de haute énergie pour détruire les cellules cancéreuses. Dans le 

cas d’un cancer colorectal, la radiothérapie externe est réalisée avant une chirurgie 

(radiothérapie néoadjuvante) afin d’affaiblir la tumeur pour faciliter son retrait et diminuer 

le risque de réapparition du cancer au niveau du bassin.  

La radiothérapie interne ou curiethérapie est quant à elle réalisée à l’aide d’une 

substance radioactive appelée radio-isotope insérée directement dans la tumeur ou dans son 

voisinage. La substance radioactive est contenue dans un applicateur spécial ou un cathéter, 

ce qui permet au médecin de glisser la substance dans le rectum, près de la tumeur 

(curiethérapie endorectale). Pour le cancer du rectum, on administre habituellement une 

curiethérapie à haut débit de dose (HDD, dose élevée de radiation pendant un très court 

laps de temps). Une fois la radiation administrée, l’applicateur ou le cathéter est enlevé. La 

curiethérapie endorectale engendre habituellement moins d’effets secondaires et de 

complications à long terme que la radiothérapie externe.  

La radiothérapie du cancer colorectal peut cependant causer plusieurs effets 

secondaires. Parmi eux on peut citer des troubles intestinaux, des nausées et vomissements, 

des fractures du bassin et des cancers secondaires. 

d) Chimioradiothérapie 

La chimioradiothérapie est un traitement qui associe la chimiothérapie à la 

radiothérapie. Dans ce cas, la chimiothérapie et la radiothérapie sont administrées pendant 

la même période. Certains types de chimiothérapie rendent la radiothérapie plus efficace. 

Les agents chimiothérapeutiques les plus utilisés dans ce traitement sont le 5-fluorouracil 

ou la capécitabine (Tableau 1). 
 
  

http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/?region=on
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/radiation-therapy/side-effects/?region=on#Troubles_intestinaux
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/radiation-therapy/side-effects/?region=on#Naus%C3%A9es_et_vomissements
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/radiation-therapy/side-effects/?region=on#Fractures_du_bassin
http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/radiation-therapy/side-effects/?region=on#Cancers_secondaires
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Tableau 1 : Agents chimiothérapeutiques utilisés pour le traitement du cancer colorectal 

Agent  
chimiothérapeutique 

Noms des 
médicaments 

commercialisés (®) 

Mode 
d’administration 

Effets  
secondaires 

Doxorubicine 

OO OO

O

OH

OH

HO

O

HO

HO

NH2

 

Caelyx 
Adriblastin 

Myocet 

Voie 
intraveineuse 

Voie intravésicale 

Affections gastro-intestinales 
(diarrhées, nausées, 

vomissements), changements au 
niveau de la peau et des ongles, 

chute des cheveux et perte 
d'appétit. 

5-Fluorouracil 

HN

H
N

F

OO

 

Adrucil 
Fluracil 

Voie 
intraveineuse Effets toxiques sur la 

mœlleosseuse, le foie, les tissus 
cardiaques et le tube digestif. Efudex 

Fluoroplex 
Voie cutanée 

Capécitabine 

N

N

O

HO

HO

F

HN

O

O

 

Xeloda 
Ecansya 

Voie orale 

Affections gastro-intestinales 
(diarrhées, nausées, 

vomissements), douleurs 
abdominales, éruption cutanée, 

sécheresse ou démangeaisons de 
la peau, fatigue et perte d’appétit. 

Oxaliplatine 

H2N

Pt

NH2

O O

O O

++

 

Eloxatin Voie 
intraveineuse 

Saignement, douleur à la gorge et 
température élevée, diarrhée, 
vomissements persistants ou 

sévères, troubles respiratoires, 
extrême fatigue avec diminution 
du nombre de globules rouges, 

bleus anormaux (thrombopénie), 
maladie du rein (peu ou pas 

d’urine). 
Raltitrexed 

N

H
N

N

S

HNO

HO

HO
O

O

O

 

Tomudex 
 

Voie 
intraveineuse 

Diarrhées, vomissements, fièvre 
ou frissons, infections, douleur ou 

ulcération de la muqueuse 
buccale, fatigue, perte d’appétit, 

nausées, maux d’estomac 
(douleurs abdominales), 

constipation et éruptions cutanées. 
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e) Traitement ciblé 

Les traitements ciblés (Tableau 2) du cancer colorectal sont réalisés à l’aide de 

médicaments pouvant cibler spécifiquement des récepteurs comme les protéines présentes à 

la surface des cellules cancéreuses. Ces récepteurs contribuent à l’envoi de signaux qui 

indiquent aux cellules cancéreuses de se diviser. En ciblant ces récepteurs, ces 

médicaments interrompent la croissance et la propagation des cellules cancéreuses, tout en 

limitant les effets secondaires subits par les cellules normales. En effet, le traitement ciblé 

n’endommage habituellement pas ou peu les cellules saines. Il a tendance à engendrer des 

effets secondaires moins nombreux et moins graves que la chimiothérapie et la 

radiothérapie. Le traitement ciblé peut avoir plusieurs objectifs tels que la destruction des 

cellules du cancer colorectal, le ralentissement de leur évolution ou le soulagement de la 

douleur. 

Tableau 2 : Traitements ciblés pour le traitement du cancer colorectal 

Noms des médicaments 

ciblés (®) 
Mode d’action 

Mode 

d’administration 
Réf. 

Bévacizumab (Avastin) 

Anticorps monoclonal ciblant le facteur de 

croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF). Le 

VEGF aide les cellules cancéreuses à former de 

nouveaux vaisseaux sanguins permettant l’apport 

d’oxygène et des éléments nutritifs vers la tumeur. 

Voie 

intraveineuse 
3 

Cétuximab 

(Erbitux) 

Anticorps monoclonal ciblant le récepteur du 

facteur de croissance épidermique (EGFR) présent 

à la surface des cellules cancéreuses. Le EGFR 

émet des signaux vers ces cellules qui leur 

permettent de croître et de se diviser. 

Voie 

intraveineuse 

4 

Panitumumab 

(Vectibix) 
5 

Régorafénib 

(Stivarga) 

 

Inhibiteur de kinases (protéines présentes à la 

surface des cellules) qui envoient des signaux aux 

cellules cancéreuses pour les faire croître ou former 

de nouveaux vaisseaux sanguins. 

Voie orale 6 

Aflibercept 

(Zaltrap) 

 

Protéine ciblant le récepteur du facteur de 

croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) à la 

surface des cellules cancéreuses, ce qui empêche la 

croissance des néovaisseaux irriguant la tumeur. 

Voie 

intraveineuse 
7 

 

http://www.cancer.ca/fr-ca/cancer-information/cancer-type/colorectal/treatment/targeted-therapy/?region=on
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II) LA VECTORISATION POUR LE TRAITEMENT DES CANCERS 

La vectorisation a été imaginée à la fin du 19ème siècle avec la théorie de la « balle 

magique » (Magic bullet) par le médecin allemand Paul Ehrlich 8. Cette « balle » était 

capable de transporter des PAs à l’intérieur du corps humain jusqu’à leur cible. Dans les 

années 1970, la vectorisation a été réellement utilisée en encapsulant un PA au sein de 

liposomes, puis de systèmes colloïdaux à base de polymères synthétiques ou naturels. Ces 

vecteurs transportent un PA vers la cible à traiter, ce qui permet d’éviter l’administration 

directe des médicaments dans le corps humain. La vectorisation augmente ainsi la 

biodisponibilité des médicaments (rapport entre la quantité du PA administré et celle 

présente au niveau de la cible), limite la dégradation de PAs pendant leur parcours et réduit 

la toxicité de certains médicaments très actifs grâce à une libération contrôlée spatialement, 

temporellement et quantitativement dans le corps humain 9. Les vecteurs injectés doivent 

cependant répondre à un certain nombre de critères. Ils doivent être biocompatibles et ne 

pas présenter aucune toxicité pour l’organisme.  Ils doivent également pouvoir franchir les 

barrières biologiques dans l’organisme et protéger le PA jusqu’à son site d’action. 

Dans cette partie, nous commencerons par une brève introduction sur la vectorisation 

dans le domaine biomédical, en précisant les différentes générations de vecteurs. Ensuite, 

nous mentionnerons les principaux types de vecteurs et nous aborderons les différentes 

techniques de formulation nécessaires à leur obtention.  

1) Classification des principaux vecteurs 

Le développement technologique de nouvelles formes posologiques (Figure 2) a été 

une approche prometteuse pour contrôler la libération des PAs10–13. Les vecteurs 

nanométriques, de par leur grande surface spécifique, ont été étudiés pour l’encapsulation 

de PAs et favoriser une libération homogène et contrôlée du médicament 14. 
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Figure 2 : Types de nanovecteurs disponibles pour la thérapie cancéreuses 15 

Ces vecteurs peuvent être classés en plusieurs catégories en fonction de leur structure et de 

la nature chimique des éléments qui les constituent. Nous pouvons distinguer les 

liposomes, les micelles, les nanocapsules, les nanosphères et les dendrimères (Figure 3). 

 
Figure 3 : Principaux nanovecteurs utilisés comme systèmes de délivrance de médicament (A) 

Liposome (B) Nanosphère (C) Nanocapsule (D) Micelle et (E) Dendrimère 16 

 

a) Liposomes 

Les phospholipides naturels s’organisent spontanément en milieux aqueux pour former des 

liposomes (Figure 4). Cette organisation stable permet de minimiser les interactions entre 

les parties hydrophobes de ces molécules et les molécules d’eau. Ainsi les liposomes sont 

des vésicules artificielles sphériques, formées par une ou plusieurs bicouches de 
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phospholipides entourant une cavité centrale aqueuse. Ils ont été découverts il y a plus de 

cinquante ans 17 et ont été les premiers à être utilisés pour la vectorisation de médicaments 
18. Depuis, ils ont fait l’object de nombreuses études dans la littérature 19–22. En effet, il est 

possible d’encapsuler des PAs hydrophiles par dissolution dans la phase aqueuse interne 

et/ou des PAs lipophiles par insertion dans leurs bicouches lipidiques 23. 

 

 
Figure 4: Schéma d'un liposome 23 

Les liposomes sont considérés comme des vecteurs biocompatibles du fait de la 

nature phospholipidique de leur paroi. Ils peuvent également être recouverts de chaînes de 

poly(oxyde d’éthylène) (PEO) (liposomes pégylés) et décorés avec des ligands de ciblage 
24.  Les liposomes ont des diamètres généralement compris entre 20 nm et 1µm 17 et une 

classification a été réalisée en fonction de leur taille et du nombre de bicouches lipidiques. 

On distingue ainsi les SUV (Small UnilamelarVesicle) qui présentent un diamètre inférieur 

à 200 nm, les LUV (Large Unilamelar Vesicles) qui ont un diamètre compris entre 200 nm 

et 1 µm et les GUV (Giant Unilamelar Vesicles) présentant un diamètre supérieur à 1 

µm25,26. Malheureusement, l’instabilité chimique et la fragilité mécanique de la bicouche 

lipidique des liposomes peuvent être des paramètres limitant leur efficacité dans le domaine 

de la vectorisation de PAs. Ainsi, depuis une dizaine d’années, des chercheurs s’intéressent 

de plus en plus à une nouvelle catégorie de vésicules, appelées « polymersomes » qui sont 

des vésicules artificielles de taille nano- ou micrométrique, analogues aux liposomes. Ils 

sont obtenus par auto-organisation de copolymères amphiphiles sous forme de bicouches 

enfermant un cœur aqueux, et se sont avérés plus robustes et chimiquement plus stables 

que les liposomes. L’épaisseur de leur membrane est reliée à la masse molaire des 

copolymères utilisés. Il existe un très grand nombre de copolymères amphiphiles 



PARTIE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

16 
 

permettant l’obtention de polymersomes, mais la plupart d’entre eux sont de nature flexible 

et de type copolymères dibloc. Cependant, depuis quelques années, un certain nombre de 

publications relatent l’intérêt d’élaborer des polymersomes à partir de copolymères 

possédant un bloc rigide à caractère mésomorphe. La rigidité de ce bloc apporte alors un 

ordre supplémentaire à l’auto-organisation des copolymères, ce qui permet de renforcer la 

stabilité de la bicouche du polymersome et par conséquent d’accroître l’efficacité du 

transport de PAs. Ceci a fait l’objet des travaux réalisés par Ferji et al.27 portant sur la 

synthèse de glycopolymères amphiphiles greffés, combinant la biodégradabilité et la 

biocompatibilité d’un polysaccharide hydrophile (dextrane) et le caractère cristal-liquide de 

greffons hydrophobes à base de cholestérol (poly(acrylate de diéthylène glycol 

cholestéryle) (PADEGChol)) puis de leur auto-organisation en milieu aqueux sous forme 

de «polymersomes». 

b) Dendrimères 

Les dendrimères sont des macromolécules hautement ramifiées possédant une 

architecture tridimensionnelle contrôlée. Ces dendrimères dont les branches sont de 

simples molécules ou de vraies chaînes macromoléculaires, sont obtenus par deux 

stratégies : divergente (du cœur vers la surface) ou convergente (de la surface vers le cœur). 

Les dendrimères ont été utilisés comme transporteurs de médicaments soit en les 

encapsulant dans le noyau central, soit en attachant le PA à la surface du dendrimères par 

des liens chimiques 28–31.  

c) Micelles 

Les micelles polymères ont été découvertes par Ringsdorf en 1984 32. Elles sont 

formées par auto-organisation de copolymères amphiphiles en solution aqueuse. Selon le 

copolymère amphiphile employé, l’auto-organisation peut produire des nano-objets 

sphériques avec un cœur hydrophobe et une surface hydrophile, mais d’autres types 

d’arrangement peuvent également être formulés. Les micelles sphériques ont une taille 

habituellement inférieure à 50 nm 33.  

La capacité des micelles à augmenter la solubilité des médicaments hydrophobes en 

phase aqueuse provient de leur composition structurelle caractérisée par un noyau interne 

hydrophobe, stériquement stabilisé par une couronne hydrophile 34. L’emploi de micelles 

comme nanovecteurs de PA offre plusieurs avantages : la taille réduite des micelles, la 

possibilité de cibler spécifiquement les cellules à traiter et la réduction des effets 

secondaires 35,36. 
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d) Nanocapsules 

Les nanocapsules sont des structures sphériques à morphologie cœur/écorce 

constituées soit d’un cœur vide (nanocapsules creuses), solide (cœur constitué d’huiles se 

solidifiant à température ambiante) ou liquide (de nature aqueuse ou huileuse) entouré par 

une mince paroi de polymères de quelques nanomètres d'épaisseur 16. Le PA peut être 

incorporé dans le cœur qui joue alors le rôle de réservoir, ou éventuellement adsorbé sur 

l’écorce ou attaché de façon covalente à la couche polymère 37. Le LCPM a produit 

récemment des nanocapsules par deux stratégies complémentaires : les travaux réalisés par 

Forero Ramirez 38 portaient sur l’élaboration des nanocapsules par polymérisation 

radicalaire contrôlée à partir d’un tensioactif réactif dérivé du dextrane alors que les 

travaux réalisés par Poltorak39 s’intéressaient à la conception de nanocapsules 

biodégradables recouvertes de dextrane par réaction "Click" interfaciale. 

e) Nanoparticules 

Les NPs sont des structures matricielles de forme sphérique 37,40 et de taille généralement 

comprise entre 100 et 200 nm 16,41. Le PA peut être piégé, dissous ou dispersé dans un 

polymère enchevêtré formant le cœur de l’objet, mais il peut être aussi adsorbé sur la 

surface du nano-objet ou lié chimiquement à sa surface 42–44. Le PA sera libéré par simple 

diffusion ou par dégradation de l’objet par l'organisme. Ces NPs, dont le nombre de 

publications ne cesse de croitre (Figure 5), constituent le sujet de cette thèse et leurs 

méthodes de préparation seront présentées dans les pages suivantes. 

 
Figure 5 : Nombre de publications traitant des nanoparticules polymère durant la période 2000 et 

2017 
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2) Évolution des vecteurs 

Depuis la formulation des premiers vecteurs dans les années 1970, les procédés de 

vectorisation et la compréhension des phénomènes biologiques liés n’ont cessé de 

progresser. Selon Vauthier et Couvreur45, les vecteurs à base de systèmes colloïdaux de 

taille submicronique peuvent être classés en trois générations, en fonction de leur 

biodistributionin vivo. 

a) Les vecteurs de 1ère génération : les vecteurs hépatospléniques 

Les vecteurs synthétiques de 1ère génération sont des systèmes colloïdaux développés 

spécialement pour des applications thérapeutiques. Comme nous l’avons détaillé dans les 

pages précédentes, ces vecteurs peuvent être classés selon la nature et l’organisation des 

éléments qui les constituent. Les NPs décrites dans la littérature sont le plus souvent 

constituées d’un cœur de polymère hydrophobe biodégradable tel que le poly(acide 

lactique) (PLA) ou le poly(acide lactique-co-glycolique) (PLGA). Elles présentent 

généralement en surface une hydrophobie plus ou moins marquée, et parfois des 

groupements chargés anioniques comme des carboxylates pour le PLA ou le PLGA 46–48.  

Après administration intraveineuse de ces vecteurs, ceux-ci s’accumulent 

préférentiellement dans les organes du système réticulo-endothélial comme le foie, la rate, 

les reins et la mœlleosseuse car ces vecteurs sont reconnus par le système immunitaire 

comme des corps étrangers. En effet, après injection des NPs, on observe l’adsorption des 

opsonines sur leur surface, ce qui favorise la reconnaissance des NPs par les macrophages, 

puis leur phagocytose et dégradation par les macrophages. Les opsonines sont des protéines 

cationiques plasmatiques circulantes dans le flux sanguin, qui présentent également en 

surface quelques zones hydrophobes, ce qui leur confère également un caractère 

amphiphile. L’adsorption de ces protéines sur la surface des nanovecteurs est un 

phénomène complexe qui dépend de plusieurs facteurs tels que les propriétés de la surface 

des vecteurs (hydrophobie et charge de surface). Les molécules thérapeutiques initialement 

encapsulées dans ces nanovecteurs sont alors libérées au niveau des cellules du système 

réticulo-endothélial16,49,50. Cette accumulation, principalement hépatique est intéressante 

pour le ciblage de ces organes, notamment dans le cas de cancer du foie. Ainsi la DOX a 

été vectorisée dans le foie par des liposomes 45.  

b) Les vecteurs de 2ème génération : 

Les vecteurs de 2ème génération ont été développés pour limiter ou éviter les problèmes 

d’opsonisation des vecteurs de 1ère génération, et sont donc destinés au traitement des 
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cellules autres que celles du système réticulo-endothélial. Comme nous l’avons expliqué 

dans le paragraphe précédent, l’adsorption des opsonines sur les vecteurs définit leurs 

destins in vivo 51–53.  La modification de surface des vecteurs de 2ème génération consiste à 

recouvrir ces vecteurs par une couche hydrophile et neutre, soit par adsorption physique ou 

par fixation chimique de polymères hydrophiles. La présence de cette couche hydrophile à 

la surface des vecteurs masque alors l’hydrophobie et la charge du cœur du vecteur, ce qui 

confère aux vecteurs un certain caractère furtif. Cette modification de surface est une étape 

relativement importante pour rendre les vecteurs invisibles vis-à-vis des macrophages car 

les molécules constituant la couche surfacique des vecteurs induisent un encombrement 

stérique qui limite l’adhésion des opsonines et la reconnaissance des vecteurs par les 

macrophages. Cette modification permet alors de diminuer l’accumulation des vecteurs 

dans les organes du système réticulo-endothélial et de prolonger leur temps de résidence 

dans le flux sanguin de quelques minutes, pour les vecteurs de 1ère génération, à quelques 

heures pour les vecteurs de 2ème génération 54–63. Cette augmentation du temps de 

circulation est d’ailleurs considéré comme le facteur pharmacocinétique le plus important 

lors de l’étape de conception de médicaments macromoléculaires ou des nanomédicaments 
64. Plusieurs molécules ont été utilisées pour rendre furtifs les vecteurs, par exemple le 

poly(éthylène glycol) (PEG), le dextrane, les poloxamers et les poloxamines61. Les 

procédés d’hydrophilisation de surface des nanovecteurs reposent principalement soit sur 

l’adsorption physique de polymères amphiphiles lors de la préparation des vecteurs, par 

exemple des NPs ; soit sur la fixation chimique (par des liaisons covalentes) de polymères 

hydrophiles à la surface des NPs.  

(i) Adsorption physique de copolymères amphiphiles : 

Cette méthode consiste à adsorber physiquement des polymères amphiphiles à 

l’interface solide-liquide des NPs finales, ou à l’interface liquide/liquide qui apparait lors 

de la formulation de l’objet. Cette adsorption physique est due à des interactions 

électrostatiques ou hydrophobes selon le copolymère amphiphile employé. Ainsi, il s’agit 

d’interactions électrostatiques dans le cas de NPs à surface chargée sur lesquelles le 

chitosane65 ou l’acide hyaluronique 66 vont s’adsorber. Dans le cas de NPs hydrophobes et 

neutres, des dérivés de copolymères amphiphiles vont s’adsorber sur leur surface 

hydrophobe pour doter les NPs d’une surface hydrophile 67,68.  

(ii) Fixation chimique de polymère hydrophile : 

Cette méthode consiste à former des liaisons covalentes entre des chaînes 
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hydrophiles ou amphiphiles et la surface hydrophobe des nanovecteurs à modifier. Cette 

fixation chimique peut être réalisée par couplage d’un polymère hydrophile sur la surface 

de l’objet préformé, mais on peut également utiliser des copolymères amphiphiles 

organosolubles préformés dans un procédé d’émulsion/ évaporation de solvant 69,70 ou de 

nanoprécipitation71,72. Dans ce cas, les parties hydrophobes des copolymères sont solubles 

dans la phase organique, alors que leurs parties hydrophiles vont s’orienter vers la phase 

aqueuse. L’utilisation de tels copolymères amphiphiles permet un bon contrôle de la 

structure cœur/couronne des vecteurs et de leur chimie de surface 73. Cette deuxième 

technique permet d’obtenir une couche hydrophile bien plus stable par rapport à celle 

obtenue par simple adsorption physique 71,74,75. 

Cette durée accrue de circulation sanguine permet aux vecteurs de s’accumuler au 

voisinage des cellules cancéreuses grâce à l’effet « EPR » (EnhancedPermeability and 

Retention) découvert en 1986 par Maeda 76 (Figure 6). En effet, l’endothélium vasculaire 

des tissus tumoraux est plus perméable que celui des tissus sains, ce qui engendre une 

accumulation des vecteurs au voisinage des tumeurs. Cette accumulation proche des 

tumeurs est appelée « Ciblage passif » 33,77,78. L’effet « EPR » est un phénomène complexe 

à comprendre car il dépend de la taille, de l’emplacement ou le type (primaire ou 

métastase) des cellules tumorales 79. 

 
Figure 6 : Différences entre tissus normaux et tumoraux permettant d’expliquer l'effet « EPR ». (A) 

Les tissus normaux contiennent des vaisseaux sanguins maintenus par des péricytes. La matrice 

extracellulaire contient des fibres de collagène, des fibroblastes, des macrophages et des vaisseaux 

lymphatiques. (B) Les tissus tumoraux contiennent des vaisseaux sanguins à l’endothélium 

perméable. La matrice extracellulaire contient plus de fibres de collagène, de fibroblastes et de 

macrophages que dans les tissus normaux 78 
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c) Les vecteurs de 3ème génération : 

L’objectif des vecteurs de 3ème génération, appelés aussi des vecteurs à 

reconnaissance moléculaire, est de libérer le PA encapsulé au voisinage de la cible 

thérapeutique. Ces vecteurs sont obtenus en greffant à la surface des vecteurs « furtifs » de 

2ème génération des ligands particuliers (anticorps, peptides, sucres, acide folique…) 

capables de reconnaître des marqueurs spécifiques (antigènes ou récepteurs) surexprimés à 

la surface des cellules cancéreuses ou des néo-vaisseaux irriguant les tumeurs, par 

formation d’un complexe ligand-récepteur. On parle alors de « ciblage actif » 33,78,80–82 

(Figure 7). Grâce à cette précision de la zone de délivrance du PA, ces vecteurs de 3ème 

génération sont caractérisés par une diminution drastique des effets secondaires du PA 

encapsulé. 

Sahoo et al.83 ont par exemple encapsulé de la DOX dans des NPs de PLGA de 110 

nm de diamètre dont la surface était recouverte de transferrine. Cette protéine du sérum est 

un transporteur responsable de l’entrée du fer dans les cellules, et les cellules cancéreuses 

surexpriment fortement des récepteurs spécifiques à la transferrine. Par ce biais, les NPs 

décorées en surface par cette protéine ont été capables d’adhérer aux cellules cancéreuses 

et de délivrer spécifiquement la DOX à leur voisinage. 

 
Figure 7 : Représentations schématiques du (A) ciblage passif (effet EPR) et (B) ciblage actif des 

vecteurs décorés en surface pour se lier aux récepteurs spécifiques surexprimés par (1) des cellules 

cancéreuses ou (2) des cellules endothéliales 84 
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3) Elaboration des nanoparticules 

Il existe de nombreuses techniques pour préparer des NPs, mais elles peuvent être classées 

en deux catégories : 

• Préparation des NPs par polymérisation de monomères  

• Préparation des NPs à partir de polymères préformés 

Devant le nombre important des articles/revues traitant des NPs employées comme 

systèmes de vectorisation, seuls quelques exemples seront mentionnés dans la suite de cette 

étude bibliographique. 

a) Préparation de nanoparticules par polymérisation de monomères 

L’élaboration de NPs peut être réalisée grâce à différents procédés de polymérisation, par 

exemple la polycondensation interfaciale et la polymérisation en milieu dispersé. 

(i) Polycondensation interfaciale : 

Cette technique consiste à faire réagir in fine deux monomères, l’un hydrosoluble et 

l’autre liposoluble (dans la phase dispersée), comportant chacun deux groupes fonctionnels 

qui peuvent réagir ensemble. Si on désire réaliser l’encapsulation d’un PA hydrophobe en 

même temps que l’élaboration des NPs, celui-ci peut être solubilisé avec le monomère 

hydrophobe dans un solvant organique. Une émulsion de cette phase organique avec une 

phase aqueuse (phase dispersante) contenant un tensioactif est alors réalisée, puis le 

monomère hydrophile est rajouté dans la phase aqueuse. Lorsque les deux monomères sont 

en contact, la réaction de polycondensation à lieu à l’interface des gouttelettes, ce qui 

génère la formation d’une membrane polymère autour de la gouttelette, d’où l’apparition 

de capsules. La taille des capsules préparées par ce type de procédé varie de quelques 

micromètres à quelques centaines de micromètres, et dépend principalement de l’agitation 

du système et de la vitesse d’ajout des deux monomères 85. 

(ii) Polymérisations en milieu dispersé : 

Ces procédés mettent en jeu une phase de formation des particules appelée 

nucléation, suivie d’une phase de croissance donnant lieu à des particules de type 

matricielle. Deux mécanismes principaux sont à distinguer : la polymérisation en émulsion 

(ou en miniémulsion) et la polymérisation en dispersion.  

Dans le cas de la polymérisation en émulsion, la première étape consiste à former une 

émulsion d’un monomère hydrophobe en phase aqueuse en employant un tensioactif avec 

une concentration supérieure à sa concentration micellaire critique (CMC), de telle manière 
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que les gouttes de monomères soient stabilisées par ces tensioactifs mais qu’il existe aussi 

des micelles de tensioactifs à l’intérieur desquelles se localisent quelques molécules de 

monomères. La réaction de polymérisation est amorcée par ajout d’un amorceur 

hydrosoluble qui réagit avec les rares molécules de monomères solubilisés en phase 

aqueuse, puis l’oligomère hydrophobe en croissance diffuse vers l’intérieur des micelles 

pour y consommer le monomère. La polymérisation se déroule directement dans les 

micelles et on observe la diffusion progressive du monomère des gouttelettes vers 

l’intérieur des micelles jusqu’à conversion totale. In fine, des NPs de diamètre compris 

entre 100 nm et 1 µm sont obtenues et sont recouvertes d’une couronne de tensioactifs. 

Ceci a fait l’objet des travaux réalisés par ForeroRamirez et al.86 qui ont étudié la 

polymérisation RAFT (Polymérisation Radicalaire contrôlée par Transfert de chaîne) du 

MMA (Méthacrylate de méthyle) en miniémulsion en utilisant l’AIBN 

(Azobisisobutyronitrile) comme amorceur, un agent de transfert RAFT (dithiobenzoate de 

2-cyano-2-propyle), un agent hydrophobe (Miglyol 810) et un tensioactif dérivé du 

dextrane (Dextrane modifié par des groupements phényle, noté DexP-τ avec τ le nombre de 

groupements phényle introduits pour 100 unités glucopyranoseet qui est compris entre 16 

% et 21 %) (Figure 8). Ils ont aussi comparé les propriétés du co-stabilisant Miglyol 810 

avec d’autres huiles telles que l’huile d’olive, le Nujol et l’hexadécane et ont montré que le 

Miglyol 810 était le meilleur co-stabilisant pour la polymérisation en miniémulsion du 

MMA. La cinétique de polymérisation a été étudiée et il a été montré qu’en utilisant le 

Miglyol 810, la polymérisation est contrôlée jusqu’à des taux de conversion supérieur à 50 

%. 

 
Figure 8 : Préparation de nanoparticules recouvertes de dextrane par polymérisation en 

miniémulsion86 
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Wu et al.87 ont élaborés des NPs cœur/couronne par polymérisation en miniémulsion. Le 

cœur des NPs est du poly(cyanoacrylate de n-butyle) et la couronne est composée de 

dérivés de PEO(Brij® 78, Brij® 700 et Tween® 80). Ils ont étudié deux types de 

polymérisation selon les conditions expérimentales : la polymérisation anionique pendant 

24 h à température ambiante et la polymérisation radicalaire pendant 24 h à 75°C. Ils ont 

également pu réaliser l’encapsulation du pyrène pendant l’élaboration des NPs par ces deux 

mécanismes de polymérisation. La libération du pyrène a ensuite été étudiée dans le PBS 

(Tampon phosphate salin)(pH=7,4) à 37°C, et il a été montré que cette libération dépend 

des propriétés du cœur des NPs. Dans le cas de la polymérisation anionique, 75 % de 

pyrène est libéré au bout de 8h alors que seulement 60 % de pyrène est libéré après 20h si 

les NPs sont élaborées par polymérisation radicalaire.  

Depuis une dizaine d’années, une technique appelée auto-assemblage induit par la 

polymérisation (PISA : PolymerizationInduced Self-Assembly) a vu le jour. Il s’agit ici 

d’une polymérisation radicalaire contrôlée menée en milieu hétérogène sans tensioactif (en 

émulsion) en présence de macro-amorceur ou de macro-agent de transfert. Ces macro-

amorceurs ou macro-agents de transferts permettent d’amorcer la polymérisation du 

monomère hydrosoluble sélectionné. Au fur et à mesure de la croissance du bloc 

hydrophobe, un copolymère amphiphile progressivement insoluble dans le milieu se forme 

et s’auto-assemble sous forme de nanovecteurs de morphologies variées et contrôlées. 

Contrairement à la polymérisation en émulsion précédente, le milieu réactionnel ici est 

homogène au début de la polymérisation, tous les réactifs étant solubles dans la phase 

continue, y compris le monomère 88.  

E. Groison et S. Brusseau89 ont ainsi réussi à obtenir des nanovecteurs avec 

différentes morphologies par auto-assemblage de copolymères à blocs amphiphiles via la 

NMP (Nitroxide Mediated Polymerization) menée en émulsion. Une macro-alcoxyamine à 

base d’acide méthacrylique et de styrène sulfonate de sodium (P(AMA-co-SS)-SG1) a été 

utilisée pour mener la PISA en émulsion aqueuse du MMA en présence d’une faible 

fraction de styrène à 90°C sous une pression de 3 bars (Figure 9). Des copolymères à blocs 

amphiphiles sont alors progressivement synthétisés de manière contrôlée. Les clichés de 

MET (Microscopie Electronique en Transmission) dans la Figure 9 montrent que pour un 

même bloc hydrophile P(AMA-co-SS)-SG1, le changement de morphologies des 

nanovecteurs (sphère, fibre puis vésicule) est provoqué par une augmentation de la masse 

molaire du bloc hydrophobe PMMA (24570 g.mol-1, 34300 g.mol-1 et 46300 g.mol-1) 

(Figure 9). 
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(a) 

 
(b) 

 
Figure 9 : (a) Schéma réactionnel de la polymérisation en émulsion aqueuse du MMA et du 

styrène à partir d’une macro-alcoxyamine P(AMA41-co-SS10) fonctionnalisée par un groupement 

SG1. (b) Clichés obtenus par MET de la dispersion finale constituée de copolymères P(AMA41-co-

SS10)-b-P(MMAn-co-Sm) en fonction de la longueur du bloc hydrophobe PMMA produit. 

Dans le cas de la polymérisation en dispersion, le monomère est initialement soluble dans 

la phase aqueuse. Cependant, ce monomère est sélectionné pour former un polymère 

hydrophobe. Aussi, après amorçage de la polymérisation, les oligomères formés deviennent 

insolubles dans la phase aqueuse et précipitent sous forme d’agrégats stabilisés par les 

tensioactifs initialement ajoutés dans le milieu réactionnel. Cette technique conduit à des 

particules de diamètre compris entre 1 et 15 µm 85. L’équipe de C. Pan a été la première à 

étudier la polymérisation RAFT en dispersion dans un solvant organique pour produire des 

nanovecteurs de morphologies non sphériques (Figure 10) 90,91. Ils ont notamment étudié la 

polymérisation du styrène en dispersion dans le méthanol à partir de macro-agents RAFT 

dérivés de poly(4-vinylpyridine) (P4VP) 92,93, poly(acideacrylique)94ou poly(méthacrylate 

de 2-(diméthyl amino) éthyle) (PMADAME) 95 (Figure 10). 
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Figure 10 : Schéma réactionnel de la polymérisation du styrène en dispersion dans le méthanol, en 

présence de macroRAFTs hydrophiles 

Ferji et al. 96 ont étudié l’auto-assemblage de glycopolymères à base de dextrane 

induit par photopolymérisation appelée Photo-PISA. Ces glycopolymères (Dex-g-PHPMA) 

sont composés d’une dorsale dextrane et de greffons poly(métacrylate de 2-

hydroxypropyle). Ils ont montré que cette polymérisation peut être réalisée à température 

ambiante sous irradiation UV en phase aqueuse.  Les glycopolymères (Dex-g-PHPMA) qui 

se forment in situ s’auto-organisent pour conduire à des nano-objets présentants différentes 

morphologies selon les paramètres macromoléculaires des glycopolymères formés (Figure 

11). 

 
Figure 11 : Images MET des glycopolymères (Dex-g-PHPMA) qui se forment in situ par photo-PISA 

en phase aqueuse et s’auto-organisent pour conduire à des nano-objets 96 



PARTIE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

27 
 

b) Préparation de nanoparticules à partir de polymères préformés 

(i) Nanoprécipitation 

Le procédé de nanoprécipitation a été développé par Fessi vers la fin des années 80 
97. Dans ce procédé, la phase organique polaire contient le polymère et le PA à encapsuler. 

Elle est ajoutée goutte à goutte et sous agitation modérée dans un deuxième solvant 

miscible au premier (le plus souvent de l’eau) qui représente la phase continue et contient 

un tensioactif assurant la stabilisation des particules formées. Ces particules sont formées 

par diffusion spontanée du solvant organique dans la phase aqueuse et inversement. Ce 

procédé est très utilisé pour l’élaboration des nanoparticules destinées à la vectorisation des 

médicaments (Tableau 3). Cette technique permet ainsi d’encapsuler des PAs hydrophobes 

avec de bons rendements, mais l’encapsulation de PAs hydrophiles par cette technique est 

un peu plus difficile car ceux-ci ont tendance à diffuser dans la phase aqueuse. 

Tableau 3 : Quelques nanoparticules préparées par nanoprécipitation 

Polymère Solvent 
organique Tensioactif Diamètre (nm) Réf. 

PLA 

Acétate d’éthyle DexC6-τ 
Avec τ = 21  % 141 98 

THF - 100-300 99 

Acétone Poloxamer 188 250 100 

PLGA 
 

Acétone PVA 95-560 101 

Acétone - 165 102 

Acétone - 164 102 

Poly(ε-
caprolactone) Acétone Polysorbate 80 266 103 

 
(-) signifie sans tensioactif. 

 

(ii) Émulsion-Évaporation de solvant organique 

▪ Émulsion simple 

L’émulsion-évaporation de solvant organique est la technique la plus utilisée pour 

préparer des NPs  polymères (Tableau 4). Le principe de cette technique consiste à former 
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une émulsion à partir de deux solvants non miscibles. Le polymère devant constituer le 

cœur des particules, généralement hydrophobe, est tout d’abord dissout avec le PA à 

encapsuler dans un solvant organique volatil (par exemple le DCM, le chloroforme ou 

l’acétate d’éthyle) mais non miscible dans la phase continue, qui est le plus souvent l’eau. 

Cette phase continue contient un tensioactif qui joue le rôle de stabilisant de l’émulsion. 

Après évaporation du solvant organique, une suspension aqueuse de particules cœur 

polymère hydrophobe/couronne tensioactif est obtenue.Dans le procédé d’émulsion-

évaporation de solvant organique, plusieurs paramètres influencent la taille des particules 

obtenues tels que les concentrations des phases organique et aqueuse, la miscibilité des 

deux solvants, les conditions d’émulsification, le taux de charge du PA …  

 

Tableau 4 : Encapsulation de principes actifs dans des nanoparticules cœur/couronne de PVA  par 

simple Emulsion/Evaporation de solvant organique 

Polymère 
(coeur) 

Tensioactif 
(couronne) Principe actif Efficacité 

d’encapsulation 
Diamètre 

(nm) Réf. 

PLA 

PVA Progestérone 71 % 335 104 

PVA Proanthocyanidine 82.7 % 256 105 

PVA Vanilline 41 % 240 106 

PVA Tamoxifen 85 % 155 107 

PVA Resvératrol 
(Polyphénol) 82 % 228 108 

PLGA 

PVA Halopéridol 30 % 275 109 

PVA Acide ellagique 61 % 293 110 

PVA Cucurbitacin 1,3 % 399 111 

Poly 
(ε-caprolactone-

g-Dextrane) 
PVA Vinblastine 36-48 % 213-227 112 

Poly(ε-
caprolactone) PVA Acide ellagique 57 % 281 110 
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• Concentration initiale du polymère dans la phase organique :  

Jeffery et al.113 ont montré qu’une augmentation de la concentration en polymère 

dans la phase organique entraîne un accroissement de la taille des particules. Ainsi, en 

variant la concentration en PLGA dans le DCM  de 6 % à 20 % (w/v), on observe une 

augmentation du diamètre moyen des particules de 5,7 à 26,1 µm lorsque le PVA 

(Poly(alcool vinylique)) est employé comme tensioactif. Ce résultat peut être expliqué de 

différentes façons. En augmentant la concentration en polymère, on augmente la 

probabilité de collision entre les particules en formation, ce qui conduit à une augmentation 

de la taille des particules finales. Une autre explication est que la viscosité de la solution de 

polymère augmente avec la concentration en polymère et affecte l’étape d’émulsification.   

• Concentration initiale du tensiaoctif dans la phase aqueuse : 

Mahdavi et al. 114 ont montré qu’une augmentation de la concentration  du tensioactif 

entraîne une diminution de la taille des particules obtenues. En effet, l'interface entre les 

deux phases (organique et aqueuse) est recouverte avec une concentration accrue de 

tensioactif et les gouttelettes formées sont plus stabilisées, d’où des  particules plus petites. 

Brakat et Ahmad 115 ont aussi étudié ce paramètre lors de l’élaboration des particules 

composées d’un cœur d’acétobutyrate de cellulose et d’une couronne de Span 80. Ainsi, en 

variant la concentration initiale de tensioactif dans la phase aqueuse de 0,25 % à 2 % (w/v), 

la taille des NPs diminue de 480 nm à 240 nm. Ces résultats sont cohérents avec ceux de 

Rouzes et al. 68concernant l’élaboration des particules de PLA stabilisées par un dérivé 

amphiphile de dextrane (dextrane avec un groupement phénoxy). 

• Rapport volumique entre les deux phases  

Nouvel et al. 70 ont élaboré des nanoparticules en solubilisant le PLA dans le DCM et 

en employant un tensioactif Dex-g-PLA solubilisé dans l’eau. En fixant les concentrations 

du tensioactif dans la phase aqueuse (1 g/L) et du polymère dans la phase organique (25 

g/L) constantes, la diminution du rapport volumique phase organique/ phase aqueuse de 

0,05 à 0,025 entraîne une augmentation de diamètre des NPs de 200 nm à 700 nm. Dans un 

deuxième temps, ils ont étudié l’effet de la concentration du tensioactif (Dex-g-PLA) dans 

la phase aqueuse sur le diamètre des NPs. Pour un rapport volumique des phases égal à 

0,05 et une concentration de PLA dans le DCM égale à 25 g/L, l’augmentation de la 

concentration du tensioactif dans la phase aqueuse de 0,5 à 1 g/L n’a aucune influence sur 

le diamètre des NPs.  

• Propriétés tensioactives : 

Laville et al. 71 se sont intéressés à l’étude des propriétés tensioactives de deux 
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dérivés de dextrane présentant le même taux de modification : un dextranedôté de plusieurs 

fonctions azide et un dextrane modifié par plusieurs chaînes aliphatiques C6. Ils ont ainsi 

élaborés des NPs de PLA avec une couronne de dérivés de dextrane et ont observé une 

augmentation du diamètre des NPs avec la baisse du pouvoir interfacial du tensioactif 

employé. 

• Vitesse et durée d’agitation mécanique : 

Sameni et al. 116 ont examiné l’influence de la vitesse et la durée d’agitation 

mécanique lors de l’étape d’émulsification de la phase organique dans la phase aqueuse sur 

la taille des NPs de PLGA. En augmentant la vitesse d’agitation de 11 000 à 22 000 tr/min, 

la taille des particules diminue de 1350 nm à 800 nm. La durée d’agitation influence 

également la taille des particules. Ainsi, plus l’émulsion est agitée, plus la taille des 

particules diminue. Ces résultats sont expliqués par le fait que les contraintes de 

cisaillement exercées sur les particules sont liées à la durée d’agitation. Donc plus la durée 

de l’agitation augmente, plus l’ampleur de cisaillement est importante et plus la taille des 

particules est petite. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Mahdavi et al. 114 qui ont 

observé qu’avec l’augmentation de la vitesse de dispersion de 2000 à 5000 tr/min entraîne 

une diminution de la taille des particules de 3,5 µm à 640 nm. 

• Quantité de principe actif à encapsuler : 

Brakat et Ahmad 115 ont étudié l’influence de l’encapsulation de l’Eudragit S100 sur 

la taille des NPs de cœur acétobutyrate de cellulose et couronne de Span 80. Ils ont observé 

que  l’augmentation du rapport massique Eudragit S100/Polymère de 1/5 à 1/1 entraînait 

une augmentation de la taille des NPs de 487 µm à 832 µm. 

▪ Émulsion double 

La double émulsion est une technique décrite dans les années 1970 pour 

l’encapsulation de PAs hydrophiles dans le cœur hydrophobe des NPs. Pour cela, une 

première émulsion est réalisée à partir d’une phase aqueuse contenant à la fois le PA à 

encapsuler et un premier tensioactif et d’une phase organique contenant le polymère 

hydrophobe qui deviendra in fine le cœur hydrophobe des NPs (Figure 12, Tableau 5). Cette 

première émulsion est émulsionnée à nouveau dans un large volume d’eau contenant un 

second tensioactif. Le solvant organique est ensuite éliminé par évaporation 117. Le 

tensioactif de la première émulsion sert à stabiliser l’interface interne Eau/Huile (E/H), alors 

le tensioactif de la deuxième émulsion est soluble dans l’eau, et permet de stabiliser 

l’interface externe Huile/Eau(H/E)118,119. 
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Figure 12 : Préparation des particules par double émulsion-évaporation de solvant (Emulsion 

E/H/E) 117 

Rizakalla et al. 120 ont élaboré des NPs de PLGA par double émulsion/évaporation de 

solvant organique et ont rapporté l’influence de plusieurs paramètres sur la taille de NPs de 

PLGA. Ainsi, en augmentant la concentration initiale du polymère dans la phase organique 

de 5 % à 10 % (%w/v) on observe une augmentation de la taille de particule de 300 nm à 

600 nm. Ceci est causé par une augmentation de la viscosité de la phase organique, ce qui 

entraîne une réduction dans l’homogénéisation du milieu. Quintanar-Guerrero et al. 121 et 

Kwon et al. 122 ont étudié l’influence de la concentration du tensioactif dans la phase 

aqueuse sur la taille des nanoparticules. Ils ont observé qu’une augmentation de la 

concentration initiale du tensioactif (de 0,1 % à 1 % (w/v)) entraînait une diminution de la 

taille des NPs de 300 nm à 140 nm. Silvestri et Lostritto123 ont étudié également cette 

relation entre concentation en tensioactif et taille des NPs. Ils ont d’ailleurs établi une 

équation du premier ordre reliant la concentration du tensioactif à la taille des nanogouttes 

produites au cours de l’étape d’émulsification :  

𝒓 ̅ =  
𝟐𝜸𝒊

𝟎

∆𝑷
−
𝟐𝑩𝑪𝒊
∆𝑷

 
Avec : 

𝑟 ̅: rayon moyen de la goutte 

𝛾𝑖
0 : tension interfaciale entre les deux solvants purs 

∆𝑃 : pression à l’interface Huile/Eau 

B : constante pour un tensioactif donné, représente la valeur d’adhésion entre l'interface et le 

tensioactif 

Ci : concentration du tensioactif. 
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Tableau 5 :Encapsulation des principes actifs dans des nanoparticules produites par double  
Emulsion/Evaporation de solvant organique 

 

(iii)Émulsion-Diffusion de solvant organique 

Le procédé d’émulsion-diffusion de solvant organique est parmi les procédés les plus 

employés pour la fabrication des NPs (Figure 13, Tableau 6). Cette technique, développée 

par Leroux et al. 127 a été décrite par Quintanar-Guerrero et al. 121,128–131. Ce procédé se 

déroule en deux étapes : une première étape est une émulsification suivie de la diffusion du 

solvant organique dans un grand volume d’eau (deuxième étape), ce qui entraîne la 

formation des NPs par précipitation du polymère. Le solvant organique employé doit être 

ici partiellement miscible à l’eau. L’acétate d’éthyle est ainsi un bon exemple d’un solvant 

organique pour ce procédé d’élaboration de NPs. Bien que ce procédé permette d’obtenir 

des NPs de taille étroite, une grande quantité d’eau est requise pour faire diffuser le solvant 

organique ce qui représente une limite de ce procédé 132. Dans la littérature, plusieurs 

études ont été consacrées à l’évaluation des paramètres influençant la taille des particules 

obtenues par ce procédé 122,133–135. Les effets de certains paramètres tels que le type et la 

concentration du tensioactif, la concentration du polymère et les conditions 

d’émulsification sont les mêmes que dans le cas du procédé d’émulsion-évaporation de 

solvant. 

Polymère 
(cœur) 

Tensioactif 
de la 2ème émulsion Principe actif Efficacité 

d’encapsulation 
Diamètre 

(nm) Réf. 

PLGA PVA Vancomycine 38-79 % 450-466 124 

PLA 

Monoéthoxypoly(oxyde 
d’éthylène)-b-PLA Protéine C 44-74 % 188-244 125 

PCL/PVA BSA 49 % 300-500 126 
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Figure 13 : Préparation des nanoparticules par le procédé d’émulsion-diffusion 136 

Hassou et al. 137 ont modélisé le procédé d’émulsion-diffusion de solvant pour 

l’élaboration des nanocapsules de poly(ε-caprolactone).  Kwon et al.122 ont quant à eux 

élaborés des NPs de PLGA recouvertes de PVA et ont étudié l’influence de la température 

de la phase aqueuse sur la taille finale des NPs. Ils ont alors montré qu’une augmentation 

de la température de 25à 60°C, provoquait une diminution du diamètre moyen des NPs de 

204 nm à 170 nm. Ce phénomène est dû à la constante de diffusion du solvant dans l’eau 

qui est proportionnelle à la température selon l’équation de Stokes-Einstein suivante : 

𝐷𝐴𝐵 = 
𝑘𝑇

6𝜋𝑟𝜂𝐵
 

DAB : Coefficient de diffusion (cm2s-1) 

k : Constante de Boltzman (1.3805 10-23 J K-1) 

T : Température (K) 

r : Volume hydrodynamique de l’objet (cm3) 

𝜂𝐵 : Viscosité de la phase continue (cP) 

Wilke et Chang 138 ont également étudié l’évolution des coefficients de diffusion de 

différents solutés dans plusieurs milieux dilués et à différentes températures. Ils en ont tiré 

une équation reliant le coefficient de diffusion d’un soluté dans l’eau et la température du 

solvant : 
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𝐷𝐴𝐵 = 
7.4 ×  10−8  (2.6 𝑀𝐵)

0.5  𝑇

𝜂𝐵𝑉𝐴
0.6  

𝑀𝐵 : Masse molaire de l’eau (g/mol) 

𝑉𝐴 : Volume molaire du soluté A mesuré à sa température d’ébullition (cm3/mol) 

𝜂𝐵 : Viscosité de la phase continue (eau)(cP) 

T : Température (K) 

Tableau 6 : Quelques nanoparticules préparées par émulsion-diffusion de solvant organique 

 

(iv) Émulsion-Relargage 

Ce procédé a été développé par Bindschaedler et al. 148 en 1988 pour la préparation 

de pseudo-latex par dispersion d’un polymère hydrophobe 149. Cette technique consiste à 

préparer une émulsion H/E sous agitation mécanique, en ajoutant une solution organique 

(acétone) contenant le polymère et le PA à encapsuler à une solution aqueuse saturée en 

soluté. Le soluté peut être une molécule très hydrophile comme le saccharose ou bien un 

électrolyte tels que le chlorure de magnésium, le chlorure de calcium ou l’acétate de 

magnésium 133,150–157. La saturation de la phase aqueuse initiale par les électrolytes modifie 

non seulement la miscibilité de la phase organique dans la phase aqueuse, mais empêche 

Polymère Solvant Tensioactif Principe actif Diamètre 
(nm) Réf. 

PLGA 

Acétate d’éthyle Poloxamer 188 Tacrolimus 218-439 145 

Carbonate de propylène 
Bromure de 

didodécyldiméthyl
ammonium 

- 50 

141 Acétate d’éthyle PVA - 213 

Acétone Pluronic - 221 

Dichlorométhane PVA - 284 

PEG-PLGA Acétate d’éthyle Poloxamer 188 Tacrolimus 220-498 145 

PLA 
Acétate d’éthyle  Poloxamère Acétate de 

tocophérol 276-554 142 

Acétate d’éthyle Pluronic F68 - 100 150 

Poly(ε-
caprolactone) Acétate d’éthyle PVA Indométacine 470-694 151 
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aussi la diffusion de l’acétone dans l’eau. Dans un deuxième temps, un volume d’eau 

important est rajouté à l’émulsion, ce qui provoque la diffusion de l’acétone vers la phase 

aqueuse et conduit à l’obtention des NPs par précipitation du polymère (Figure 14).  

 

Figure 14 : Préparation des nanoparticules par le procédé d’émulsion-salting-out 149 

Leroux et al.158 ont adopté ce procédé pour préparer des NPs PLA/PVA. La phase aqueuse 

saturée en acétate de magnésium tetrahydraté (électrolyte) contient également du PVA 

comme tensioactif. Cette phase aqueuse est rajoutée dans la solution PLA/acétone pour 

former une émulsion. Par la suite, un volume d’eau important a été rajouté pour permettre 

la diffusion de l’acétone dans l’eau et donner naissance à des NPs d’un diamètre de 295 

nm. 

Quelques NPs préparées par ce procédé d’émulsion-salting out sont regroupées dans le 

Tableau 7. 

Tableau 7 : Exemples de quelques nanoparticules élaborées par le procédé d’émulsion-salting out 

Polymère Electrolyte Solvant 
organique Principe actif Diamètre 

(nm) Réf. 

PLA MgCl2.6H2O Acétone - 279 157 

PEO MgCl2.6H2O Acétone - 280 157 

PLGA MgCl2.6H2O THF - 200 153 

PLGA CaCl2 Acétonitrile Méthoxycinnamate 
d'éthylhexyle 480 152 

PEO-PLGA MgCl2.6H2O Acétone Dexaméthasone 190 159 
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(v) Émulsification-Coacervation 

Le procédé d’émulsion-coacervation consiste à abaisser la solubilité d’un polymère 

(coacervation simple) initialement solubilisé dans un solvant organique ou en milieu 

aqueux, de façon à le faire précipiter. Le changement de la solubilité du polymère peut être 

réalisé par variation de la température du milieu 160 ou par ajout d’un électrolyte (par 

exemple CaCl2
161, Na2SO4

162), d’un non-solvantou d’un agent déshydratant appelé aussi 

agent de coacervation (par exemple un alcool163). Au cours de ce procédé, il y a formation 

de deux phases liquides : l’une riche en molécules de polymère désolvaté qui vont former 

des gouttelettes appelées gouttelettes de coacervat, et une seconde phase pauvre en 

polymère 164–166 (Figure 15). Pour l’encapsulation d’un PA par ce procédé, différentes 

conditions de coacervation doivent être déterminées et respectées en établissant un 

diagramme ternaire tenant compte du solvant, du polymère et de l’agent de coacervation. 

Dans des conditions optimales d’encapsulation, appelée fenêtre de stabilité, un PA dispersé 

dans la solution initiale de polymère se retrouvera au sein des gouttelettes de coacervat 

suffisamment stables. De nombreux paramètres influencent la stabilité de ces gouttelettes 

qui ont tendance à s’agréger (type de polymère, concentration, vitesse d’agitation du 

système, vitesse d’ajout et viscosité de l’agent de coacervation), mais ce procédé permet 

l’encapsulation de molécules hydrophiles et hydrophobes. 

 
Figure 15 : Préparation des nanocapsules par le procédé d’émulsion-coacervation 167 

(vi) Dialyse  

La méthode d’élaboration des NPs par dialyse consiste à dissoudre un polymère dans 

un solvant organique et de placer cette solution dans une membrane de dialyse appropriée. 

Les dialyses sont alors réalisées contre un non-solvant du polymère. Le déplacement du 

solvant de l’intérieur de la membrane de dialyse vers le milieu extérieur entraîne 

l’accumulation et l’agrégation progressive du polymère. Cette diminution progressive de la 
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solubilité du polymère dans le milieu interne des membranes de dialyses donne des 

suspensions homogènes de NPs. Ce procédé est donc efficace pour préparer des NPs avec 

une distribution de taille étroite et sans l’utilisation d’un tensio-actif 168,169 (Tableau 8). 

Jeong et al. 168 se sont intéressés à l’élaboration de NPs de PLGA par dialyse, en absence de 

tensioactif et en testant différents solvant (DMSO, DMF, DMAC, THF et acétone). Ils ont 

montré que la nature du solvant organique modifie la distribution de taille des NPs formées, 

en relation avec les différences de solubilité du polymère dans ces solvants et avec la 

miscibilité des différents solvants organiques avec l’eau. Ces résultats sont cohérents avec 

ceux d’Akagi et al. 170 qui ont également étudié l’effet de différents solvants organiques sur 

la distribution de tailles des NPs de poly(γ-acide glutamique).Vu et al. 171 ont quant à eux 

élaboré des NPs de PLGA sans tensioactif, de taille comprise entre 100 et 200 nm et 

chargées de DOX. Oh et al. 172 ont élaboré des NPs de poly(γ-benzyl-L-glutamate)-b-

poly(oxyde d’éthylène) et Lee et al. 173 des NPs de PLA-POE par dialyse en utilisant dans 

les deux cas le DMF comme solvant. 

 

Tableau 8 : Exemples de nanoparticules élaborées par dialyse 

Polymère Solvant MWCO(a) 
(kg/mol) 

Durée de 
dialyse (h) 

Diamètre 
(nm) Principe actif Réf. 

PLA-co-(d’α-Tocopheryl 
de PEG1000) 
succinate 

DMF 3,5 30 367-475 Paclitaxel 174 

PCL-PVA DMSO 12-14 45 
457 Paclitaxel 

175 
981 Doxorubicine 

PLGA DMSO 10 24 635 Acide 
rétinoïque 176 

PCL-PEG-PCL 1,4-
dioxane 12 24 33 Clonazépam 177 

 
(a) MWCO : Poid moléculaire de séparation de la membrane de dialyse. 

 

III) LIBERATION DES PRINCIPES ACTIFS 

Comme mentionné plus tôt, l’encapsulation d’un PA chimiothérapeutique au sein de 

nanovecteurs permet de maintenir, protéger et transporter le PA vers la cible à traiter, ce 

qui permet de limiter les effets secondaires liés aux PA eux même 178. Grâce à cette 
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encapsulation, la pharmacocinétique du PA peut être modifiée en contrôlant sa distribution 

et libération dans l’organisme. Par ce biais, le seuil thérapeutique est atteint avec des doses 

injectées inférieures à celles requises si le PA était injecté seul. Cette libération est un axe 

important de la recherche dans le domaine de la vectorisation. Il existe deux mécanismes 

fondamentaux de libération de PA  à partir de NPs : la libération du PA par diffusion hors 

du vecteur ou la libération du PA déclenchée par un stimulus, interne ou externe 179.  

1) Libération par diffusion (libération passive) 

Le phénomène de diffusion implique la libération du PA au travers de la membrane 

ou de la matrice polymère constituant le nanovecteur. Suivant la porosité de la membrane 

ou de la matrice, les vitesses de libération sont plus ou moins rapides et ce phénomène est 

régi par le gradient de concentrations du PA entre l’intérieur du vecteur et le milieu 

environnant. Cette libération peut être influencée par plusieurs paramètres 160,179–181 tels que 

la distribution de taille des vecteurs, la nature du polymère, sa masse molaire, la solubilité 

du PA dans le milieu environnant… Généralement, plus la membrane ou la matrice 

polymère est épaisse, plus la libération du PA est lente 181. Le milieu de libération peut soit 

accélérer ou freiner la libération du PA selon sa solubilité dans ce milieu. Ainsi, il est 

recommandé de travailler dans des conditions où ce milieu de libération n’aura pas 

d’influence, ce que l’on appelle les conditions Sink. Ces conditions sont respectées si la 

concentration en PA dans le milieu extérieur est toujours largement inférieure à sa 

saturation (≤ 20-30 % de sa solubilité maximale, ou ≤ 10 % pour des conditions « Perfect 

Sink »). 

Dans la littérature, plusieurs modèles sont employés pour modéliser la libération du PA par 

diffusion. Dans le cas des systèmes polymères de morphologie sphérique, la Loi de Fick   

peut être utilisée pour décrire le mécanisme de transport et de diffusion du PA : 

𝐹 = −𝐷 
𝑑𝑐

𝑑𝑥
 

Avec : 

F : flux du PA par unité de surface (mol/m2.s) 

c : concentration du PA (mol/m3) 

D : coefficient de diffusion du PA dans le polymère (m2/s) 

En dérivant cette première première loi de Fick, on obtient la deuxième loi de Fick dont la 

solution donne le profil de concentration du PA en fonction du temps (t) et des ordonnées 

spatiales (x, y, z). 
 



PARTIE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

39 
 

𝜕𝑐

𝜕𝑥
= 𝐷 (

𝜕2𝑐

𝜕𝑥2
+ 
𝜕2𝑐

𝜕𝑦2
+ 
𝜕2𝑐

𝜕𝑧2
) 

 
Il est cependant possible de trouver d’autres modèles mathématiques plus simples 182.  Dans 

la majorité des travaux, et afin de simplifier les modèles mathématiques, les chercheurs 

posent souvent les hypothèses suivantes182 : 

▪ La diffusion du PA est l’étape chimiquement déterminante 

▪ Le coefficient de diffusion D est constant  

▪ Les conditions Sink sont bien respectées, aussi la concentration en PA dans le milieu 

de libération est considérée proche de zéro 

▪ L’intégrité de la membane ou matrice polymère est conservée tout au long de la 

libération (absence de dégradation qui favoriserait la fuite du PA) 

▪ La résistance au transfert du PA, au niveau de l’interface solide/liquide du milieu de 

libération, est négligeable. 

Dans le cas des systèmes de morphologie sphérique et en se limitant à la période de 

libération pendant laquelle le taux de libération est ≤ à 90 %, la cinétique de libération du 

PA peut être modélisée par l’équation suivante : 

𝑀𝑡
𝑀∞

= 6 (
𝐷𝑡

𝜋𝑅2
)
1/2

− 3 
𝐷𝑡

𝑅2
 

 
Avec :  

Mt : quantité de PA libérée au temps t (g) 

M∞ : quantité de PA totale encapsulée (g) 

D : coefficient de diffusion du PA dans le polymère constituant l’objet (m2/s) 

R : rayon de la sphère (m) 

t : temps (s) 

Crank183 a également énoncé des équations de diffusion à partir d’objets présentant d’autres 

géométries. 

 

2) Libération stimulée d’un principe actif 

Les polymères stimuli-sensibles présentent des modifications physiques ou 

chimiques provoquées par de faibles variations d’un stimulus. L’utilisation de ce type de 

polymère dans des systèmes de vectorisation permet d’améliorer le traitement des cellules à 

traiter en contrôlant la libération du principe actif dans le temps et/ou dans l’espace, et en 

ayant recours aux stratégies de ciblages passif et/ou actif. Ces vecteurs stimuli-sensibles 
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représentent un axe de recherche important et récent dans ce domaine. Ainsi, l’utilisation 

d’un polymère à caractère stimuli-sensible est une voie recherchée pour améliorer la 

libération des PAs, notamment anticancéreux 184,185.  

Les stimuli (Figure 16) sont classés en deux grandes catégories :  

▪ Stimuli physiques ou externes : température, contrainte mécanique, lumière, champs 

magnétique et électrique. 

▪ Stimuli chimiques / biochimiques ou internes : température, pH, force ionique, 

molécule chimique (glucose, espèce oxydante ou réductrice) ou biochimique 

(enzymes, antigènes. . .) 15,186,187. 

 
Figure 16 :Différents stimulus externes et internes employés dans les systèmes de délivrance de 

médicaments 188 

a) Température 

La température est le stimulus physique le plus étudié dans la littérature 189–191. Certains 

polymères présentent une solubilité dans l’eau très fortement influencée par la température 

pour des raisons enthalpique et entropique (Tableau 9). Il existe deux types de polymères 

thermosensibles : les polymères à LCST (Low Critical Solubility Temperature) et les 

polymères à UCST (Upper Critical Solubility Temperature). 

Fondamentalement, les polymères à LCST sont solubles dans un solvant (l'eau par 

exemple) à une température inférieure à une température critique (LCST), mais deviennent 

insolubles lorsque la température dépasse cette LCST. A l’opposé, les polymères à UCST 

présentent une thermosensibilité inversée. Ils sont solubles à une température supérieure à 

la UCST et ils deviennent insolubles par diminution de la température.  
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Tableau 9 : Polymères thermosensibles utilisés dans le domaine biomédical 

Polymère Température de transition de 
phase en solution aqueuse Réf. 

Poly(N-isopropylacrylamide) 30-34 °C 192 

Poly(N,N-diéthylacrylamide) 32-34 °C 193 

Poly(méthyl vinyle éther) 37 °C 194 

Poly(N-vinylcaprolactame) 30-50 °C 195 

Polyacrylamide et poly(acide acrylique) 25 °C 196 

Chang et al. 197 ont par exemple synthétisé des copolymères poly(méthacrylate de 

méthyle)-b-poly(N-isopropylacrylamide-co-N-acryloxysuccinimide) puis formulé des 

micelles encapsulant un anti-inflammatoire (acétate de prednisolone). Ils ont ensuite étudié 

l’effet de la température sur la libération de cet anti-inflammatoire encapsulé dans les 

micelles. En augmentant la température de 20à 45°C, la libération du PA augmente de 33 

% à 50 % après 120 h dans le cas des micelles réticulées, et de 36à 70 % dans le cas des 

micelles non-réticulées. Ces auteurs expliquent cette différence de libération par le fait que 

l’augmentation de la température ne détruit pas les micelles réticulées, ce qui entraîne une 

libération moins rapide dans ces micelles que dans le cas des micelles non-réticulées. 

Boustta et al. 198 ont quant à eux étudié le poly(N-acryloylglycinamide) qui possède des 

propriétés UCST. Au-dessus de la température critique (T = 48°C pour une concentration 

de 1,5 % w/w), ce polymère est soluble dans l’eau, ce qui permet son injection par seringue 

au niveau de tissus présentant une température légèrement supérieure à la température 

corporelle, pour ne pas entraîner de lésions. À la température corporelle, ce polymère 

gélifie. Ceci permet d’envisager d’injecter une solution de polymère/PA et former in situ 

des vecteurs de PA qui libereront progressivement celui-ci. Ces auteurs ont ainsi encapsulé 

des composés modèles comme l’acétate de cobalt, des colorants comme la tartrazine et le 

bleu de méthylene ou de l’albumine.  

b) Champ magnétique 

Le champ magnétique peut être appliqué à certaines particules pour favoriser leur 

vectorisation et leur accumulation sur une cible donnée 199. Les microparticules à base de 

magnétite (Oxyde de Fer, Fe3O4) sont les systèmes les plus cités dans la littérature. Elles 

sont généralement recouvertes de composés hydrophiles pour les stabiliser (dextrane, PVA, 

acide laurique), ou incorporés dans des hydrogels. Dans cette optique, Chen et al. 200 ont 
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élaboré des NPs pour traiter les tumeurs de manière ciblée. Les NPs de Fe3O4 sont alors 

recouvertes de silice et de PEG, et leur surface est conjugée avec de la DOX. 

Licciardi et al. 201 ont également préparé des nanovecteurs magnétiques d’environ 

300 nm par émulsion/ évaporation de solvant. Ces nanovecteurs contiennent des NPs de 

Fe2O3 (10 nm) et un PA anticancéreux (flutamide) encapsulé dans des NPs à cœurα,β-

poly(N-2-hydroxyéthyl)-D,L-aspartamideco-(N-2-éthylen-isobutirrate)-g-poly(butyl 

méthacrylate) (PHEA-IB-PBMA). En appliquant un aimant externe au niveau des reins de 

rats, ils ont alors observé une biodisponibilité très importante de ces particules à cet 

endroit, par rapport aux autres organes comme le foie, la rate et les poumons. 

Hu et al. 202 ont élaboré différents types de microcapsules formées de multicouches 

de Fe3O4/poly(allylamine) (Fe3O4/PAH)4 contenants du dextrane-FITC (Dextrane-

Fluoresceinisothiocyanate) ou de la DOX. Ils ont étudié la libération de ces composés sous 

l’action d’un champ magnétique.  Dans un premier temps, et sous l’action d’un champ 

magnétique de faible intensité, la diffusion du dextrane-FITC ou de la DOX est très faible. 

Ils ont expliqué ce phénomène par le fait qu’il y a apparition de nano-cavités sous l’action 

de ce faible champ magnétique favorisant une libération lente des composés. Ensuite, ils 

ont observé une libération de type burst causé par la dégradation des microcapsules dûe à 

l’accumulation des nano-cavités. Finalement, des tests biologiques ont montré la forte 

pénétration de ces microcapsules au sein de cellules cancéreuses.  

c) pH 

Un polymère pH-sensible subit un changement hydrophobe-hydrophile selon le pH 

du milieu. L’auto-assemblage de copolymères amphiphiles dont le bloc hydrophobe est 

pH-sensible est donc directement influencé par le changement du pH. Les polymères pH-

sensibles présentant des fonctions acides carboxylique ou sulfonique ou des fonctions 

basiques comme des sels d’ammonium dont la protonation dépend du pH sont largement 

décrits dans plusieurs revues 203–205 (Tableau 10). 

Dans le corps humain, l’environnement extracellulaire d’une tumeur est 

généralement plus acide (pH variant de 6 à 7) que celui d’un tissu sain (pH = 7,4) 206–209. 

Au niveau intracellulaire, des gradients de pH sont également observés. Par exemple, le pH 

du cytoplasme des cellules cancéreuses est égal à 7,4, alors que le pH des endosomes est 

compris entre 5 et 6 et celui des lysosomes entre 4 et 5 210. Cette différence de pH à 

l’intérieur des cellules tumorales rend l’utilisation des nanovecteurs pH-sensibles très 

intéressante.  
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Dans la littérature plusieurs études ont ainsi été consacrées au développement des 

systèmes capables d’encapsuler un PA au pH physiologique, puis de le libérer par 

changement du pH (au voisinage ou à l’intérieur des cellules cancéreuses). Au LCPM, ceci 

a fait l’objet d’une étude réalisée par ForeroRamirez qui a travaillé sur la conception des 

nanocapsules à écorce poly((méthacrylate de méthyle)-co-(méthacrylate de 

diméthylaminoéthyle)) (poly(MMA-co-DEAEMA))qui présentent un comportement pH-

sensible dans des domaines de pH similaires aux variations du pH en milieu physiologique.  
 

Tableau 10 : Polymères pH-sensibles utilisés dans le domaine biomédical 

Polymère Réf. 

Poly(2-Diéthylaminoéthyl 
Méthacrylate) 211, 212 

Poly(acide acrylique) 213, 214 

Chitosane 215–217 

Acide hyaluronique 218–220 

 
Yang et al. 221 ont élaboré des copolymères triblocs à base de poly(ε- caprolactone)-

b-poly(2-(diéthylamino)éthylméthacrylate)-b-poly méthacrylate de(poly(éthylène glycol) 

méthyl éther) (PCL-b-PDEAEMA-b-PPEGMA). Ces copolymères s’auto-organisent pour 

former des micelles pouvant être considérées comme des systèmes tricouches et pouvant 

enfermer de la DOX. La partie centrale (PCL) est hydrophobe et solubilisera un composé 

hydrophobe (DOX), la deuxième partie (PDEAEMA) est pH sensible et la dernière est 

hydrophile (PPEGMA) assurant la furtivité du nanovecteur. À pH 7,4, la partie PDEAEMA 

est neutre et demeure hydrophobe, ce qui permetde maintenir la DOX au sein du cœur de la 

micelle. À pH 5, le PDEAEMA devient cationique, ce qui entraîne un gonflement des 

micelles favorisant alors la libération de la DOX.  

Du et al. 222 ont élaboré des micelles et des vésicules à partir de copolymères triblocs 

constitués de poly(2-(méthacryloyloxy) éthylphosphorycholine) (PMPC), 

poly(méthacrylate de (2-(diisopropylamino)éthyle)) (PDPA) et poly(méthacrylate de (2-

(diméthylamino)éthyle)) (PDMA). Ce copolymère tribloc est amphiphile à un pH supérieur 

à 6,2, mais devient totalement soluble dans l’eau à pH inférieur ou égal à 5. En effet, le 

PMPC et le PDPA contenant une amine tertiaire qui se protone à pH inférieur à 5. Le 

copolymère amphiphile devient alors totalement hydrosoluble.  
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d) Oxydo-réduction 

Les espaces extracellulaires et intracellulaires présentent une différence au niveau de 

potentiel et sont respectivement oxydant et réducteur. Ce potentiel redox a fait l’objet de 

plusieurs revues et a inciter les scientifiques à rechercher des nanovecteurs rédox-sensibles 
223–225. 

Sun et al. 226 ont ainsi élaboré des micelles d’environ 100 nm de diamètre à partir 

d’un copolymère dibloc poly(éthylène oxyde)-b-poly(N-méthacryloyl-N’-(t-

butyloxycarbonyl) cystamine) (PEO-b-PMABC). Ils ont montré qu’en présence d’un 

réducteur comme le dithiothreitol, la rupture des liaisons S-S présentes dans le bloc 

PMABC entraînait un désassemblage des micelles. Cela a alors été mis à profit pour libérer 

de la DOX in vivo. Des expérimentations sur cellules ont validé la libération accélérée de 

ce PA en présence de cet agent réducteur. Les travaux de Li et al. 227 portent quant à eux 

sur la synthèse de dendrimère PEG présentant des fonctions SH. La présence de ponts 

disulfure obtenus par oxydation en présence de dioxygène permet la réticulation du cœur 

des dendrimères et leur stabilisation. Ainsi, les micelles de 30 nm de diamètre peuvent être 

chargées en Paclitaxel, lequel est libéré par destruction des micelles en présence de 

glutathion (agent réducteur). 

e) Lumière  

La lumière est également un facteur physique intéressant car elle est facilement et 

précisement applicable (pas de contact, localisée), et modulable en termes d’énergie, 

d’intensité, de polarisation. . . Pour conférer un caractère photosensible aux nanovecteurs, 

les copolymères amphiphiles qui les composent doivent posséder des fragments 

photochromiques dans leur bloc hydrophobe. Soumis à une irradiation lumineuse, la 

polarité du bloc hydrophobe augmente alors significativement, et dans certains cas ce bloc 

peut même devenir hydrophile. Ce changement de polarité entraîne alors une dissociation 

des nanovecteurs. Il existe deux grandes familles de polymères photosensibles selon l’effet 

de la source lumineuse. 

(i) Modification de la balance hydrophile-hydrophobe (HLB) du copolymère 

amphiphile employé 

La modification de la HLB du copolymère amphiphile permettant l’obtention de 

nanovecteurs représente la plus grande partie des systèmes photosensibles décrits dans la 

littérature. Cette modification de la HLB n’entraîne pas l’élimination du fragment 

photochromique mais juste une modification de la polarité du bloc hydrophobe qui devient 
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moins hydrophobe, ou même hydrophile dans certains cas (Figure 17). 

 
Figure 17 : Modification schématique de la balance hydrophile-hydrophobe d’un copolymère  228 

 

Ces systèmes peuvent ainsi être classés en deux catégories selon le type de la modification 

de la balance hydrophile-hydrophobe : modification réversible et modification irréversible.  

▪ Modification réversible : 

Plusieurs molécules photochromes comme l’azobenzène 229,230, le 1,2-diaryléthène 231, le 

spiropyrane232, le diéthyléthène233, le stilbène 234 ou le diazonaphthoquinone235 ont été 

étudiées dans la conception des nanovecteurs photosensibles. Ces molécules présentent une 

réaction de photoisomérisation réversible sous ultraviolet ou lumière visible (Figure 18). 

 
Figure 18 : Photoisomérisations réversibles de copolymères à bloc à base d’azobenzène, de 

spiropyrane et de 1,2-diaryléthène 236 

En 1937, Hartley 237 décrit pour la première fois la photoisomérisation réversible 

Trans-Cis de l’azobenzène. Cette molécule est composée de deux benzènes liés par une 

double liaison N=N et présentent deux isomères structuraux, Trans et Cis. La molécule est 

plane sous sa forme Trans et non plane sous sa forme Cis 238. La forme Trans est la forme 

thermodynamiquement stable 239,240 et présente un pic d’absorption autour de 350 nm 241, 

associé à la transition π→π* de l’azobenzène. La forme Cis présente quant à elle un pic 

d’adsorption plus petit autour de 450 nm qui correspond à la transition n→π* de 
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l’azobenzène 239,242. La photoisomérisation Trans-Cis de cette molécule est extrêmement 

rapide (de l’ordre de la picoseconde) par adsorption d’un photon UV 243. Le premier 

polymère photosensible contenant un groupement azobenzène a été décrit par Ringsdorf et 

al. en 1984 244 qui a décrit la polymérisation radicalaire conventionnelle de l’acrylate de 6-

[4-(4-Cyanophénylazo)phénoxy]hexyle.  

Se et al.245 ont quant à eux développé un copolymère dibloc poly(N,N-diméthyl-4-

vinylphenethylamine-b-styrène) portant un dérivé d’azobenzène (p,p’-

Bis(chlorométhyl)azobenzène) sur la chaîne latérale. Ce groupement photosensible peut 

être incorporé soit dans la chaîne principale du copolymère, soit dans sa chaîne latérale.  

Le processus de la photoisomérisation réversible de l’azobenzène a également été 

mis à contribution par Zhao et al. 246,247 sur des systèmes micellaires composés d’un 

copolymère dibloc dont le bloc hydrophile est le poly(acrylate de t-butyle-co-acide 

acrylique) et le bloc hydrophobe est un polyméthacrylate modifié avec des groupements 

pendants d’azobenzène (Figure 19). Sous irradiation UV, l’isomère Trans de l’azobenzène 

qui présente un moment dipolaire égal à 0 se transforme en isomère Cis ayant un moment 

dipolaire égal à 4,4 D. Cette augmentation de la polarité modifie le caractère tensioactif du 

copolymère employé et entraîne alors la dissociation des micelles initiales.  

 
Figure 19 :Photoisomérisation réversible d’un copolymère à bloc à base d’azobenzène 228 

Le caractère chromophore de l’hétérocycle 1,2-diaryléthène a été découvert en 1905 

et expliqué en 1988 par Irie et Mohri248. Les diaryléthènes sont des dérivés du Cis-Stilbène 

construits autour d’une double liaison C=C substituée par deux groupements aryle en Cis. 

Tous les diaryléthènes possèdent un motif du type 1,3,5-hexatriène. Sous irradiation UV 

(325 nm), le motif hexatriène (forme ouverte incolore) se transforme en un motif de type 

1,3-cyclohexadiène (forme fermée colorée) par une réaction de cylisation. La réaction 

réversible (cycloréversion) s’effectue par irradiation dans le domaine du visible (488 nm) et 

UV 
(350 nm)

Visible
(450 nm)
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la molécule retrouve sa forme Cis 249. La valeur de cette dernière longueur d’onde varie de 

313 nm jusqu’à 405 nm selon les substituants du 1,2-diaryléthène 248,250. Ces molécules 

diaryléthène photosensibles peuvent être incorporées dans la chaîne principale d’un 

polymère ou en groupements latéraux. Stellacci et al. 251 ont ainsi été les premiers à 

développer un polymère photosensible à base de 1,2-diaryléthène. Nishi et al. 252 ont 

ensuite élaboré des copolymères dibloc poly(diaryléthène)-b-polystyrène par 

polymérisation radicalaire contrôlée par transfert de chaînes réversible par addition 

fragmentation (RAFT). Le groupement terminal à l’extrémité des chaînes copolymères a 

ensuite été substitué par un thiol pour permettre de lier des chaînes à la surface d’une NP 

d’or, pour lui conférer le caractère photosensible 252. 

La découverte du caractère photosensible du Spiropyrane a eu lieu en 1920 avec le 

changement de couleur d’une solution à base de spiropyrane. Ce changement de coloration 

provient de la rupture d’une liaison C-O sous l’effet de l’excitation UV (Figure 20). Cette 

photoactivation conduit, via un réarrangement structural, à la formation d’une molécule à 

structure ouverte (mérocyanine) qui absorbe dans le visible. 

 
Figure 20 : Photoisomérisation réversible Trans-Cis du spiropyrane253 

La première étude détaillée du caractère photosensible des spiropyranes a été réalisée 

par Fischer et al. en 1954 254. Smets a ensuite étudié en 1972 le caractère photosensible de 

copolymères à base de MMA  et  comportant des groupements de spiropyrane255.  

Lee et al. 232, quant à eux, ont préparé des micelles à partir de copolymères dibloc de 

poly(oxyde d’éthylène)-b-poly(méthacrylate de 2-(Triméthylsilyloxy)éthyle) modifiés par 

des groupements spiropyrane. La destruction des micelles produites par auto-organisation 

de ces copolymères est réalisée sous UV par transformation du spiropyrane neutre en 

mérocyanine chargée. Ces auteurs ont également étudié la libération sous irradiation UV 

(365 nm) de la coumarine et ont montré que l’encapsulation de cette molécule était 

réversible: il est à nouveau possible d’encapsuler 50 % de la coumarine initialement libérée 

UV 
(365 nm)

Visible
(> 490 nm)

Spiropyrane Mérocyanine
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sous irradiation visible. Menon et al. 256 ont quant à eux synthétisé des copolymères dibloc 

de poly(méthacrylate de spiropyrane)-b-poly(3-O-4-vinylbenzoyl-D-glucopyranose). Ils 

ont étudié l’encapsulation et la libération sous l’effet de l’irradiation UV à 360 nm, et ont 

également observé la reformation des micelles sous irradiation à 560 nm. 

▪ Modification irréversible :  

Le changement de la balance hydrophobe-hydrophile des copolymères amphiphiles 

employés pour la formation des vecteurs peut également être irréversible. Dans ce cas, il 

existe différents types de molécules chromophores (photosensibles) tels que le 

méthylpyrène257,258, l’o-nitrobenzyle, l’ester de coumarine 259 et l’ester de p-méthoxy-

phénacyle260. Sous irradiation, ces groupements fonctionnels chromophores sont clivés et le 

bloc initialement hydrophobe du copolymère amphiphile devient alors hydrophile par 

formation de fonctions acide carboxylique (Figure 21). Néanmoins, cette réaction de 

photoclivage ne se réalise pas dans les mêmes conditions selon les groupements 

chromophores. Par exemple, le photoclivage du méthylpyrène sous irradiation peut être 

réalisé soit en présence d’eau, soit d’un solvant protique. Ce n’est pas le cas pour l’o-

nitrobenzyle dont le photoclivage ne nécessite pas la présence d’eau 261,262. Les 

groupements o-nitrobenzyle et coumarine sont couramment utilisés pour des applications 

dans le domaine biomédical car ils peuvent être irradiés par deux photons, ce qui est très 

apprécié pour les utilisations pratiques dans ce domaine 263,264.  

 
Figure 21 :Différents types d’esters photoclivables utilisés dans la modification irréversible de la 

balance  hydrophile-hydrophobe  253 
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Puisque ce sujet de thèse porte sur des copolymères à base d’o-nitrobenzyle, nous 

concentrerons ce point de la bibliographie sur ce groupement photosensible. Le caractère 

photosensible de ce groupement a été décrit pour la première fois par Schofiels265, puis le 

mécanisme chimique de cette conversion a été expliqué par Woodward en 1970 266. Le 

photoclivage du groupement o-nitrobenzyle (hydrophobe) donne un dérivé o-

nitrosobenzaldéhyde (hydrophile) et un acide carboxylique 265 (Figure 22). Si le CH2 du o-

nitrobenzyle est substitué, alors l’irradiation produit une o-nitrobenzyl cétone. 

 

Figure 22 : Mécanisme de photoisomérisation d’un dérivé d’o-nitrobenzyle267 

Ce groupement photosensible a été introduit dans des copolymères pour donner naissance à 

des nanovecteursphotosensibles. Ainsi, Lee et al. 268 ont par exemple préparé un 

copolymère dibloc PEO113-b-PHEMATMS45 par polymérisation radicalaire contrôlée du 

méthacrylate de 2-triméthylsilyloxy-éthyle et en utilisant le PEO comme macroamorceur. 

Dans une deuxième étape le bloc hydrophobe de ce copolymère a été modifié par 

introduction de groupements photosensibles o-nitrobenzyle. Des micelles d’un diamètre 

moyen de 60 nm ont alors été formulées par auto-organisation de ces copolymères dans 

l’eau et l’encapsulation de deux types de molécules a été testée dans ces micelles : l’acide 

pyrène-1-butyrique (lié chimiquement sur les micelles par le liant photosensible) et la 

coumarine (encapsulée lors de la formation des micelles). Ils ont alors montré que les deux 

molécules encapsulées étaient libérées simultanément sous irradiation UV (Figure 23). 
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Figure 23 : Fixation d’une molécule par lien photosensible sur le bloc hydrophobe d’un copolymère 

amphiphile et encapsulation d’une deuxième molécule hydrophobe lors de la formation des micelles, 

puis libération des molécules sous irradiation UV  268 

Zhao et al. 269 ont continué leurs études sur le groupement photosensible o-

nitrobenzyle par la préparation d’un copolymère dibloc comportant un bloc 

poly(méthacrylate d’o-nitrobenzyle) (PMNB) et un bloc PEO. Ils ont montré que la 

photolyse du groupement PMNB (hydrophobe) produisant un poly(acide méthacrylique) 

hydrophile sous irradiation UV (365 nm), mais aussi sous irradiation par 2 photons (700 

nm). Ils ont également employé ces copolymères pour encapsuler et libérer une sonde 

fluorescente (Nile Red) par simple irradiation UV (Figure 24). 

 
Figure 24 : (a) Irradiation d’un copolymère PEO-b-PNBM (b) Représentation schématique de la 

destruction d’une micelle et libération d’un principe actif sous l’effet de l’irradiation 269 

La mise en évidence du caractère photosensible des nanovecteurs peut être prouvée 

par différentes techniques de caractérisation. Par exemple, Liu et al. 270 ont utilisé le 

microscope électronique à balayage et la diffusion dynamique de la lumière. Ils ont alors 

Nile Red
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préparé des micelles d’un copolymère Poly(éthylène glycole)‐b‐poly(α‐hydroxy acides)-g-

(o-nitrobenzyle) (mPEG-b-poly(Tyr)-g-NB)comportant des groupements o-nitrobenzyle liés 

chimiquement sur la chaîne latérale. Puis, sous irradiation UV, ils ont observé que ces 

micelles changeaient de taille et de morphologie. Ayant encapsulé le Nile Red dans ces 

micelles, ils ont pu suivre la libération de cette molécule par mesure de fluorescence. Tandis 

que la plupart des études se sont focalisées sur la formation de micelles dans l'eau, Gohy et 

al.253ont synthétisé un copolymère poly(acrylate de diméthoxynitrobenzyl)-b-polystyrène 

pouvant former des micelles en solvant organique. Sous irradiation UV et dans le 

chloroforme, le bloc hydrophobe de ce copolymère devient hydrophile (poly(acide 

acrylique)) et donc insoluble dans le solvant. Le copolymère s’y auto-organise alors pour 

former des micelles.  

(ii) Rupture de la liaison entre le bloc hydrophobe et le bloc hydrophile du 

copolymère amphiphile employé  

Dans ce dernier cas, la rupture peut être réversible ou non, unique ou multiple. Une 

rupture unique permettra de séparer la partie hydrophobe de la partie hydrophile du 

copolymère ou encore de libérer une molécule liée au copolymère. Si la rupture est 

multiple, il y aura dégradation du copolymère et destruction du vecteur contenant le PA 228 

(Figure 25). 

 
Figure 25 : Illustration schématique (A) de la rupture de la liaison entre le bloc hydrophobe et le 

bloc hydrophile, (B) de la rupture multiple  253 

▪ Rupture réversible de la liaison entre le bloc hydrophobe et le bloc hydrophile : 

Cette catégorie de systèmes photosensibles regroupe les vecteurs à base de 

copolymères à blocs qui contiennent une jonction photosensible capable de détacher, ou de 

lier d’une manière réversible, les deux blocs du copolymère. Ceci a fait l’objet d’une étude 

réalisée par Yuan et al. 271 dans laquelle ils ont décrit un complexe d’inclusion 

photosensible à base d’azobenzène et de cyclodextrine. Pour cela, ils ont modifié 
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l’extrémité d’une chaîne de poly(ε-caprolactone) par une cyclodextrine et une deuxième 

chaîne poly(acide acrylique) avec de l’azobenzène. Sous irradiation visible, l’azobenzène 

présent sous sa forme Trans hydrophobe entraîne la formation d’un complexe entre 

l’azobenzène et la cyclodextrine, ce qui conduit à la formation d’un copolymère dibloc. En 

revanche, sous irradiation UV, l’azobenzène reprend sa forme Cis hydrophile, ce qui 

engendre la rupture du complexe d’inclusion d’où la séparation des deux blocs (Figure 26). 

 
Figure 26 : Assemblage photosensible supramoléculaire à base de PCL-Cyclodextrine et poly(acide 

acrylique)-Azobenzène 236 

▪ Rupture irréversible de la liaison entre le bloc hydrophobe et le bloc hydrophile : 

Récemment, plusieurs études ont été consacrées au développement des nouveaux 

systèmes photosensibles basés sur l’insertion d’une liaison photosensible dans le 

copolymère amphiphile employé, qui entraîne une rupture irréversible entre ses blocs 

hydrophobe et hydrophile. Parmi les groupements photosensibles utilisés dans cette 

approche, on peut citer l’ester d’o-nitrobenzyle et des dérivés de l’acide truxillique244-246 et 

d’autres composés décrit dans la Figure 27. 



PARTIE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

53 
 

 
Figure 27 : Différents groupements photosensibles utilisés dans le cas d’une rupture irréversible de 

la jonction entre les blocs hydrophobe et hydrophile 236 

Moon et al. 272 ont ainsi préparé un film photosensible d’un copolymère diblocPS-b-PEO 

dont les deux blocs sont liés par une liaison photosensible o-nitrobenzyle. Sous irradiation 

UV, le lien o-nitrobenzyle se rompt et donne naissance à un o-nitrosobenzaldéhyde et un 

acide carboxylique d’où la rupture du copolymère comme suit (Figure 28) : 

 
Figure 28 : Irradiation UV du copolymère dibloc Polystyrène-b-Poly(oxyde d’éthylène) 

Jiang et al. 269 ont quant à eux préparé des micelles à partir d’un copolymère dibloc 

contenant une partie hydrophile (PEO) et une partie hydrophobe polyméthacrylate 

contenant des groupements chromophores à base de pyrène. Sous irradiation UV, la liaison 

ester entre chaque groupe pyrène et acrylate est rompue, ce qui entraîne la destruction de la 

micelle produite par auto-organisation des copolymères initiaux. Une autre possibilité pour 

détruire une micelle est d’avoir un groupement chromophore entre deux blocs 

hydrolysables. C’est ce qu’ont démontré Cabane et al. 273 qui ont travaillé sur des 

copolymères dibloc à base de poly(méthylε-caprolactone) substitué par un groupement d’o-

Pyrenyl methyl ester O-Nitrobenzyl ester

Coumarinyl ester

2-diazo-1,2-naphtoquinone
Truxylic acid

p-methoxyphenacyl ester

PS-b-PEO PEO PS
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nitrobenzyle (bloc hydrophobe) et de poly(acide acrylique) (bloc hydrophile). Après 60 

minutes d’irradiation UV à 365 nm, les micelles sont totalement disparues et ont produit 

des agrégats de PCL et des chaînes libres de PAA. Katz et al. 274 ont aussi travaillé aussi 

sur des copolymères dibloc biocompatibles à base de poly(ε-caprolactone) et poly(oxyde 

d’éthylène). Ils ont réussi à introduire une jonction photolabile (2-nitrophenylalanine) entre 

les deux blocs et ils ont préparé des polymersomes contenant de la biocytine à partir de ces 

copolymères (Figure 29). Sous irradiation UV, la membrane de la bicouche initiale du 

polymersome est fragilisée, ce qui entraîne une nouvelle organisation des copolymères et la 

libération de la biocytine encapsulée. Des études similaires réalisées par Meier275 portaient 

sur la préparation de polymersomes capables d’encapsuler et de libérer sous irradiation des 

principes actifscomme des protéines, des enzymes ou de l’ADN. 

 
Figure 29 : Images Cryo-MET des polymersomes à base de PCL-b-PEO dont les blocs sont liés par 

un lien 2-nitrophénylalanine (a) avant et (b) après irradiation UV pendant 6 h 274 

▪ Dégradation de la chaîne principale 

La conception de ce type de système est basée sur l’utilisation des groupements 

photosensibles placés de manière répétitive dans le bloc hydrophobe du copolymère 

amphiphile. Sous irradiation UV, ce bloc du copolymère est alors transformé en petites 

molécules, ce qui entraîne la destruction des vecteurs. Zhao et al. 276ont ainsi montré qu’il 

était possible de détruire une nanoparticule lorsque la jonction photosensible était 

distribuée de manière répétitive dans le bloc hydrophobe, ce qui n’est pas le cas si cette 

jonction fait uniquement le lien entre les blocs hydrophile et hydrophobe du copolymère 

(Figure 30). 

100 nm100 nm
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Figure 30 : Différence de sensiblité à l’irradiation entre des particules avec des jonctions 

photosensibles entre les deux blocs et des particules avec des groupements photosensibles placés 

d’une manière répétitive dans le bloc hydrophobe 276 

 

Zhao et al. 276 ont ainsi élaboré des micelles photodégradables à base d’un 

copolymère tribloc PEO-b-PUNB-b-PEO (où le PUNB représente un bloc hydrophobe à 

base de polyuréthane contenant plusieurs groupements photosensibles d’o-nitrobenzyle), 

ou encore des micelles de copolymères PEO-b-poly(disulfure-alterné-nitrobenzène)-b-PEO 
277. Sous irradiation UV, tous les groupements photosensibles sont clivés ce qui entraîne la 

destruction des micelles.  Les auteurs ont d’ailleurs mis en évidence cette dégradation après 

avoir encapsulé le Nile Red au sein des micelles et suivi sa libération. Ils ont également mis 

en évidence par SEC (Chromatographie d'exclusion stérique) la destruction des 

copolymères amphiphiles en suivant la disparition du pic de haute masse molaire et 

l’apparition d’un pic de faible masse molaire relatif au bloc PEO qui apparaît au cours de 

l’irradiation. 

(iii)Photo-réticulation  
Comme il a souvent été décrit, les micelles peuvent encapsuler un PA mais sont en revanche 

des structures dynamiques qui se désagrègent en dessous d’une concentration micellaire 

critique. Afin d’augmenter la stabilité des structures micellaires et de réduire la diffusion des 

principes actifs encapsulés après injection dans le corps humain, les scientifiques ont 

développé des micelles pouvant être réticulées soit au niveau de leur cœur soit au niveau de 

leur couronne par simple irradiation 278,279. Cependant il faut noter que si la réticulation est 

trop poussée, cela peut réduire énormément la libération du PA. C’est dans l’objectif de 

limiter cet effet secondaire que la photo-réticulation réversible des micelles a vu le jour. A 

noter que la photo-réticulation, par rapport à une simple réticulation, présente l’avantage de 
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ne pas utiliser de réactifs chimiques et de ne pas engendrer de sous produits.  

▪ Photo-réticulation réversible  

Dans le cas de la photo-réticulation réversible, les micelles sont produites avec des 

copolymères portant des groupements photosensibles pouvant subir une dimérisation par 

cycloaddition sous la lumière visible. En revanche, sous irradiation UV les cycles formés 

sont détruits comme on peut le voir dans la Figure 31. La réaction de photo-réticulation 

réversible la plus étudiée est la photo-dimérisation par cycloaddition de groupements de 

coumarine sous irradiation UV, à des longueurs d’ondes supérieures à 310 nm. En 

revanche, sous irradiation UV à des longueurs d’ondes inférieures à 260 nm les ponts 

cyclobutanes préformés sont rompus 280. 

 
Figure 31 : Représentation schématique d’une photo-réticulation réversible d’un copolymère 

dibloc228 

Zhao et al. ont adopté cette stratégie pour introduire des dérivés de coumarine dans 

des copolymères à blocs afin de stabiliser le cœur ou la couronne de micelles 281,282 

préparées à l’aide de copolymères amphiphiles à base de poly(oxyde d’éthylène) et de 

polyméthacrylate dont les blocs hydrophobes portaient des groupements latéraux 

coumarine. Ces copolymères s’auto-organisent dans l’eau pour donner des micelles 281 puis 

leur photo-réticulation par irradiation est réalisée à des longueurs d’ondes d’environ 310 

nm. Pendant cette irradiation, les groupements coumarines subissent une cycloaddition et 

créent des réticulations entre plusieurs chaînes de copolymère. Ces réticulations peuvent 

être réversiblement cassées sous irradiation à des longueurs d’ondes inférieures à 260 nm 

(Figure 32). Cependant, et comme évoqué plutôt, la réticulation des micelles limite la 

diffusion des molécules encapsulées par rapport aux micelles non-réticulées.  

Hydrophilic Hydrophobic Hydrophilic
Cross-linked
hydrophobic

λ1

λ2
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Figure 32 : Réaction de photo-réticulation réversible d’un copolymère amphiphile via des 

groupements de coumarine 281 

▪ Photo-réticulation irréversible  

La première photo-réticulation irréversible a été décrite par Liu et al.qui ont étudié la 

photo-cycloaddition [2+2] de l’ester cinnamique 279,283. Des copolymères 

diblocpolyisoprène-b-poly(méthacrylate de 2-cinnamoyléthyle) s’auto-organisent dans un 

mélange Hexane/THF pour former des vésicules. Par la suite, les auteurs réalisent une 

photo-réticulation du bloc méthacrylate de 2-cinnamoyléthyle afin d’accroître la stabilité de 

ces nano-objets 283 (Figure 33). 

 
Figure 33 : Photodimérisation de l’ester cinnamique 
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Plus récemment, la photo-réticulation d'esters cinnamique a été combinée avec le 

photoclivage irréversible. Des nanocapsules peuvent aussi être préparées par photo-

réticulation irréversible de l’ester cinnamique. Ceci a d’ailleurs fait l’objet d’une étude 

réalisée par Yusa et al. 284.  

Une autre photo-réticulation irréversible a recours au groupement o-nitrobenzyle. Liu et al. 
285 ont synthétisé des copolymères diblocpoly(oxyde d’éthylène)-b-poly(méthacrylate d’o-

nitrobenzyloxycarbonylaminoéthyle) (POE-b-PNBOC) puis ont obtenu des vésicules par 

auto-assemblage de ces copolymères. Bien que le photoclivage du carbamate d’o-

nitrobenzyle libère normalement l’amine primaire correspondante, les auteurs n’ont pas 

observé de destruction des vésicules sous irradiation UV à pH=7,4, mais une augmentation 

du rayon hydrodynamique des vésicules. Ces chercheurs ont expliqué ce phénomène par le 

fait que l’amine primaire produite par le photoclivage pouvait réagir avec les esters 

présents et induire une réticulation par réaction d’amidation (Figure 34). 

 
Figure 34 : Photo-réticulation irréversible des vésicules comportant un carbamate d’o-

nitrobenzyle285 

f) Systèmes multi-sensibles 

L’utilisation des nanovecteurs multi-sensibles permet d’élargir considérablement 

leurs domaines d’application pour la vectorisation de PAs et permet d’avoir de multiples 

clés pour déclencher la libération du PA, et donc de mieux la contrôler. 

(i) Systèmes photo et thermosensibles 

Jiang et al. 286 ont élaborés des micelles thermosensibles comportant également des 

groupements o-nitrobenzyle. Dans un premier temps, ils ont élaboré un copolymère 

comportant un bloc PEO et un deuxième bloc photo et thermosensible pol(acrylate 

d’éthoxytri(éthylène glycol)-co-acrylate d’o-nitrobenzyle). A des températures supérieures 

à la LCST (25°C) du bloc thermosensible poly(acrylate d’éthoxytri(éthylène glycol), le 

copolymère dibloc amphiphile s’auto-organise pour former des micelles. Cependant, sous 

irradiation UV, la LCST de ce copolymère augmente de 25°C à 36°C car le bloc 
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hydrophobe poly(acrylate d’o-nitrobenzyle) se transforme alors en poly(acide acrylique) 

hydrophile. Dans un deuxième temps, afin d’étudier la formation et la dégradation des 

micelles photo et thermosensibles formées, une sonde fluorescente (Nile Red) a été 

encapsulée dans le cœur de ces micelles. Cette molécule, fluorescente dans un milieu 

hydrophobe, présente par contre une très faible fluorescence dans un milieu aqueux. Sous 

irradiation UV, la fluorescence des micelles contenant le Nile Red chute brusquement ce 

qui témoigne de la destruction des micelles et de la libération du Nile Red. L’augmentation 

de la température du milieu entraîne la réorganisation des copolymères PEO-b-poly(acide 

acrylique) formé, d’où la ré-encapsulation du Nile Red dans des micelles PEO/PAA. 

Blasco et al. 287 ont quant à eux synthétisé des micelles à partir d’un polymère en étoile 

comportant un polyméthacrylate photosensible modifié par un dérivé d’azobenzène 

(PAZO) et de trois bras poly(N,N-diéthylacrylamide) (PDEAA) thermosensibles 

(LCST=27°C). Une étude de ces micelles par MET montre qu’une élévation de 

température jusqu’à 40°C provoque l’aggrégation des micelles, en accord avec le 

changement de polarité de la couronne (PDEAA) des micelles qui devient alors 

hydrophobe (Figure 35). Ces résultats confortent ceux observés par DLS (Diffusion 

dynamique de la lumière) qui montrent une augmentation de la taille des micelles de 31 nm 

à 53 nm en chauffant de 20°C (la couronne PDEAA est alors hydrophobe) à 40°C le 

milieu. Ces chercheurs ont également étudié le caractère photosensible de ces micelles en 

utilisant une lampe UV (9W) entre 350 nm et 400 nm. Au cours de l’irradiation, une 

diminution de la transition p-p* et une augmentation de l’absorbance à 450 nm 

correspondant à la transition n-p* ont été observées et attribuées à la photo-isomérisation 

de l’azobenzène de la forme Trans à la forme Cis. Après 2 minutes d’irradiation, un état 

photo-stationnaire a été atteint et aucune évolution des spectres UV-Visible n’a été 

observée. Les échantillons irradiés ont été maintenus dans le noir. Leur analyse après 24 

heures par UV-Visible montre une isomérisation réversible Cis-Trans. L’encapsulation du 

Nile Red a également été réalisée lors de l’auto-assemblage de ces polymères en étoile. A 

40°C, l’intensité de fluorescence du Nile Red augmente ce qui confirme son encapsulation 

dans le cœur des micelles (Figure 35(b)). Cependant, à des températures inférieures à la 

LCST du PDEAA (LCST=27°C), les auteurs observent une diminution de la fluorescence 

du Nile Red liée à la diminution de l’hydrophobicité du cœur des micelles (Figure 35(a)). 

Après irradiation, on note également une diminution de l’intensité de fluorescence du Nile 

Red en accord avec la destruction des micelles et donc de sa libération (Figure 35(c)). 
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Figure 35 : Représentation schématique de la libération photo et thermo-déclenchée du Nile Red à 

partir de micelles 287 

Dans la littérature, d’autres systèmes photo et thermosensibles ont également été décrits. Il 

s’agit par exemple de systèmes à base de copolymère tribloc poly(TEGEA-co-NAB)-b-

PEO-b-poly(TEGEA-co-NAB) 288 ou de copolymère tribloc contenant des groupements 

azobenzène et un bloc poly(N-isopropylacrylamide) 289. 

(ii) Systèmes photo et pH-sensibles 

Meng et al. 290 ont élaboré des micelles photo et pH-sensibles pour véhiculer et libérer un 

anticancéreux (Camptothécine). Ces micelles sont formées par auto-assemblage du glycol 

chitosan-o-nitrobenzyl succinate conjugé dans l’eau. La réticulation des chaînes de la 

couronne de ces micelles est réalisée par réaction entre le glycol chitosane et le 

glutaraldéhyde (Figure 36). L’avantage d’avoir un bloc pH sensible dans ces micelles est 

très intéressant dans le traitement des cellules infectées puisqu’elles présentent un pH plus 

acide que les cellules saines. Au même temps, l’irradiation UV de ces micelles provoque 

leur destruction, ce qui entraîne la libération rapide du PA encapsulé. 

Jin et al. 291 ont quant à eux élaboré un copolymère poly(oxyde d’éthylène)-b-

polyméthacrylate de (2-(diéthylamino) éthyle-co-6-méthacrylate de (4-phénylazo 

phénoxy)hexyle) [PEO-b-P(DEAEMA-co-PPHMA)] capable de s’auto-assembler en 

vésicules en solution aqueuse à un pH égal à 8. En ajustant le pH à 3, il y a alors une 

transformation des vésicules en micelles. Cette même transformation peut aussi être 

observée en maintenant le pH égal à 8 mais en ajoutant de la β-cyclodextrine au milieu. En 

présence de β-cyclodextrine, et en alternant irradiations UV et visible, il est possible 

d’entraîner une transition réversible des micelles en vésicules, à cause de la transition 

Trans-Cis des groupements d’azobenzène (Figure 37). 
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Figure 36 : Préparation de micelles photo et pH-sensibles contenant de la camptothécine et 

libération provoquée de ce PA 290 

 
Figure 37 : Représentation schématique des transitions réversibles des micelles en vésicules 291 

Les systèmes photo et pH-sensibles ont fait l’objet de plusieurs études dans la 

littérature. Parmi les travaux, on peut citer les travaux réalisés par Wei et al. 292 et Lin et al. 
293 traitant de copolymères dibloc constitués d’un bloc hydrophile poly(oxyde d’éthylène) 

et un bloc polyméthacrylate hydrophobe comportant des groupements d’azopyridine 

photosensibles. 

IV) CONCLUSION 

La première partie de cette étude bibliographique était consacrée à l’étude du cancer 

colorectal et à la présentation des différents traitements actuellement proposés aux patients 

(chirurgie, chimiothérapie, chimioradiothérapie, radiothérapie et traitements ciblés). Dans 

la suite de cette étude bibliographique, l’évolution des nanovecteurs destinés à la 

vectorisation d’un PA tel qu’un anticancéreux a été présentée. Ces systèmes sont capables 

de protéger un PA dans le temps et dans l’espace, de l’adresser sélectivement vers le tissu 

ou la cellule cible et d’en contrôler la libération. Ces vecteurs ont permis de diminuer les 

effets secondaires des traitements anticancéreux, de diminuer la quantité du PA admis et 

d’augmenter sa biodisponibilité. Bien que ces vecteurs puissent présenter plusieurs 
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morphologies selon leur nature chimique et leur structure (liposomes, micelles, 

nanocapsules, nanosphères et dendrimères), les NPspolymères représentent un axe 

important de la recherche actuelle. Ces NPs peuvent être élaborées par divers procédés : (i) 

polymérisation de monomères (polycondensation interfaciale et polymérisations en milieu 

dispersé) ou (ii) à partir de polymères préformés (Nanoprécipitation, émulsion-évaporation 

de solvant organique, émulsion-diffusion de solvant organique, Emulsion/Salting-out, 

Emulsion/Coacervation et dialyse). Cependant, et afin d’améliorer les traitements offerts 

aux patients, les scientifiques se sont intéressés à déclencher la libération du PA contenu 

dans ces nanovecteurs en jouant sur un ou plusieurs stimuli. Différents stimuli internes et 

externes peuvent ainsi être employés pour déclencher et/ou contrôler la libération du PA au 

voisinage ou au sein de tumeurs. Ces divers stimuli ont été présentés avec une attention 

particulière pour les systèmes photosensibles.  

Les travaux de thèse décrits dans les pages suivantes se positionnent à la croisée de 

quatre principales thématiques de recherche à savoir la polymérisation radicalaire contrôlée 

d’un monomère photosensible et l’obtention d’un copolymère amphiphile, la conception 

des nanovecteurs pour la thérapie cancéreuse, l’encapsulation et la libération photo-

déclenchée d’un anticancéreux, et le ciblage actif des cellules cancéreuses. 
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OBJECTIFS ET STRATEGIE DE SYNTHESE 

OBJECTIFS 

L’objectif de ce doctorat consistait à développer des nanoparticules (NPs) photosensibles 

présentant une morphologie et des propriétés de surface contrôlées (cœur hydrophobe 

/couronne hydrophile) (Figure 38), puis de les employer comme systèmes de délivrance de 

principes actifs après injection par voie intraveineuse. Plus précisément, il s’agissait de 

développer un nouvel outil thérapeutique destiné au traitement du cancer colorectal afin 

d’améliorer la vectorisation des anticancéreux in vivo. Ces NPs photosensibles seront 

chargées de Doxorubicine (anticancéreux, DOX) dont la libération par simple diffusion hors 

de ces NPs sera limitée en faveur d’une libération photodéclenchée, contrôlée dans l’espace 

et dans le temps. Les NPs envisagées dans le cadre de ce doctorat présenteront un diamètre 

moyen d’environ 150 de nanomètres et seront composées de : 

▪ Un cœur hydrophobe et photosensiblequi permettra l’encapsulation de la DOX et sa 

libération sous l’effet d’une irradiation localisée. Ainsi, ce PA sera libéré au voisinage 

des cellules cancéreuses à traiter. 

▪ Une couronne externe hydrophile à base d’un dérivé de dextranequi assurera la 

stabilité colloïdale des nano-objets et minimisera l’adsorption des opsonines 

(protéines circulant dans le système sanguin) à leur surface, et par conséquent la 

reconnaissance de ces objets par le système immunitaire. Grâce à cette couronne 

hydrophile, ces NPs devraient échapper suffisamment longtemps au système 

immunitaire (furtivité) et présenter des temps de circulation in vivo suffisamment 

longs pour qu’elles puissent s’accumuler au voisinage des tumeurs grâce à l’effet EPR 

(ciblage passif des cellules cancéreuses).  

▪ Un ligand de ciblagesera fixé à la surface des NPs pour permettre à celles-ci 

d’adhérer aux cellules tumorales visées et favoriser alors un ciblage actif de ces 

cellules. 
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Figure 38: Nanoparticule de PANB 
recouverte d’une couronne en dextrane et 

fonctionnalisée en surface 

 

STRATEGIE DE SYNTHESE  
Le poly(acrylate d’o-nitrobenzyle) (PANB) a été choisi comme polymère hydrophobe 

pour constituer le cœur photosensible des NPs. Ces objets seront recouverts d’une couronne 

hydrophile dérivée du dextrane (polysaccharide neutre et biodégradable) qui assurera leur 

stabilité colloïdale. Suite à l'étude bibliographique, nous avons sélectionné deux procédés 

pour élaborer des NPs ayant des morphologies bien contrôlées : émulsion-évaporation de 

solvant organique, en effectuant ou non une réaction de chimie Click interfaciale, et la 

nanoprécipitation de glycopolymères Dex-g-PANB préalablement synthétisés. 

Dans le cadre du procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique, les NPs ont 

été élaborées en mettant en œuvre (ou non) une réaction de « chimie Click » interfaciale de 

type CuAAC (Cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu (I)). Cette réaction est très 

répandue dans la littératureet a déjà été employée au LCPM en milieu homogène ou 

hétérogène pour élaborer des NPs1 ou des nanocapsules (NCs) de PLA recouvertes d’une 

couronne hydrophile en dextrane2. Pour mener cette réaction interfaciale, l’émulsion huile-

dans-eau (H/E) est formulée avec un PANB préformé, correctement fonctionnalisé à son 

extrémité par une fonction azoture (appelé PANB-N3), dissous dans la phase organique. Cette 

phase organique doit être volatile et non-miscible à l’eau, aussi le dichlorométhane (DCM) a 

été sélectionné dans le cadre de ce doctorat. D’autre part, la phase aqueuse de l’émulsion 

contient du dextrane modifié par des chaînes latérales hydrophobes fonctionnalisées à leur 

extrémité par des groupements alcyne (appelé DexAlcyne-τ avec τ le nombre de groupements 

hydrophobes introduits pour 100 unités glucopyranose). La présence des chaînes latérales 

hydrophobes sur le dextrane permet de stabiliser l’émulsion E/H. La présence des fonctions 

réactives (alcynes et azotures) permet d’assurer la réaction « Click » entre le PANB-N3 et le 

DexAlcyne-τ à l’interface liquide/liquide de l’émulsion. Dans le cadre de ce doctorat, deux 

catalyseurs de CuAAC ont été évalués : CuBr ou le mélange CuSO4/Acide ascorbique 

(AAsc).  

Cœur hydrophobe
(PANB-N3)

Couronne hydrophile
(DexAlcyne-τ)

Ligand de ciblage
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Le deuxième procédé que nous avons mis en œuvre pour élaborer des NPs est la 

nanoprécipitation. C’est un procédé peu énergétique qui repose sur l’utilisation d’un solvant 

organique miscible à l’eau (dans notre cas le THF) dans lequel est solubilisé un copolymère 

amphiphile Dex-g-PANB préalablement préparé par réaction Click entre le DexAlcyne-τ et le 

PANB-N3. Cette phase organique est ensuite progressivement « nanoprécipitée » dans un 

grand volume d’eau, sans avoir recours à un tensioactif stabilisateur. En effet, le Dex-g-

PANB nanoprécipite et forme les NPs présentant une surface dextrane qui assure leur 

stabilité colloïdale. 

Le premier chapitre de cette partie II est dédié aux synthèses des polymères précurseurs 

qui seront employés lors des procédés d’élaboration des NPs. Dans le deuxième chapitre, 

l’élaboration des NPs sera décrite, et les NPs seront caractérisées en termes de taille, taux de 

recouvrement en dextrane et épaisseur de la couronne surfacique, stabilité colloïdale en 

milieu salin et en présence d’un tensioactif compétitif ou du milieu de culture des cellules 

cancéreuses. Le troisième chapitre est quant à lui particulièrement consacré à l’évaluation du 

potentiel biologique et du caractère photosensible des NPs. Dans le quatrième chapitre, 

l’encapsulation de la doxorubicine (DOX) sera réalisée au sein des NPs et le suivi de sa 

libération sera étudié. Enfin, le dernier chapitre abordera la post-fonctionnalisation des NPs 

avec des ligands et/ou peptides de ciblage. 
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CHAPITRE I : SYNTHESES ET CARACTERISATIONS DES POLYMERES 

PRECURSEURS 
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Ce chapitre présente la synthèse des polymères précurseurs qui seront employés 

ultérieurement pour élaborer des NPs par deux procédés : émulsion-évaporation de solvant 

organique et nanoprécipitation.  

I) INTRODUCTION 

Dans ces travaux de thèse, les NPs sont à base d’un cœur polymère hydrophobe 

photosensible dont les chaînes macromoléculaires sont dotées de fonction azoture terminale. 

La couronne des NPs est constituée de chaînes dérivées de dextrane qui portent des fonctions 

alcyne conférant au dextrane un caractère tensioactif nécessaire et suffisant pour stabiliser 

l'interface liquide/liquide ou solide/liquide (selon le procédé employé). Selon une première 

stratégie, ces précurseurs seront utilisés dans le procédé d’élaboration des NPs par émulsion-

évaporation de solvant organique en mettant en œuvre, ou non, une chimie « Click » CuAAC 

interfaciale. La synthèse des précurseurs qui seront utilisés dans ce procédé et leur 

caractérisation par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN 1H) et par 

chromatographie d'exclusion stérique couplée à la diffusion de la lumière multi-angles (SEC-

MALLS) seront présentés. 

La deuxième stratégie consiste quant à elle à préparer des copolymères Dex-g-PANB 

avec différentes fractions massiques de PANB. Les copolymères Dex-g-PANB ayant une 

faible fraction de PANB seront hydrosolubles et pourront être utilisés dans le procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique comme tensioactif. Pour cela, nous avons choisi 

de préparer un copolymère Dex-g-PANB avec peu de greffons courts (�̅�𝑛= 3700 g mol-1). 

Les copolymères Dex-g-PANB ayant des fractions massiques de PANB plus importantes, 

seront employés pour élaborer des NPs par nanoprécipitation.  

II) SYNTHESE DES DIFFERENTS PANB 

1) Généralités sur la SET-LRP 

Le polymère choisi pour constituer le cœur des NPs est le poly(acrylate d’o-

nitrobenzyle). C’est un polymère hydrophobe qui présente un caractère photosensible. Afin 

d’obtenir ce polymère avec une faible dispersité (Ð) et une fonctionnalité contrôlée (un 

azoture par chaîne) nous avons choisi de polymériser le monomère (ANB) par SET-LRP 

(Single Electron Transfert-Living Radical Polymerization), selon des travaux déjà réalisées 

au LCPM. Dans la littérature, l’ANB était considéré avant les années 2010 comme un 

monomère difficile à polymériser par des techniques de polymérisation radicalaire contrôlée 

telles que la RAFT (Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer), l’ATRP (Atom 
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Transfer Radical Polymerization) ou la NMP (NitroxideMediatedPolymerization). S. Soliman 
3 a cependant réussi à polymériser ce monomère de façon contrôlée par SET-LRP.  

L’ATRP est une appellation proposée K. Matyjaszewski lors de son étude en 1995 
4.C’est une technique de polymérisation radicalaire par désactivation réversible qui met en 

jeu une espèce halogénée (R-X, X étant généralement un brome ou un chlore), en présence 

d’un métal de transition de degré d’oxydation n (Mt
n). Ce métal de transition est lié à un 

contre-ion Y par une liaison covalente ou ionique (Mt
n -Y). En présence d’un ou plusieurs 

ligands (L) ce dérivé (Mt
n -Y) forme un complexe métallique (Mt

n -Y/Lm) soluble dans le 

milieu réactionnel qui réagit sur R-X pour générer une espèce radicalaire active (R•) et un 

complexe métallique (X-Mt
n+1-Y/Lm). Les radicaux libres (R•) ainsi formés amorce la 

polymérisation. Les macroradicaux (Pn
•) formés au fur et à mesure de la polymérisation 

peuvent subir des réactions de terminaison par couplage ou dismutation ou encore des 

réactions de transfert. Afin de minimiser ces réactions secondaires, il est nécessaire de 

diminuer la concentration des radicaux libres (R•) par l’établissement d’un équilibre entre les 

macroradicaux (Pm
•) et des chaînes dormantes (Pm-X)4–7 (Figure 39). 

 

Figure 39 : Mécanisme général de la polymérisation radicalaire par transfert d’atome 
(ATRP) 

Depuis l’ATRP a connu un incroyable essor et permet le contrôle de la polymérisation 

radicalaire de la majorité des monomères vinyliques (à l’exception des diènes, de l’acide 

acrylique, de l’acétate de vinyle, mais aussi de certains monomères azotés en raison de leur 

interaction avec le métal de transition mis en jeu dans l’ATRP). K. Matyjaszewski a ensuite 

fait évoluer l’ATRP pour limiter la quantité de cuivre utilisée dans ce procédé tout en 

maintenant le caractère contrôlé de la polymérisation 8. Parmi ces techniques on peut citer 
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l’AGET (activateur généré par transfert d’électron), ICAR (amorceur pour la régénération 

continue de l'activateur), l’ARGET (activateur régénéré par transfert d’électron) et la SARA 

(Activateurs supplémentaires et agents de réduction). Toutes ces techniques de 

polymérisation ont le même mécanisme général (polymérisation ATRP) mais diffèrent dans 

la façon de générer l’agent réducteur CuI.   

➢ AGET:  

Dans ce cas, des agents réducteurs (2-éthylhexanoate d’étain 9, acide ascorbique 10, 

triéthylamine11) sont ajoutés au milieu, avec du CuII. Ces agents réduisent les espèces CuIIafin 

de régénérer in situ du CuI et établir l’équilibre activation/désactivation nécessaire pour 

contrôler la polymérisation. 
 

➢ ARGET: 

Les agents réducteurs utilisés dans l’AGET sont également utilisés en ARGET. La différence 

est l’utilisation de dérivés organiques tels que l’hydrazine ou le phénol, ou inorganiques tels 

que le SnII ou le Cu0 12,13. Contrairement à l’AGET, l’ARGET peut être réalisée en présence 

d’air. 

➢ SARA: 

Pour ce type de polymérisation, des métaux de valence zéro tels que Zn0, Mg0, Fe0 14 et Cu0 15 

sont utilisés comme activateurs supplémentaires et comme agent réducteur, qui transforment 

les halogénures en espèces radicalaires. Ces métaux de valence zéro contribuent également à 

réduire les espèces CuIIX2 (Figure 40). 

 

Figure 40 : Comparaison des mécanismes SARA ATRP et SET-LRP 16 
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La Figure 40 compare les mécanismes SARA ATRP et SET-LRP. Les flèches en gras 

indiquent les réactions majeures contribuant au processus de polymérisation. Les flèches 

pleines représentent les autres réactions qui interviennent alors que les flèches en pointillées 

représentent les réactions négligeables. Les deux mécanismes SARA ATRP et SET-LRP 

utilisent les mêmes composants et font intervenir les mêmes réactions mais avec des 

contributions très différentes. Dans le cas de la SARA ATRP, il y a une activation lente du 

Cu0 par les halogénures d’alkyle pour obtenir du CuI. Il s’établit ensuite un équilibre rapide 

(Activation/Désactivation) entre le CuIet CuII.En revanche, la SET-LRP suppose que l’espèce 

CuI est rapidement formé par la réaction entre Cu0 et les halogénures d’alkyle. On observe 

une dismutation rapide du CuI en Cu0 et CuII. Le CuIIréagit avec les macroradicaux (Pn
•) pour 

redonner du CuIet des chaînes mortes (Pn-X). 

➢ SET-LRP :  

Cette méthode de polymérisation radicalaire contrôlée a été proposée en 2006 par 

l’équipe de V. Percec17. Cette polymérisation est basée sur une catalyse hétérogène par le 

cuivre métallique Cu018 et permet la synthèse de polymère, dans les milieux polaires. Le 

mécanisme de synthèse proposé par V. Percec fait intervenir une réaction de l’espèce 

dormante Pn-X (amorceur ou chaîne dormante) avec les atomes de Cu0 pour former l’espèce 

active radicalaire (Pn
•) ainsi que le cuivre au degré d’oxydation (I), liganté par le ligand 

(CuX/L). La propagation s’effectue à partir du radical produit (Pn
•) par addition successive de 

monomères, tandis que le CuX/L se dismute en cuivre (0) et cuivre (II) liganté (CuX2/L). 

L’espèce active (Pn
•) se transforme alors en espèce dormante (𝑃𝑛 − 𝑋) par réaction avec 

CuX2/L ce qui conduit à la formation de CuX/L qui se redismute en cuivre (0) et cuivre (II) 

(CuX2/L) (Figure 41). A noter que les espèces actives (Pn
•) peuvent également subir les 

réactions de terminaison (dismutation et couplage direct) et de transfert. 

 

Figure 41 : Mécanisme de polymérisation par SET-LRP 17 
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Après avoir sélectionné correctement le système amorceur/ catalyseur/ ligand/ solvant, 

la concentration des espèces radicalaires actives (Pn
•) peut être très faible devant celle des 

chaînes dormantes (𝑃𝑛 − 𝑋), ce qui permet de limiter les réactions de transfert et de 

terminaison et alors de contrôler les masses molaires et la dispersité (Ð) du polymère formé. 

Cette polymérisation (SET-LRP) permet d’atteindre des taux de conversion très élevés 

(proches de 100 %) tout en gardant la fonctionnalité des bouts de chaîne 19. Elle peut être 

réalisée en milieu aqueux 20 avec des monomères hydrophiles, ou en milieu organique. La 

différence majeure entre la SET-LRP et l’ATRP réside dans les mécanismes de 

polymérisation ; l’équilibre entre les espèces actives et dormantes s'établit par un transfert 

d’électron par sphère externe dans le cas de la SET-LRP 21,22 et un transfert d’électron par 

sphère interne pour l’ATRP 23,24 (Figure 42).  

 
Figure 42 : Réactions impliquées dans le cas des polymérisations SET-LRP et ATRP 25 

 

Le contrôle de la SET-LRP repose sur le choix de 5 paramètres : 

▪ Les monomères pour SET-LRP :  

Selon la littérature, un bon nombre de monomères sont polymérisables par SET-LRP tels que 

les acrylates 26–30, les méthacrylates 31–33, les halogénures de vinyle 17, les styréniques34,35 et 

les acrylonitriles 36–41 ou les acrylamides 27. 
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▪ Les amorceurs pour SET-LRP: 

Comme pour l’ATRP, plusieurs amorceurs peuvent être utilisés tels que les α-haloesters42–44, 

les hydrocarbures halogénés (à savoir les haloformes : CHCl3 
26,27, CHBr3 

17,45, CHI3 
17,45 et 

CCl4 
38,39). D’autres types d’amorceurs sont aussi utilisés en SET-LRP tels que le 2-

bromopropionitrile 36,37,40,41, le N-benzyl-2-bromo-2-méthylpropionamide 46, le N-phényl-2-

bromo-2-méthylpropionamide, le N-chloropyrrolidinone ou encore le 2-cyanoprop-2-yl-1–

dithionaphthalate32 ; cependant les α-haloesters demeurent les amorceurs les plus utilisés en 

SET-LRP. La nature (primaire, secondaire ou tertiaire) du carbone attaché à l’halogène est un 

paramètre qui peut influencer la vitesse d’amorçage, et donc le contrôle de la SET-LRP.  

▪ Les catalyseurs pour SET-LRP: 

Les catalyseurs les plus utilisés sont des métaux de valence zéro. Le cuivre (0) est le 

catalyseur le plus utilisé 47–51 et sonutilisation sous forme de fil simplifie le montage 

expérimental et la purification du produit obtenu 52. Cependant, des sels de cuivre Cu(I)X 

(X=Cl, Br ou I) 26–28 et Cu2O 31 peuvent également être utilisés comme catalyseur. Dans ces 

derniers cas, l’espèce catalytique Cu0 et l’espèce modératrice CuII sont générées insitu par 

dismutation des sels. La cinétique de polymérisation dépend fortement de la distribution de 

taille et de la stabilisation des particules de Cu0 naissantes dans le milieu réactionnel.  

D’autres métaux de valence zéro ont également été testés tels que : le fer (0) 35, le 

samarium (0) 37, l’ytterbium (0) 53, l’étain (0) 38, le lanthanide (0) 39 et le magnésium (0) 36. 

Cependant, dans la suite de ce manuscrit, nous ne nous intéressons qu’à la SET-LRP réalisée 

en présence de fils de cuivre (0). 

Dan et al.54ont étudié l’effet sur la SET-LRP de la quantité initiale de CuII ajoutée dans le 

milieu réactionnel. Ainsi, la polymérisation de l’acrylate de t-butyle (tBA) dans le DMSO par 

SET-LRP a été menée en absence et en présence d’une quantité variable de CuBr2 en utilisant 

le méthyle 2-bromopropionate (MBP) comme amorceur. Les auteurs ont montré que la 

polymérisation n’était pas contrôlée en absence de CuBr2 initial alors qu’elle l’est lorsque du 

CuBr2 est rajouté dès le début de la réaction. En présence de CuBr2, la vitesse de 

polymérisation augmente avec la concentration initiale de CuBr2. Toutefois, pour des 

concentrations élevées de CuBr2, la 𝑘𝑝
𝑎𝑝𝑝(constante apparente de vitesse de propagation) 

diminue en raison d’un bon contrôle de la réaction de polymérisation dû à l’augmentation du 

rapport [CuBr2]0/[Cu(0)]0. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par Haddleton et 

al. 55 qui ont étudié la polymérisation par SET-LRP de l’acrylate de méthyle dans le DSMO 

en utilisant 2-bromoisobutyrate d’éthyle comme amorceur. Ces chercheurs ont alors montré 
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que l’ajout initial de CuBr2 permettait d’éviter la formation des chaînes polymère de fortes 

masses molaires en début de polymérisation produites par polymérisation radicalaire 

conventionnelle, alors que la vitesse de la SET-LRP est lente à cet instant. 

▪ Les ligands pour la SET-LRP: 

Le mécanisme SET-LRP comporte une étape rapide de dismutation du CuI en Cu0 et 

CuII. La présence d’un ligand dans le milieu réactionnel entraîne la complexation des espèces 

CuI et CuII, ce qui modifie l’équilibre de dismutation. Ainsi, l’efficacité d’une SET-LRP et sa 

cinétique dépendent fortement de la nature et la concentration du ligand employé.  

Perec et al.56 ont étudié par UV-Vis l’effet de la nature du ligand sur l’étape de 

dismutation du CuBr. Les auteurs ont tout d’abord comparé l’effet de complexation de deux 

ligands (2,2'-Bipyridine (BPy) et N-n-propyl-2-pyridiyl-méthanimine (Pr-PMI) sur le CuBr 

ou le CuBr2 dans le DMSO. Ils ont montré que sans ligand, le CuBr dans le DMSO absorbe à 

500 nm et le CuBr2 absorbe vers 1000 nm. Lorsque le BPy ou le Pr-PMI sont ajoutés, une 

faible absorbance à 400-450 nm, caractéristique de la formation des complexes Cu(I)Br/BPy 

ou bien Cu(I)Br/ Pr-PMI est observée mais aucun pic caractéristique de la formation des 

complexes CuBr2/ligand n’est observé, ce qui signifie que ces ligands ne complexent pas le 

CuBr2. Dans un deuxième temps, ils ont étudié la complexation de deux autres ligands 

(Tris[2-(diméthylamino)éthyl]amine (Me6TREN) et le Tris(2-aminoéthyl)amine (TREN)). 

Les expériences réalisées en présence de Cu(I)Br dans le DMSO mettent en évidence une 

absorbance caractéristique des complexes CuBr2/Me6TREN et CuBr2/TREN à 750-950nm. 

Ces résultats prouvent que la réaction de dismutation du Cu(I)Br en Cu(0) et CuBr2 est alors 

favorisée en présence de Me6TREN ou de TREN. Outre le Me6-TREN, le TREN, la 

N,N,N′,N′,N′′-pentaméthyldiéthylènetriamine (PMDETA), la 1,1,4,7,10,10-

hexaméthyltriéthylène tétraamine (HMTETA) et la polyéthylènimine (PEI) (Figure 43) ont 

également été utilisées avec succès dans la SET-LRP, et permettent d’observer des réactions 

de dismutation rapides 17,18. 

Le ligand le plus utilisé reste cependant la Me6-TREN 29,42–45,57.  
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Figure 43 : Formules chimiques des ligands utilisés en SET-LRP 

 

▪ Les solvants par SET-LRP: 

Un des paramètres clés pour le bon fonctionnement de la SET-LRP est le solvant. Les 

solvants polaires communs comme le DMSO et l’eau peuvent être utilisés. Cependant le 

DMSO est le solvant le plus répandu en SET-LRP. C’est un solvant polaire qui permet de 

solubiliser la plupart des monomères à température ambiante et surtout de stabiliser les 

espèces CuII par formation d'un complexe. En présence de ligand comme le Me6-TREN, le 

DMSO favorise alors la dismutation du cuivre (I) en cuivre (0) et cuivre (II) 20. Cependant, ce 

mécanisme a été remis en question par Matyjaszewski et al.8 qui avance que le cuivre (0) 

agirait comme un agent réducteur réagissant avec le cuivre (II) introduit dans le milieu 

réactionnel pour générer des ions cuivre (I) qui introduisent alors un processus d’ATRP. 

Quelle que soit la polémique, le DMSO permet une polymérisation rapide et un bon contrôle 

des masses molaires, et ce jusqu’à forte conversion. 

Monge et al.58ont étudié la polymérisation par SET-LRP du MMA en utilisant le N-

(n-propyl)-2-pyridylméthanimine) comme ligand. Ils ont alors comparé l’effet de deux 
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solvants (DMSO et toluène) sur la SET-LRP 58 et ont observé que les vitesses de 

polymérisation sont plus rapides en utilisant le DMSO, démontrant l’effet catalytique du 

DMSO sur la vitesse de polymérisation. L’augmentation de la polarité du milieu en utilisant 

le DMSO, par rapport au toluène, entraîne la stabilisation des produits intermédiaires de 

polymérisation. En effet, les auteurs ont étudié l’absorbance en UV du complexe 

CuBr/Ligand dans le toluène et observent une bande d’absorbance à 380 nm. En augmentant 

progressivement la concentration de DMSO dans le milieu réactionnel, ils notent la 

disparition progressive de cette bande d’absorbance et l’apparition d’une nouvelle bande à 

490 nm attribuée à la formation d’un nouveau complexe CuBr/L (DMSO) où le DMSO 

ligande le complexe CuBr/L.  

Perec et al. 44 ont quant à eux étudié la polymérisation par SET-LRP de l’acrylate de 

n-butyle et de l’acrylate de 2-éthylhexyle dans différents solvants : 2,2,2-trifluoroéthanol 

(TFE), DMSO et des mélanges binaires de ces deux solvants. Les auteurs ont observé une 

valeur de 𝑘𝑝
𝑎𝑝𝑝 plus importante dans le cas des mélanges binaires que dans le cas de TFE 

seul. Ce résultat a là encore été attribué à l’effet catalytique du DMSO qui facilite la 

dismutation du CuI. 

D’autres solvants polaires favorisant la dismutation du CuI ont également été mis en 

évidence, tels que le DMF, le diméthylacétamide (DMAC), l’éthylène carbonate (EC), le 

propylène carbonate (PC), l’éthanol, le méthanol, le méthoxyéthanol, la N-méthylpyrrolidone 

(NMP), l’acétone et leurs mélanges binaires avec H2O 29,51,58,59. Plus récemment, des solvants 

atypiques comme les fluoroalcools33,37 et les liquides ioniques 41 se sont également avérés très 

efficaces pour la SET-LRP. 

Les solvants aprotiques classiques, tels que le THF ou le toluène ne sont pas adaptés pour la 

SET-LRP car ils stabilisent trop les espèces Cu(I)/N-ligand et limitent alors la dismutation du 

CuI. 

2) Polymérisation de l’acrylate d’o-nitrobenzyle par SET-LRP 

Comme évoqué précédemment, la polymérisation de l’acrylate d’o-nitrobenzyle a été 

réalisée par SET-LRPau cours de cette thèse. Le polymère linéaire obtenu est alors doté 

d’une extrémité Br (PANB-Br), laquelle peut ensuite être substituée par une fonction azoture, 

dans le but d’obtenir des chaînes de PANB pouvant être impliquée dans une réaction Click 

CuAAC (Figure 44). 

En se basant sur des résultats du LCPM concernant la SET-LRP de ce monomère, 

l’amorceur sélectionné est le 2-bromoisobutyrate d’éthyle (EBiB), le ligand est le Me6TREN, 
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le cuivre est ajouté au mélange réactionnel sous la forme de fils de Cu0 préalablement activé 

par une solution d’hydrazine. Le traitement à l’hydrazine est effectué pour diminuer la 

période d'induction qui peut être observée et ainsi accroître la vitesse de polymérisation, 

comme cela a été décrit dans les travaux de Soliman et al. 60. Du CuIIBr2 est ajouté dès le 

début de la réactionafin d’établir rapidement un équilibre permettant d’observer le contrôle de 

la polymérisation. La polymérisation est réalisée à 25°C sous azote et dans le DMSO.  

 

Figure 44 : Polymérisation de l’ANB par SET-LRP et substitution de l’extrémité Br par une 

fonction azoture 

Deux polymères PANB-Br avec des longueurs de chaînes différentes ont été produits 

en faisant varier les ratios molaires [ANB]0/ [EBiB]0. Pour chaque polymérisation, la réaction 

se déroule à l’abri de la lumière et des prélèvements du brut réactionnel sont régulièrement 

réalisés pour : 

▪ Déterminer le taux de conversion (X) du monomère par analyse RMN 1H dans le 

DMSO-d6 (Voir Partie expérimentale) et le calcul des masses molaires théoriques 

(�̅�𝑛 𝑡ℎ) des PANB-Br. 

▪ Estimer les masses molaires moyennes en nombre (�̅�𝑛) et en masse(�̅�𝑤) des 

polymères produits grâce à des analyses SEC-MALLS dans le THF (voir Partie 

expérimentale) 

Dans un premier temps, une étude cinétique de la polymérisation par SET-LRP de l’ANB a 

été menée en utilisant deux ratios molaires [ANB]0/[EBiB]0/[Me6Tren]0/[CuBr2]0 différents 

(26/1/1 /0,1 et 100/1/1 /0,1). Ces ratios ont permis de produire deux PANB-Br de masses 

molaires différentes. Un PANB-Br de faible masse molaire a été produit pour être utilisé par 

la suite dans la formation de copolymères Dex-g-PANB amphiphiles solubles dans l’eau, qui 

seront employés comme tensioactif.  

Un deuxième polymère PANB-Br de masse molaire plus importante est obtenu pour être 

utilisé comme matériau constituant le cœur des NPs, que ce soit lors du procédé émulsion-

évaporation de solvant organique (le PANB est alors solubilisé dans la phase organique) ou 



PARTIE II CHAPITRE I 

 

97 
 

du procédé nanoprécipitation (le PANB constitue alors les greffons des copolymères Dex-g-

PANB organo-solubles). 

Une étude cinétique a donc été réalisée en effectuant des prélèvements du brut réactionnel à 

différents temps polymérisation. A partir des spectres RMN 1H des prélèvements effectués 

(Figure 45), la conversion (X) est calculée en se basant sur la somme des aires (A1) des pics 

correspondant aux protons (a, b et c) de la double liaison du monomère et la somme des aires 

(A2) des pics des protons aromatiques (e, f, g et h) par l’équation suivante : 

 

𝑿 =

𝑨𝟐
𝟒 ⁄ − 

𝑨𝟏
𝟑⁄

𝑨𝟐
𝟒⁄

 

 

 

 

Figure 45 : Spectres RMN 1H dans CDCl3 du milieu réactionnel de la polymérisation par 

SET-LRP de l’ANB avec [ANB]0/[EBiB]0/[Me6Tren]0/[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 dans DMSO à 

20°C. (a) à t=0 (b) après 1 heure de réaction 

L’évolution 𝐿𝑛 ( 1

1−𝑥
)en fonction du temps (Figure 46) montre bien la présence d’une période 

d’induction de 10 ou 35 minutes reliée à l’activation du Cu0 depuis le fil métallique, puis une 

évolution linéaire pendant 4 heures de polymérisation (la conversion alors obtenue est de 89 

ou 67 % selon le ratio molaire [ANB]0/[EBiB]0/[Me6Tren]0/[CuBr2]0 employé). Cette 

évolution linéaire signifie que la concentration en centres actifs reste ‘constante’ et que la 

cinétique de polymérisation est bien du premier ordre sur ce laps de temps. Après 4 heures de 
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polymérisation, une dérive de l’évolution est observée, ce qui témoigne que les centres actifs 

disparaissent alors progressivement à cause des réactions de terminaison. 

  
(a) (b) 

Figure 46 : Evolutions de 𝐿𝑛 ( 1

1−𝑥
) en fonction de la durée de polymérisation. SET-LRP dans 

le DMSO à 20°C de l’ANB avec (a) [ANB]0/[EBiB]0 /[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 et (b)  

100/1/10,1 

Les chromatogrammes SEC sont visibles dans la Figure 49 (détecteurs LS (Light 

Scattering) et dRI (Réfractomètre différentiel)). On peut observer que le polymère est élué 

vers 20 minutes alors que le monomère sort après 26 minutes d’élution. Ces 

chromatogrammes indiquent (i) un accroissement du pic du polymère au profit de celui du 

monomère au cours de la réaction de polymérisation (détection dRI) et (ii) une évolution du 

pic polymère vers des volumes d’élution de plus en plus faibles, en accord avec la croissance 

des chaînes. Chaque chromatogramme révèle la présence d’un pic à distribution massique 

monomodale et relativement étroite jusqu’à 3 heures de polymérisation. Pour le ratio molaire 

[ANB]0/[EBiB]0/[Me6Tren]0/[CuBr2]0 égale à 26/1/1/0,1 et à partir de 4 heures de 

polymérisation, ce qui correspond à environ 89 % de conversion, on peut observer la 

présence d’un épaulement caractéristique de longues chaînes macromoléculaires produites 

par terminaison par couplage que l’on peut schématiser par la réaction suivante (Figure 47): 

 

𝑅𝑀.𝑝 + 𝑅𝑀
.
𝑛 → 𝑅𝑀𝑝+𝑛𝑅 Figure 47 : Réaction de 

terminaison par couplage 
Un autre type de terminaison (par dismutation), peut également se produire mais n’affecte pas 

les masses molaires (Figure 48) :  

𝑅𝑀.𝑝 + 𝑅𝑀
.
𝑛 → 𝑅𝑀𝑝𝐻 + 𝑅𝑀𝑛 = Figure 48 : Réaction de 

terminaison par dismutation 
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Après 4 heures de polymérisation, les masses molaires estimées aux volumes d’élution 

correspondant aux épaulements sont cependant très supérieures à celles estimées pour le pic 

principal. Ceci ne peut pas s’expliquer par la seule terminaison par couplage, mais sûrement 

par un phénomène de transfert au polymère. 

Figure 49 : Evolutions des chromatogrammes SEC (THF). 

 [ANB]0/[EBiB]0 /[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 

Ainsi après 89 % de conversion, les réactions de terminaison/ transfert au polymère 

perturbent les masses molaires, cependant les dispersités qui ne dépassent pas 1,5 à ces 

conversions (Tableau 11), confirmant le caractère contrôlé de la polymérisation pendant la 

période étudiée.  

La Figure 50 représente l’évolution des M̅̅̅nestimées par SEC et desM̅n th calculées par RMN 
1H. On peut voir que les M̅n(SEC) croissent linéairement avec la conversion et qu’elles 

coïncident parfaitement avec les valeurs théoriques, sauf pour les fortes conversions 

(réactions de terminaison/transfert). 

Pour conclure, même si l’acrylate d’o-nitrobenzyle (ANB) était considéré jusqu’alors comme 

un monomère difficile à polymériser par différentes techniques de polymérisations telles que 

la RAFT, l’ATRP ou la NMP 61,62, celui-ci a pu être polymérisé de façon contrôlée par SET-

LRP. La polymérisation menée avec des ratios molaires [ANB]0 /[EBiB]0 /[Me6TREN]0 

/[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 est contrôlée jusqu’à 78 % de conversion, alors que dans le cas du 

ratio [ANB]0 /[EBiB]0 /[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 100/1/1/0,1 l’évolution de la masse molaire 

est linéaire jusqu’à 67 % de conversion. En se basant sur ces cinétiques, deux PANB-Br de 

masses molaires différentes (Tableau 12) ont pu être produits. Ils possèdent des M̅n(SEC) de 

3700 et 10300 g/mol. 
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Tableau 11 : Résultats de la polymérisation déterminés par SEC (THF). 

 [ANB]0/[EBiB]0 /[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 

Temps (h) Conversion (X) Dispersité (Ð) �̅�𝒏(SEC) (g/mol) 

0 0 0 0 

1 38,3 1,5 3520 

2 58,3 1,4 4500 

3 78,6 1,25 5430 

4 89,4 1,32 7000 

5 92,2 1,29 4 104 

6 93,1 1,15 2,5 104 

 

Figure 50 : Polymérisation par SET-LRP de l’ANB dans le DMSO à 20°C. Evolutions de �̅�𝒏 
en fonction du taux de conversion (Les droites correspondent à l’évolution des �̅�𝒏 𝒕𝒉) et 
évolutions de la dispersité en fonction du taux de conversion. (a) pour [ANB]0 /[EBiB]0 

/[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 26/1/1/0,1 et (b) pour [ANB]0 /[EBiB]0 /[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 = 
100/1/1/0,1 
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Tableau 12 : Polymérisation du ANB par SET-LRP 

 
[ANB]0/[EBiB]0 

/[Me6TREN]0 /[CuBr2]0 

Temps  

(min) 

Conversion 

( %)a 

�̅�𝒏 𝒕𝒉 

(g.mol-1)b 

�̅�𝒏 𝑹𝑴𝑵 

(g.mol-1)c 

�̅�𝒏 𝑺𝑬𝑪 

(g.mol-1)d 
Ðd 

1 26/1/1/0,1 180 78 4230 3519 3700 1,54 

2 100/1/1/0,1 240 67 13800 12800 10300 1,24 

 

a) Estimée à partir du spectre RMN 1H du milieu réactionnel. 

b) M̅n th =MEBiB + (conversion × ([ANB]0/[EBiB]0) × MANB) avec MEBiBet MANB les 

masses molaires de l’amorceur et de l’unité monomère égales respectivement à 195 et 207 

g.mol-1
. 

c) Estimée à partir du spectre RMN 1H du PANB purifié. 

d) Evaluée à partir de la SEC dans le THF du PANB purifié. 

3) Modification chimique de l’extrémité du PANB-Br  

Après avoir synthétisé des PANB-Br de différentes masses molaires, nous avons 

procédé à la substitution de leur extrémité de chaînes par une fonction azoture (Figure 44). 

Cette réaction de substitution nucléophile a été menée avec l’azoture de sodium dans le 

DMSO. Le PANB-N3 obtenu est purifié par précipitation dans le méthanol, puis caractérisé 

dans un premier temps par RMN 1H dans le CDCl3 (Figure 51). Ce spectre permet de 

confirmer la disparition du pic correspondant au CH-Br (4,3 ppm). Le CH-N3 résonne quant à 

lui à 4 ppm, au même déplacement chimique que les protons méthylène de l'amorceur. Ceci 

nous confirme que la substitution du Br par le N3 a bien été quantitative. D’après les spectres 

RMN 1H, le X𝑛 du PANB-Br était égal à 17 et celui du PANB-N3 à 16,6. On peut alors 

conclure que cette substitution n’entraîne pas de dégradation notable des chaînes PANB. 
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Figure 51 : Spectres RMN 1H (a) du PANB-Br (�̅�𝑛 𝑡ℎ= 3500 gmol-1) (b) du PANB-N3(�̅�𝑛 𝑡ℎ= 3440 
gmol-1) dans le CDCl3 

Le PANB-Br initial et le PANB-N3 obtenu ont été caractérisés par SEC dans le DMSO 

(Figure 52). Les chromatogrammes obtenus sont quasiment identiques, ce qui confirme que 

cette substitution n’est pas dégradante.  

 

Figure 52 : SEC dans le DMSO-NaNO3 du PANB-Br (�̅�𝑛 𝑡ℎ= 3500 gmol-1) et du PANB-N3(�̅�𝑛 𝑡ℎ= 
3440 gmol-1) en détection LS et dRI 

Une analyse par IR du PANB-Br et du PANB-N3 (Figure 53) montre bien la présence des 

bandes caractéristiques du groupement NO2 à 1350 et 1580 cm-1. On note aussi la présence 

d’une bande caractéristique du groupement ester vers 1750 cm-1 et d’une bande 
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caractéristique de la fonction azoture vers 2100 cm-1 dans le cas du PANB-N3. Toutes ces 

caractérisations montrent que la substitution n’entraîne pas de dégradation des chaînes 

PANB. 

 

Figure 53 : Spectre IR (a) du PANB-Br(�̅�𝑛 𝑡ℎ= 3500 gmol-1) et (b) du PANB-N3(�̅�𝑛 𝑡ℎ= 3440 gmol-1) 

III) SYNTHESE DU DERIVE DU DEXTRANE 

1) Généralités sur le dextrane 

Le dextrane est un homopolysaccharide produit par un grand nombre de 

microorganismes à partir du saccharose, majoritairement issu de la fermentation de sucres. Sa 

structure peut varier selon le type des bactéries lactiques utilisées. À l’échelle industrielle, la 

bactérie Leuconostocmesenteroides (souche B512-F) est souvent employée. La dextrane-

sucrose (enzyme présente dans ces organismes) transforme alors le saccharose en fructose et 

en dextrane dit « natif » 63. La masse molaire de celui-ci est élevée (plusieurs millions de 

g/mol) et la distribution de masses molaires large. Ce dextrane est constitué majoritairement 

par l’enchaînement d’unités α-D-glucopyranose liées en α(1→6), avec un nombre variable de 

liaisons α(1→2), α(1→3) et α(1→4) (Figure 54) 64.  

(b)

(a)

Fonction azoture

3800   3600   3400   3200   3000   2800   2600   2400   2200   2000   1800   1600   1400   1200   1000   800

0,16

0,14

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

(b)

(a)

Fonction azoture

0,16

0,14

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

(a)

(b)



PARTIE II CHAPITRE I 

 

104 
 

 

Figure 54 : Structure chimique du dextrane natif. Les unités α-D-glucopyranoses sont 
essentiellement liées par des liaisons α (1→ 6). La présence des chaînes latérales en α (1→ 

2), α (1→ 3) et α (1→ 4) est représentée. 

Ce dextrane « natif » est ensuite soumis à une hydrolyse partielle en milieu acide, suivie d’un 

fractionnement par l’éthanol ou le méthanol. Ceci conduit à des chaînes de dextrane plus 

courtes et essentiellement linéaires. Cette structure linéaire va être favorisée dans ces travaux.  

 

Figure 55 : Structure linéaire du dextrane 

Le dextrane est un polysaccharide non ionique hydrophile, soluble dans l’eau et dans certains 

solvants organiques tels que le DMSO, le formamide, l’éthylène glycol et le glycérol. La 

présence des fonctions hydroxyle secondaires (OH en position 2, 3 ou 4 noté OH2, OH3 et 

OH4) sur les unités glucosidiques (Figure 55) permettant le greffage de plusieurs 

groupements latéraux par l’intermédiaire de liaisons éther, ester ou amide 65.   Le dextrane 

peut être utilisé dans plusieurs domaines, notamment dans les domaines thérapeutique et 

médical grâce à sa biodégradabilité et biocompatibilité. L’utilisation du dextrane et de ses 

dérivés dans le domaine de la vectorisation de médicaments a connu un grand essor ces 
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dernières annéesetle LCPM a contribué depuis plusieurs années l’utilisation des dérivés 

amphiphiles du dextrane pour formuler des NPs1,66,67 dans ce but. 

Nous nous sommes inspirés des travaux réalisés au LCPM 3 afin d’obtenir des dérivés 

hydrophobisés du dextrane pouvant jouer le rôle de tensioactifs lors des processus 

d’élaboration des NPs. Ces dérivés nommés DexAlcyne-τ (Figure 56) présentent des 

fonctions alcyne terminales qui permettront par la suite la fixation des PANB-N3 par chimie 

Click pour obtenir des copolymères Dex-g-PANB. Le bras espaceur situé entre le dextrane et 

l’alcyne est constitué par une chaîne hydrophobe sélectionnée pour préserver la réactivité de 

la fonction alcyne et apporter un caractère amphiphile au dérivé de dextrane. Cette synthèse a 

été effectuée selon un protocole déjà établi au laboratoire. Brièvement, un acide hex-5-

ynoïque activé (synthétisé à partir de l’acide hex-5-ynoïque commercial) réagit sur le 

dextrane dans le DMSO à 60°C pendant 48h (Figure 56). Les dérivés ainsi obtenus sont 

nommés DexAlcyne-τ. 

 

 

Figure 56: Réaction de synthèse du DexAlcyne-τ 

 

Le taux de modification des DexAlcyne-τ obtenus a été déterminé par analyse RMN 1H dans 

le DMSO-d6 (Figure 57) et en se basant sur des différents pics caractéristiques :  

▪ Les protons des trois fonctions hydroxyle (OH) et le proton anomère (1) de chaque 

unité glucopyranose résonnent entre 4,4 ppm et 5,1 ppm. 

▪ Les protons méthyléniques de la chaîne alkyle greffée (notés 7, 8 et 9) sortent entre 

1,7 ppm et 2,5 ppm. Le proton 8 est particulièrement bien défini. Le proton 

éthylénique (10) sort à 2,7 ppm. 

▪ Un massif entre 3,0 ppm et 4,0 ppm correspondant aux 6 protons glucosidiques (2, 3, 

4, 5, 6 et 6’). 

Pour obtenir des DexAlcyne-τ hydrosolubles, le taux τ est volontairement choisi égal à 15 %. 
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Figure 57 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) du Dextrane et (b) du  DexAlcyne-τ 

 

2) Caractérisation par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) 

Le dérivé amphiphile DexAlcyne-15 obtenu a été caractérisé par SEC-MALLS dans 

le DMSO contenant 0,1 M NaNO3. L’ajout de ce sel facilite la solubilisation des chaînes 

amphiphiles analysées et permet d’écranter les interactions hydrophobes qui peuvent exister 

entre elles. L’incrément d’indice de réfraction (dn/dC) du dérivé dans cet éluant a été 

déterminé égal à 0,07.  

Le chromatogramme du DexAlcyne-τ a été comparé à celui du dextrane natif (Figure 58) et 

on peut voir que les deux produits présentent le même temps d’élution, ce qui témoigne que 

l’introduction de la chaîne alkyle n’entraîne pas une augmentation significative du volume 

hydrodynamique, ni de la masse molaire des dérivés (Tableau 13). Grâce aux courbes SEC et 

aux valeurs de �̅�𝑛 estimées, on peut avancer que la modification chimique du dextrane 

n'entraîne pas un changement de la solubilité de la chaîne dextrane dans le DMSO/NaNO3, ni 

de dégradation du polysaccharide. 
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Figure 58 : SEC dans le DMSO-NaNO3du dextrane natif et du DexAlcyne-τ (avec τ = 15%)en 

détection LS et en détection dRI 

 

Tableau 13 : Caractéristiques du dextrane et du DexAlcyne-τ 

 �̅�𝒏 𝑺𝑬𝑪(gmol-1) �̅�𝒘(gmol-1) Dispersité Ð 

Dextrane natif 26 000 35 700 1,37 

DexAlcyne-15 27 550 37 100 1,35 

 

3) Etude des propriétés tensioctives du DexAlcyne-15 

Les propriétés tensioactives ont été évaluées par suivi de la tension superficielle des 

solutions aqueuses du DexAlcyne-15, en utilisant la méthode de l’anneau Du Noüy. Les 

valeurs de tension superficielle sont ensuite tracées en fonction de la concentration en chaîne 

hydrophobe, ce qui donne l’isotherme de Gibbs (Figure 59). Ces dérivés (DexAlcyne-15) 

vont être soit utilisés comme stablisants lors des procédés d’élaboration des NPs (il est donc 

nécessaire de vérifier qu’ils présentent bien des propriétés tensioactives suffisantes), soit pour 

produire des copolymères Dex-g-PANB (voir chapitre suivant). Le caratère tensioactif d’une 

molécule traduit sa capacité à diminuer la tension superficielle air/eau ou la tension 

interfaciale entre une phase aqueuse et un solvant organique.  

 

0

0,5

1

Time (min)

LS

Dextrane natif

Dextrane modifié

Time (min)

dR
I

Dextrane natif

Dextrane modifié

Temps (min)

20                                             30            40

Si
g

n
a

l 
d

R
I

Time (min)

LS

Dextrane natif

Dextrane modifié

Time (min)

dR
I

Dextrane natif

Dextrane modifié

Temps (min)

Si
g

n
a

l 
LS

0

0,5

1 Dextrane natif

DexAlcyne-τ (τ = 15%)

20                                             30            40

Dextrane natif

DexAlcyne-τ (τ = 15%)



PARTIE II CHAPITRE I 

 

108 
 

 

Figure59 : Evolution de la tension superficielle des solutions aqueuses de dextrane et de 
DexAlcyne-15 en fonction de la concentration en chaînes hydrophobes dans la phase aqueuse 

Le dextrane natif ne possède aucune propriété tensioactive pour abaisser la tension 

superficielle de la phase aqueuse. Au contraire, les tensions superficielles des solutions 

aqueuses des DexAlcyne-15 diminuent au-delà d’une certaine concentration en chaîne 

hydrophobe. Ceci montre que la fonctionnalisation du dextrane par des chaînes alkyles 

hydrophobes entraîne une diminution de la tension de surface qui est de plus en plus marquée 

lorsque la concentration en chaînes alkyles est importante. Pour les faibles concentrations, la 

tension de surface diminue lentement car les chaînes amphiphiles DexAlcyne-15 ne sont pas 

assez nombreuses pour saturer complètement l’interface air/liquide. Ensuite, plus la 

concentration en chaînes hydrophobes augmente, plus la tension de surface diminue.  

Ces résultats montrent que les dérivés amphiphiles DexAlcyne-15 synthétisés 

présentent bien des propriétés tensioactives qui permettront leur utilisation future comme 

stabilisants lors des procédés d’élaboration des NPs. 

IV) SYNTHESE DES GLYCOPOLYMERES DEX-g-PANB 

Ces glycopolymères sont obtenus par une approche développée récemment au LCPM. 

Plus précisément, dans le cadre de ce doctorat, les glycopolymères synthétisés sont composés 

de deux parties : une partie hydrophile composée d’un dextrane doté de fonctions alcyne et 

une partie hydrophobe PANB. Les glycopolymères sont formés par une réaction de chimie 

Click en utilisant une cycloaddition de Huisgen azide-alcyne catalysée par le cuivre (I) 

(CuAAC) qui nous permet d’avoir un bon contrôle des ratios PANB/dextrane dans le 

glycopolymère final. Selon leur fraction de PANB, ces glycopolymères seront par la suite 
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utilisés pour élaborer des NPs soit comme tensioactif hydrosoluble dans le procédé 

d’Emulsion/ Evaporation de solvant organique (pour les faibles fractions massiques de 

PANB), soit comme constituant du cœur des NPs dans le procédé de nanoprécipitation (pour 

les fractions massiques de PANB plus importantes). Les glycopolymèresDextrane-g-

poly(acrylate d’o-nitrobenzyle) ont été élaborés par la méthode « Grafting onto » décrite dans 

la Figure 60 et seront abrégés Dex(15)-g-XPANBY où : 

15 est le taux de substitution du DexAlcyne-15 

X est le nombre moyen de greffons PANB pour 100 unités glucopyranose, présentant 

chacun une M̅n notée Y. 
 

 

Figure 60 : Synthèse du glycopolymèreDex-g-PANB 

 

La réaction CuAAC68–70 a été réalisée en utilisant le CuBr dans le DMSO, avec 

différents ratios entre le PANB-N3 et DexAlcyne-15. Le glycopolymère obtenu est purifié par 

extraction du PANB-N3 résiduel en utilisant un mélange Acétone/Diéthyléther (8/2, v/v). Le 

produit est séché sous vide dynamique pendant une nuit à température ambiante puis 

caractérisé. Une première vérification du couplage entre le PANB-N3 et le DexAlcyne-15 a 

été effectuée par IR (Figure 61). En comparant les spectres IR du PANB-N3, du DexAlcyne-

15 et du Dex-g-PANB, on observe la disparition de la bande de la fonction azoture (2100 cm-

1) et la présence d’une large bande entre 3000 et 3500 cm-1 caractéristique des fonctions 

alcool du dextrane. Ceci montre que la réaction de chimie Click a bien eu lieu entre la 

fonction azoture du PANB et l’alcyne du dérivé du dextrane. 
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Figure 61: Spectres IR (a) du PANB3700-N3, (b) du DexAlcyne-15 et (c) du 
Dex(15)-g-1PANB3700 

 

Le Dex-g-PANB purifié a aussi été analysé par RMN 1H (Figure 62) dans le DMSO-d6.Ce 

spectre montre bien la présence des signaux typiques des protons aromatiques du PANB 

(entre 7,3 et 8,1 ppm) du PANB, des protons des unités glucopyranosiques (entre 3 et 5 ppm) 

et du proton anomérique (à 4,65 ppm) du dextrane.  

Les fractions massiques de PANB (FPANB en %) de chaque Dex-g-PANB produit ont été 

calculée (voir Partie expérimentale) et sont regroupées dans le Tableau 14. 

Tableau 14 : Fractions massiques de PANB pour les différents glycopolymères 

Polymère PANB DexAlcyne-15 
Dex(15)-g-

0,5PANB3700 

Dex(15)-g-

1PANB3700 

Dex(15)-g-

3PANB3700  

Dex(15)-g-

7PANB10300 

FPANB % 100 0 10 22 40 80 
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Figure 62 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) du PANB-N3, (b) du DexAlcyne-τ et (c) du 
Dex(15)-g-1PANB3700 

En revanche, le spectre RMN 1H des Dex-g-PANB ne permet pas de mettre en évidence la 

formation des cycles triazole produit par réaction entre l’azoture et l’alcyne, dont le proton 

triazole résonne généralement vers 8,1 ppm, c’est-à-dire au même déplacement chimique que 

les protons aromatiques.  Une étude DOSY60 a néanmoins prouvé le lien covalent entre la 

dorsale dextrane et des greffons PANB. 

Les glycopolymères ont également été caractérisés par SEC-MALLS. Par exemple, le 

chromatogramme de Dex(15)-g-3PANB3700 indique clairement un décalage de la distribution 

de des masses molaires comparées avec celles des deux produits de départs (PANB-N3 et 

DexAlcyne-15) mais prouve aussi l’absence des pics résiduels de PANB-N3 « non Clickés » 

(Figure 63).  
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Figure 63 : SEC dans le DMSO-NaNO3 du DexAlcyne-15, du PANB-N3 et du Dex(15)-g-3PANB3700 en 

détection dRI 
 

Pour le copolymère Dex(15)-g-0,5PANB3700 qui présente une faible fraction massique 

de PANB (FPANB= 10 %), nous avons également vérifié sa capacité à abaisser la tension 

superficielle des solutions aqueuses, dans le but de l’utiliser par la suite comme tensioactif 

hydrosoluble lors de l’élaboration des NPs. La Figure 64 montre que ce copolymère possède 

bien des propriétés tensioactives. 

 
Figure 64 : Evolution de la tension superficielle des solutions aqueuses du Dex-g-PANB (FPANB= 10 

%) et du Dextrane natif en fonction de la concentration en chaînes hydrophobes dans la phase 
aqueuse 

V) CONCLUSION  

Ce chapitre était consacré à la synthèse des polymères précurseurs aux paramètres 

macromoléculaires contrôlés, qui seront utilisés dans le prochain chapitre portant sur 

l’élaboration des NPs. 

Dans la première partie de ce chapitre, la synthèse des polymères PANB avec une 

extrémité fonctionnalisée a été présentée. La polymérisation de l’ANB a été réalisée par SET-
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LRP à 25°C dans le DMSO, en utilisant le 2-bromoisobutyrate d’éthyle (EBiB) comme 

amorceur, le Me6TREN comme ligand, du cuivre sous la forme de Cu0 et du CuIIBr2. Le 

polymère obtenu (PANB-Br) a été produit avec succès grâce au contrôle maitrisé de la SET-

LRP de ce monomère, alors que la littérature montrait que ce monomère était difficilement 

polymérisable de façon contrôlée. Par la suite, le brome a été substitué par un azoture dans le 

but d’obtenir des chaînes de PANB (PANB-N3) susceptibles de réagir par chimie Click. 

La deuxième partie de ce chapitre a été consacrée à l’obtention de DexAlcyne-15 par 

modification chimique du dextrane. Nous avons volontairement choisi un taux de substitution 

de 15 % afin d’obtenir un dérivé amphiphile hydrosoluble du dextrane. Ce dérivé a été obtenu 

par estérification des fonctions hydroxyle du dextrane natif et a montré une capacité à 

abaisser la tension superficielle air/solution aqueuse. Son caractère tensioactif permettra à ce 

composé de stabiliser des émulsions huile-dans-eau lors de la préparation des NPs. 

Par la suite, ces polymères PANB-N3 et le DexAlcyne-15 pourront être couplés par 

chimie « Click » CuAAC pour former des cycles triazoles à l’interface liquide/liquide d’une 

émulsion o/w, directement lors de la préparation des NPs (voir page suivante). 

Dans la troisième partie de ce chapitre, la synthèse des copolymères Dex-g-PANB 

avec différentes fractions massiques de PANB a été décrite par une strétégie « grafting onto » 

en mettant en œuvre une réaction de chimie Click entre la fonction azoture du PANB-N3 et 

les fonctions alcyne du DexAlcyne-15. Ces glycopolymères ont été caratérisés par différentes 

techniques :  

▪ La fraction massique de PANB dans les glycopolymères a été estimée par analyse 

RMN 1H. 

▪ Par IR, la disparition de la bande caractéristique de la fonction azoture a été observée, 

preuve du bon déroulement de la réaction de chimie ClickCuAAC. 

▪ Les analyses SEC-MALLS des glycopolymères et purifiés ont prouvé qu’ils ne 

contenaient aucun produit de départ et nous ont permis d’estimer la masse molaire des 

glycopolymères formés. 
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I) INTRODUCTION 

Après avoir réalisé la synthèse des polymères précurseurs (DexAlcyne-15, PANB-N3) 

et des glycopolymères Dex-g-PANB présentant diverses fractions massiques de PANB, ce 

chapitre est consacré à l’élaboration des NPs photosensibles par deux procédés : émulsion-

évaporation de solvant organique et nanoprécipitation. Avant de mettre en œuvre ces 

procédés, un test de solubilité des glycopolymères Dex-g-PANB a été effectué dans différents 

solvants ou mélange de solvant (Tableau 15) pour sélectionner ceux qui pourront être utilisés 

par la suite. Alors que tous les Dex-g-PANB obtenus sont solubles dans le DMSO, seul le 

Dex-g-PANB avec une fraction massique égale à 10 % est soluble dans l’eau. En effet, les 

copolymères Dex-g-PANB avec des fractions massiques de PANB supérieures ou égales à 22 

% sont insolubles dans l’eau pure. Les mélanges Acétone/eau, mélanges communs utilisés 

pour la nanoprécipitation ne solubilisent aucun des glycopolymères obtenues. Aussi, nous 

nous sommes orientés vers les mélanges THF/eau. Le Dex(15)-g-7PANB10300 (FPANB = 80 %) 

est soluble dans un mélange de THF/H2O (95/5, v/v) et le Dex(15)-g-3PANB3700 (FPANB % = 

40 %) dans un mélange THF/H2O (75/25, v/v).  

Pour le procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique, la phase organique sera 

composée de PANB-N3 (𝑀𝑛̅̅ ̅̅ = 10300 gmol-1) solubilisé dans le DCM, alors que la phase 

aqueuse (eau Milli-Q saturée par du DCM) contiendra le stabilisant qui est le DexAlcyne-15. 

Tableau 15: Solubilités des Dex-g-PANB dans différents solvants ou mélange de solvants 

Polymère FPANB% DMSO H2O 

Acétone/H2O 

(Différents 

ratios) 

THF/H2O 

(95/5) 

THF/H2O 

(75/25) 

PANB 100 + - - + + 

DexAlcyne- 15 0 + + - - - 

Dex(15)-g-

0,5PANB3700 
10 % + + - - - 

Dex(15)-g-

1PANB3700 
22 % + - - - - 

Dex(15)-g-

3PANB3700 
40 % + - - - + 

Dex(15)-g-

7PANB10300 
80 % + - - + - 



PARTIE II CHAPITRE II 
 

122 
 

Dans ce chapitre, l’élaboration des NPs sera donc réalisée par les deux méthodes :  

✓ Nanoprécipitation des glycopolymères présentant une fraction massique de 

PANB supérieure ou égale à 40 % (Dex(15)-g-3PANB3700 et Dex(15)-g-

7PANB10300). 

✓ Emulsion/évaporation de solvant organique en menant ou non une chimie 

ClickCuAAC. Cette réaction aura lieu à l’interface liquide/liquide entre le 

PANB-N3 et le DexAlcyne-15. 

La caractérisation des NPs sera réalisée par la mesure de taille et par des mesures de potentiel 

Zêta. Grâce aux techniques employées, l’épaisseur de la couronne polysaccharide en surface 

des NPs sera estimée. Puis la stabilité colloïdale des NPs sera étudiée en fonction de la force 

ionique puis en présence d’un tensioactif compétitif et en présence du milieu de culture des 

cellules Caco-2 (DMEM). Enfin, le caractère photosensible des NPssera évalué. 

II) ELABORATION DES NANOPARTICULES 

1) Nanoprécipitation 

L’élaboration des NPspar le procédé de nanoprécipitation a été effectuée à partir des 

copolymères Dex(15)-g-7PANB10300 (FPANB = 80 %) et Dex(15)-g-3PANB3700 (FPANB= 40 %). 

Le Dex(15)-g-7PANB10300 (FPANB = 80 %) est solubilisé dans un mélange de THF/H2O (95/5, 

v/v) alors qu’un mélange de THF/H2O (75/25, v/v) est utilisé pour solubiliser le copolymère 

avec une fraction massique en PANB égale à 40 %. Chacune de ces solutions organiques est 

versée dans la phase continue (eau Milli-Q saturée en THF) à 0,1 mL/minute, sous faible 

agitation (100 tr/min). Après addition totale de la phase organique, 10 mL d’eau Milli-Q sont 

rapidement ajoutés pour figer le cœur des NPs. Le THF est ensuite éliminé par centrifugation. 

Il est important de noter que toutes les NPs obtenues restent stables au cours des lavages. La 

distribution de taille est déterminée avant et après lavages. Dans le cas de NPs produites à 

partir de Dex(15)-g-7PANB10300 (FPANB = 80 %), les distributions de taille sont données dans 

la Figure 65. Pour la suite, nous ne donnerons que les distributions de taille des NPs après 

lavages. Comme on peut le voir sur la Figure 65, le procédé de nanoprécipitation permet 

d’obtenir des NPs de 125 à 165 nanomètres de diamètres moyens, avec une distribution 

relativement étroite. 
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Figure65 : Distribution de taille des NPs préparées par nanoprécipitation du 
Dex(15)-g-7PANB10300 (FPANB = 80 %),  avant et après lavages 

Idéalement, la valeur de l’indice de polydispersité devrait être la plus petite possible, 

proche de 0. Cependant, des valeurs de Pdi inférieure à 0,2 reflètent une distribution de tailles 

relativement étroite. Le diamètre moyen des NPs à base de Dex(15)-g-7PANB10300 est plus 

important que celui des NPs formulées à partir du Dex(15)-g-3PANB3700 (Figure 66). Ceci est 

probablement dû à la longueur des greffons PANB dans le copolymère. Les résultats 

présentés dans le Tableau 16 sont d’ailleurs analogues à ceux obtenus précédemment au 

LCPM avec d’autres Dex-g-PANB 1. Ceci montre la possibilité des deux copolymères 

(Dex(15)-g-3PANB3700 et Dex(15)-g-7PANB10300) à s’auto-organiser en phase aqueuse pour 

donner des NPs avec une distribution de taille étroite (Tableau 16). 

 

Tableau 16 : Caractéristiques des NPs préparées par nanoprécipitation 

Copolymères FPANB %(a) 
Taille moyenne 

(nm) (b) 
Pdi(b) 

Dex(15)-g-3PANB3700 40 % 126±3 0,216 

Dex(15)-g-7PANB10300 80 % 165±1 0,15 

 

a) Fraction massique de PANB dans le copolymèreDex-g-PANB. 

b) Taille moyenne des NPs et l’indice de polydispersité Pdi, déterminés par HPPS. 
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Figure66 : Distributions de taille des NPs préparées par nanoprécipitation à partir 

de divers Dex-g-PANB 

2) Emulsion/évaporation de solvant organique 

L’émulsion-évaporation de solvant organique est une méthode très courante pour la 

préparation des NPs avec un faible indice de polydispersité. Dans le cadre de ce doctorat, les 

NPs obtenues par ce procédé ont été élaborées en menant ou non une réaction chimie « Click 

» CuAAC interfaciale. Cette réaction CuAAC interfaciale a d’ailleurs déjà été étudiée au 

LCPM 1,2. Dans notre cas, le cœur des NPs sera composé du polymère photosensible (PANB-

N3), alors que leur couronne sera constituée du dérivé amphiphile DexAlcyne-15. Ce 

tensioactif assure la stabilité colloïdale des NPs, mais en présence d’un catalyseur approprié, 

une réaction de couplage « Click » pourra avoir lieu entre les fonctionnalités 

complémentaires du PANB-N3 et du DexAlcyne-15, directement à l’interface liquide/liquide 

des nano-gouttelettes produites lors du procédé. Cette réaction CuAAC interfaciale aura donc 

lieu insitu lors de l’élaboration des NPs. Le PANB-N3 qui constituera in fine le cœur des NPs 

est initialement solubilisé dans le solvant organique (DCM) alors que le tensioactif est dissout 

dans la phase aqueuse.  L’émulsification de ces deux phases non-miscibles est produite grâce 

à l’énergie fournie par des ultrasons, ce qui permet d’obtenir d’une dispersion monodisperse 

de nanogouttelettes stabilisées par le tensioactif. Par la suite, l’évaporation du solvant volatil 

conduit aux NPs de PANB recouvertes d’une couronne à base de dextrane. Les NPs ainsi 

préparées sont par la suite lavées par centrifugation pour enlever l’excès de DexAlcyne-15 

n’ayant pas servi à la stabilisation des NPs puis lyophilisées et caractérisées (Tableau 17). 

Dans le cas où la chimie CuAAC interfaciale a lieu, le protocole est similaire au 

précédent. Deux types de catalyseur à base de cuivre ont cependant été testés : le CuSO4 et le
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système CuBr/Acide ascorbique. Dans ce cas, les NPs obtenues seront nommées « NPs 

Clickées ». L’influence d’une atmosphère inerte (N2) lors de ce procédé d’élaboration a 

également été étudiée. Les NPs formées sont lavées par centrifugation, puis mises en contact 

avec une solution aqueuse d’EDTA (Ethylènediaminetétraacétique) (5 équivalents par 

équivalent de cuivre) pendant une nuit, sous agitation et à température ambiante, afin 

d’éliminer le cuivre résiduel. Les NPs sont à nouveau lavées par centrifugation puis 

caractérisées. Comme on peut le voir sur la Figure 67, ainsi que dans le Tableau 17, le 

procédé d’émulsion-évaporation de solvant permet d’obtenir des NPs avec une distribution 

relativement étroite, que la réaction « Click » interfaciale ait ou non lieu. La CuAAC 

interfaciale augmentent légèrement le diamètre moyen des NPs, sans doute par la formation 

de Dex-g-PANB organosolubles qui migrent alors en phase organique ; alors que d’autres 

Dex-g-PANB produits demeurent hydrosolubles et localisés à l’interface liquide/liquide, 

assurant la stabilité colloïdale des nanogoutellettes puis des NPs finales. Les valeurs de Pdi 

sont inférieures à 0,165, ce qui reflète une distribution de tailles relativement étroite. De plus, 

comme on peut le voir sur la Figure 67, les NPs « Clickées » élaborées sous atmosphère 

d’azote ou non ont sensiblement les mêmes diamètres moyens, signe que la présence d’azote 

n’est pas obligatoire pour mener cette Click interfaciale. Ces résultats montrent l’efficacité de 

la CuAAC et l’efficacité du DexAlcyne-15 à stabiliser la nano-émulsion initiale, liée aux 

propriétés tensioactives de ce composé (voir Chapitre I). 

 

Tableau 17 :Caractéristiques des NPs préparées par émulsion-évaporation de solvant en 

utilisant le PANB-N3 (�̅�𝑛= 10300 gmol-1) et le DexAlcyne- 15 

Catalyseur Milieu inerte (N2) 
Taille moyenne 

(nm)  
Pdi 

Sans catalyseur  128±1 0,090 

CuBr - 165±1 0,050 

CuBr + 171±1 0,075 

CuSO4/AAsc - 160±3 0,124 

CuSO4/AAsc + 153±2 0,091 
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Figure67 : Distribution de tailles des NPs élaborées par émulsion-évaporation de 
solvant 

III) CARACTERISATION DE LA COUCHE EXTERNE 

HYDROPHILE 

La présence d’une couronne hydrophile et neutre à la surface des NPs permet 

d’assurer leur stabilité colloïdale et limite l’adsorption de molécules indésirables à leur 

surface. Ceci a d’ailleurs déjà été observé dans d’autres travaux menés au LCPM, sur 

l’élaboration de NPs « non Clickées » 3 ou « Clickées » 4. Dans le cas des applications 

biomédicales, cette couronne permet ainsi d’empêcher l’adsorption de certaines de protéines 

(opsonines) à la surface des NPs, ce qui permet de diminuer la reconnaissance des NPs par le 

système immunitaire 5,6, leur élimination prématurée et d’accroître leurs temps de séjour dans 

le flux sanguin afin d’accéder au voisinage des cellules à traiter par l’effet EPR.  

Dans notre étude, le tensioactif choisi lors de la formation des NPs par le procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique ou de nanoprécipitation est un dérivé du 

dextrane. Grâce à ses propriétés tensioactives provenant des chaînes latérales hydrophobes, le 

DexAlcyne-15 s’adsorbe à l’interface liquide/liquide et stabilise les nano-gouttelettes 

formées, puis demeure à l’interface solide/liquide de la suspension de NPs. Pour rappel, 

l’ajout de catalyseur approprié (CuBr ou CuSO4/AAsc) dans la formulation permet de lier le 

DexAlcyne-15 au PANB-N3 de façon covalente par chimie « Click » interfaciale lors du 

procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique. Cependant, sachant que les fonctions 

alcyne du DexAlcyne-15 sont utilisées en large excès molaire par rapport aux fonctions 

azoture du PANB-N3, toutes les fonctions alcyne ne réagissent pas avec les azotures pour 
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former un cycle triazole. De plus, comme cela a été montré dans des travaux réalisées 

précédemment au LCPM2, l’efficacité de cette réaction CuAAC n’atteint jamais 100 % ce qui 

signifie que des chaînes de PANB ne sont pas attachées au dextrane de façon covalente, ou 

encore qu’il peut rester des alcynes n’ayant pas réagi et qui sont donc disponibles à la surface 

des NPs pour leur post-modification.  

Dans le cas du procédé nanoprécipitation employé dans le cas des copolymères 

Dex(15)-g-3PANB3700 et Dex(15)-g-7PANB10300, la partie dextrane se retrouve également en 

surface comme cela sera prouvé ci-dessous. Là encore, la présence des alcynes résiduels 

disponibles en surface des NPs permet d’envisager leur post-modification (3 ou 7 greffons 

PANB sont fixés pour 100 unités glucosidique qui présentaient initialement 15 alcynes). 

1) Mise en évidence du recouvrement hydrophile 

Afin de mettre en évidence la présence de la couche hydrophile en surface de NPs, 

quel que soit le procédé de formulation employé, la mobilité électrophorétique de ces objets 

dispersés dans des solutions de NaCl de concentrations variables (de 10-6 à 10-2 M) a été 

étudiée. Les valeurs de potentiel Zêta (ζ) ont été calculées à partir de ces mesures de 

mobilités électrophorétiques, à l’aide de l’équation modifiée de Booth (pour plus de détails 

voir partie expérimentale). La Figure 68 rassemble les résultats obtenus pour des NPs 

élaborées avec les deux procédés testés. 

Ces NPs ont été comparées à des NPs de PANB dites « NPs nues », préparées en 

utilisant du SDS (3 g/L) comme tensioactif lors du procédé émulsion/évaporation de solvant 

organique en lieu et place du DexAlcyne-15, puis lavées. Un spectre RMN 1H de ces « NPs 

nues » après lyophilisation a permis de confirmer qu’elles ne contenaient plus de tensioactif. 

Dans ce cas, on observe la présence des charges négatives à la surface des NPs qui sont 

probablement dues à la présence des fonctions ester des chaines PANB se transformant en 

acides carboxyliques ionisés en surface des NPs lors de la sonication, comme cela a était 

montré dans le cas des NPs à base de PLA 4. Ces charges négatives demeurent dans le cas des 

NPs nues mais sont écrantées plus efficacement par la présence de NaCl dans le cas des NPs 

recouvertes par la couronne polysaccharide. Ceci met en évidence de façon indirecte la 

présence d’une couche neutre (dextrane) en surface des objets qui permet d’atténuer la charge 

négative du cœur PANB. Cet effet a souvent déjà été rapporté dans le cas des NPs composées 

d’un cœur de PLA et d’une couronne de dextrane4. 
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Figure 68 : Evolution du potentiel Zêta de NPsClickées ou non, dispersées dans une phase 

aqueuse de NaCl de 10-6 à 10-2 mol/L. 
Cas des NPs préparées par nanoprécipitation ou émulsion-évaporation de solvant organique 

en utilisant le DexAlcyne-15 comme stabilisant (sauf dans le cas des NPs nues) 
 

2) Détermination de l’épaisseur de la couche externe 

Afin de caractériser plus en détails ce recouvrement polysaccharide, son épaisseur 

(ΔPZ) peut tout d’abord être estimée. Pour cela, l’évolution du potentiel Zêta ζ en fonction de 

kH (longueur de Debye-Hückel liée à la force ionique, voir partie expérimentale) aux faibles 

concentrations en NaCl peut être approximée par l’équation d'Eversole et de Boardman (pour 

plus de détails voir partie expérimentale). La valeur absolue de la pente, dans cette partie de 

la courbe, correspond à l’épaisseur Δ𝑃𝑍. Ainsi, dans le cas des NPs élaborées par 

nanoprécipitation, le ΔPZ varie de 4 à 10 nm selon le glycopolymère utilisé (Tableau 18), 

alors que le ΔPZ est égal à 8nm dans le cas des NPs« non Clickées » élaborées par le procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique. Ce ΔPZ évolue logiquement dans le cas du 

procédé nanoprécipitation et est en accord avec le caractère hydrophobe plus prononcé du 

Dex(15)-g-7PANB10300, ce qui limite l’expansion de ce composé dans la phase aqueuse 

lorsque celui-ci se retrouve en surface des NPs. Par analogie, on peut alors penser que 

l’efficacité de la chimie Click interfaciale catalysée par le CuBr est supérieure à celle 
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catalysée par le système CuSO4/AAsc, « plaquant » alors la couronne polysaccharide à la 

surface des NPs (ΔPZ = 4 ou 7nm selon le catalyseur employé).  

Tableau 18 : Epaisseur 𝛥𝑃𝑍 des NPs élaborées par différents procédés 

Procédé d’élaboration des 

NPs 

Conditions d’élaboration des 

NPs 
ΔPZ (nm) 

Nanoprécipitation 

Dex(15)-g-3PANB3700 

(FPANB = 40 %) 
10 

Dex(15)-g-7PANB10300  

(FPANB = 80 %) 
4 

Emulsion-évaporation de 

solvant  

(Sonication sans courant 

d’azote) 

Non Clickées 8 

CuBr 4 

CuSO4/AAsc 7 

3) Détermination du taux de recouvrement en dextrane  

Les NPs lyophilisées sont par la suite dissoutes dans du DMSO-d6pour être analysées 

par RMN 1H dans le dans le but de quantifier la quantité de dextrane par rapport à la quantité 

du PANB présente dans la particule selon l’équation suivante. La masse du dextrane par 

gramme de PANB déterminée par RMN 1H et calculée selon l’équation suivante : 

MDex(g/g PANB) =( 𝑨𝑯𝒂

𝑨𝑪𝑯𝟐
𝟐
(𝑷𝑨𝑵𝑩−𝑵𝟑 )

) × (
𝑴𝑫𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒏𝒆

𝑴𝑷𝑨𝑵𝑩
) 

Avec :  

AHa : Aire du proton anomérique des unités glucosidique (4,7 ppm)  

ACH2
2
(PANB−N3 )

 : Aire d’un proton méthylène de l’unité monomère du PANB (5,2 

ppm) 

MPANB: Masse molaire de l’unité monomère du PANB égale à 207 g/mol 

MDextrane: Masse molaire de l’unité monomère du dextrane égale à 162 g/mol. 

L’estimation de la quantité de dextrane est réalisée en se basant sur le pic du proton 

anomérique (Ha) de l’unité glucosidique du dextrane et le pic des protons méthyléniques 

(CH2) de l’unité monomère du PANB (Figure 69). A noter que pour ce calcul, on suppose 

que le cœur des NPs est composé seulement de PANB et que le dérivé dextrane n’est localisé 

que dans la couronne. Cela a été d’ailleurs montré par microscopie confocal 7 pour des 

microparticules élaborées par émulsion-évaporation de solvant organique en employant un 
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tensioactif fluorescent. Par contre aucune preuve n’a encore été apportée pour le procédé 

nanoprécipitation. On rappelle, comme expliqué dans le chapitre précédent, qu’il nous a été 

impossible de mettre en évidence la formation directe des cycles triazole par RMN 1H. 

 

Figure 69: Spectres RMN  1H des NPs préparées par émulsion-évaporation de solvant 
organique dans le DMSO-d6 avec (A) et sans (B) chimie ClickCuAAC, en utilisant le CuBr 

comme catalyseur. 

Dans le cas des NPs élaborées par nanoprécipitation, l’augmentation de la fraction 

massique de PANB dans le glycopolymère utilisé (FPANB) entraîne une diminution de la 

masse du dextrane par gramme de PANB. En effet, l’augmentation de la FPANB entraîne une 

augmentation de l’hydrophobicité du copolymère et mène à une faible épaisseur de la couche 

de dextrane (Tableau 19). 

Dans le cas des NPs élaborées par émulsion-évaporation de solvant organique, on 

observe une augmentation significative de la masse de dextrane par gramme de 

PANB lorsque la CuAAC interfaciale est réalisée, par rapport aux NPs « non Clickées »: de 

109 mg de dextrane /g de PANB dans le cas des NPs non Clickées est plus de 174 mg de 

dextrane par g de PANB dans le cas des NPs Clickées. Ces valeurs plus importantes dans le 

cas des NPs Clickées sont certainement dues à l’immobilisation covalente du dérivé dextrane 

en surface des objets. Cet ancrage chimique par les cycles triazoles empêche alors la 

désorption du dérivé dextrane et des étapes de lavage des NPs lors de l’évaporation du DCM, 

c’est-à-dire quand les nano-gouttelettes se contractent par diminution du volume comme ça a 
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était expliqué dans des travaux précédents réalisés au LCPM 2. La formation du recouvrement 

hydrophile en dextrane en surface des NPs se déroule comme suit : pendant l’étape de 

sonication, la phase organique est dispersée sous forme de nano-gouttelettes recouvertes par 

une couche de tensioactif. L’évaporation du DCM induit la contraction volumique des nano-

gouttelettes, ce qui résulte en un encombrement stérique des chaînes de tensioactif présentes 

en surface des gouttelettes. Dans le cas des NPs non Clickées, cette contraction volumique 

entraîne la désorption de chaînes de DexAlcyne-15 faiblement adsorbées et/ou des 

DexAlcyne-15 simplement enchevêtrés dans la couche superficielle. Dans le cas de NPs 

« Clickées », grâce à la formation des liaisons covalentes entre les fonctions azoture du 

PANB et les alcynes du tensioactif, les chaînes du polysaccharide restent irréversiblement 

immobilisées à la surface des NPs. Cet ancrage chimique limite leur désorption lors de 

l’évaporation du DCM, même lorsque le volume de NPs se contracte. Ainsi la densité 

superficielle augmente, ce qui est confirmé par le taux de recouvrement plus élevé que dans 

le cas des NPs « non Clickées ».  

Dans les cas où la réaction de chimie « Click » interfaciale est menée sous azote, la quantité 

de dextrane présente à la surface des NPs est supérieure à celle sans azote. Ceci traduit une 

meilleure stabilité de la couche de dextrane et une meilleure efficacité de la réaction de 

chimie « Click » sous azote. Si on compare les valeurs des potentiels Zêta, de ΔPZ et de 

lamasse de dextrane/g de PANB pour les différents NPs, on peut alors penser que la couche 

polysaccharide en surface des NPs produites par émulsion-évaporation de solvant organique 

en présence de CuBr est plus dense, comme le démontre les valeurs de densité de la couche 

surfacique (Tableau 19). 

IV) STABILITE COLLOÏDALE DES NANOPARTICULES 

La stabilité colloïdale d’une dispersion de NPs en phase aqueuse, c’est-à-dire leur 

résistance contre l’agrégation, est un paramètre crucial à prendre en compte pour 

l’application envisagée c’est-à-dire l’injection intraveineuse des NPs. Cette stabilité est 

fortement liée à la surface des particules, ainsi qu’à la concentration en électrolyte dans le 

milieu. Elle résulte d’un équilibre délicat entre des attractions de Van Der Waals et des forces 

répulsives (soit stériques, soit électrostatiques) entre les particules 8. Les forces répulsives 

doivent être suffisamment fortes pour assurer une bonne stabilité du système colloïdal. La 

présence d’un recouvrement hydrophile et neutre peut permettre d’assurer cette stabilité 

colloïdale, et dans certains cas de protéger les NPs contre l’adsorption en surface de 
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molécules indésirables comme certaines protéines (opsonines) présentes dans le flux sanguin 
5,6. 

Tableau 19 : Masse du dextrane (mg/g PANB) déterminées par RMN 1H des NPs élaborées par 
différents procédés 

Procédé d’élaboration des 

NPs 
Conditions d’élaboration des NPs 

Masse du dextrane 

(mg/g PANB) 

Nanoprécipitation 

Dex(15)-g-3PANB3700 

 (FPANB = 40 %) 
916 

Dex(15)-g-7PANB10300  

(FPANB = 80 %) 
167 

Emulsion/évaporation de 

solvant 

Non Clickées 109 

CuBr/ Sans N2 186 

CuBr/ Avec N2 215 

CuSO4/AAsc/ Sans N2 174 

CuSO4/AAsc/ Avec N2 191 

1) Stabilité colloïdale en fonction de la force ionique 

Dans notre étude, nous avons choisi la turbidimétrie comme méthode d’évaluation de 

la stabilité colloïdale des NPs en fonction de la force ionique. Grâce à cette technique, la 

variation de la taille des NPs étudiées, et éventuellement leur agrégation, peut être évaluée en 

mesurant la densité optique (DO) des dispersions colloïdales par spectroscopie UV-Visible 

(entre 450 nm et 600 nm) 9 (voir partie expérimentale). La DO des dispersions a donc été 

suivie en fonction de la force ionique du milieu (10-4 – 1 M de NaCl) après 1 heure de mise 

en contact à température ambiante. Cette étude permet d’obtenir le paramètre│n│ (valeur 

absolue de la pente de la courbe log(DO) vs log(λ)) qui permet de détecter une variation de la 

taille des particules et de mettre en évidence leur floculation. Ce paramètre est représentatif 

de la DO des suspensions et est inversement proportionnel à l’évolution de la taille desNPs : 

plus la taille des objets est grande, plus la valeur de│n│est faible. Cette étude a souvent été 

réalisée au LCPM dans le cas des NPs de PLA recouvertes de dextrane et dans le cadre de ce 

doctorat, nous nous sommes intéressés aux NPs à base de PANB recouvertes de dextrane 

préparées par émulsion-évaporation de solvant, avec ou sans réaction de chimie « Click » 

interfaciale, ou bien par nanoprécipitation des copolymères Dex-g-PANB déjà préformés. La 
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Figure 70 montre l’évolution du paramètre │n│en fonction de la concentration saline des 

suspensions pour les différents types de NPs. Quelles que soient les NPs élaborées (par 

nanoprécipitation, NPs « Clickées » ou « non Clickées »), les suspensions sont stables 

(│n│demeure constant) et aucune floculation n’est observée après 1h de mise en suspension 

dans ces milieux salins. La présence d’une couche hydrophile polysaccharide neutre à la 

surface des objets permet de maintenir leur stabilité colloïdale en assurant une répulsion 

stérique des NPs. En revanche, dans le cas des NPs nues, une chute de │n│ est observée pour 

des concentrations en NaCl supérieures à 10-2 mol/L ce qui correspond à une augmentation de 

la turbidité et donc à une floculation de ces objets. La déstabilisation de ce dernier système 

est liée au fait que les charges négatives présentes à la surface des NPs, non-recouvertes de 

dextrane, sont écrantées par l’addition de l’électrolyte NaCl. Ce comportement a déjà été 

observé dans des études réalisées sur des NPs ou nanocapsules de PLA 2,4. Ces résultats 

prouvent la présence d’une couronne polysaccharide hydrophile et neutre à la surface des 

NPs, mais surtout que celles-ci pourraient être injectées dans le sang, dont la force ionique 

avoisine 0,15. 

 

Figure 70 : Stabilité colloïdale de NPs en présence de NaCl 

2) Stabilité du recouvrement en dextrane en présence d’un tensioactif 

compétitif 

La stabilité du recouvrement polysaccharidique à la surface des NPs a également été 

étudiée en présence d’un tensioactif compétitif. Cette étude a pour objectif de vérifier que les 

chaînes du dextrane modifiées, Clickées ou non, sont vraiment ancrées de façon irréversible à 

la surface desNPs et de s’assurer de la stabilité de ce recouvrement vis-à-vis d’un tensioactif 
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compétitif. Ce tensioactif nous permettrait de mimer indirectement la stabilité de nos NPs 

dans des milieux comme le sang ou le milieu de culture des NPs. 

Dans un premier temps, le tensioactif choisi dans cette étude est le SDS qui est un tensioactif 

ionique. La désorption des couches polymère en présence SDS a déjà été étudiée au LCPM 
2et dans la littérature10,11. Après élaboration et lavage des NPs, 1  % massique de SDS a été 

ajouté aux suspensions aqueuses des NPs. Les suspensions ont été ensuite laissées 24 heures 

sous agitation, puis lavées et lyophilisées. La quantité de dérivé dextrane demeurant en 

surface des NPs est alors estimée par la méthode décrite plus haut et permet de vérifier si la 

couronne polysaccharide demeure intacte ou si elle a été désorbée par le traitement au SDS. 

Des exemples de spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 des NPs« Clickées » à l’aide de CuBr, 

ou « non Clickées », avant et après contact avec SDS, sont présentés dans la Figure 71.  

 

Figure 71 : Spectres RMN 1H des NPs produites par émulsion-évaporation de solvant dans le 
DMSO-d6avec (A, B) ou sans (C) Click in situ CuAAC (CuBr). La chimie Click a été réalisée 

sous (A) ou sans (B) flux d’N2. Les spectres sont donnés avant et après contact avec SDS. 

Les résultats de la désorption de la couche de dextrane en surface des NPs en présence de 

SDS sont regroupés dans le Tableau 20. Dans le cas des NPs élaborées par nanoprécipitation, 

on constate, quel que soit le glycopolymère utilisé (Dex(15)-g-3PANB3700 et 

Dex(15)-g-7PANB10300 que la couche de dextrane est assez stable puisque plus de 87 % de la 

couche surfacique demeure même après 24 heures de contact avec le SDS. 

Dans le cas des NPs préparées par émulsion-évaporation de solvant organique sans chimie 

Click interfaciale, on constate que la couche de DexAlcyne-15 à la surface de ces NPs est 

instable en présence de SDS, puisque la totalité de ce tensioactif se désorbe après 24 heures 

de contact avec le SDS. Le SDS en raison de son affinité par la surface hydrophobe du PANB 
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déplace les chaînes de DexAlcyne-15 par adsorption compétitive. Ceci montre que la simple 

énergie de la sonication ne suffit donc pas à réaliser la réaction de chimie « Click » CuAAC 

interfaciale. Ceci est en accord avec des travaux du LCPM sur des NPs PLA recouvertes de 

différentes couronnes (DexC6, DexN3-𝜏) 3qui montraient que la totalité des couronnes se 

désorbait en présence de SDS. Par contre, dans le cas des NPs élaborées par émulsion-

évaporation de solvant organique en effectuant une réaction de chimie Click interfaciale, le 

recouvrement polysaccharide est beaucoup plus stable puisque plus de 85 % de la couche 

surfacique demeure, même après 24h de contact avec le SDS. En utilisant le catalyseur CuBr 

et sans travailler sous azote, 15 % du dérivé dextrane initialement présent à la surface des 

objets se désorbe en présence de SDS contre seulement 7 % si l’étape de sonication est 

réalisée sous atmosphère contrôlée d’azote. Ceci peut s’expliquer par une meilleure efficacité 

de la réaction de chimie Click interfaciale sous atmosphère contrôlée comme nous l’avons 

déjà mentionné. Dans ces deux cas, une grande proportion de dextrane est fixée de façon 

covalente et irréversible au cœur des NPs. Cependant, les quelques chaînes DexAlcyne-15 

éliminées peuvent être des chaînes adsorbées de façon physique à la surface des NPs (n’ayant 

pas réagi) ou encore enchevêtrées dans la couronne surfacique 2. Dans le cas des NPsClickées 

en utilisant le système CuSO4/AAsc comme catalyseur, le pourcentage de dextrane résiduel 

après contact avec le SDS est là encore supérieur à 90 % et on peut encore une fois observer 

l’effet de l’azote.Ces résultats sont une preuve du bon fonctionnement de la réaction CuAAC 

interfaciale pour la fabrication de NPs ayant une couronne hydrophile en polysaccharide fixée 

de façon permanente à leur surface. En effet, la fixation covalente de la couronne permet 

d’assurer sa stabilité et aussi la stabilisation des NPs pour leur injection par voie 

intraveineuse. De plus, la couronne de dextrane devrait constituer une barrière stérique stable 

en milieu physiologique, capable d’empêcher l’adsorption de protéines. Ceci sera vérifié dans 

la partie suivante en étudiant la stabilité du recouvrement des différentes NPs en présence du 

milieu de culture des cellules qui contiennent de multiples protéines. 

3) Stabilité du recouvrement en présence du milieu de culture des cellules 

Caco-2  

Les tests biologiques qui seront présentés plus loin dans ce manuscrit seront réalisés 

dans le milieu de culture des cellules Caco-2 qui est le DMEM (pH = 7,2), aussi il nous est 

apparu important de vérifier la stabilité des NPs dans ce milieu jusqu’à 72h d’incubation à 

37°C. Le protocole expérimental est identique à celui employé dans le cas du SDS.  
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La quantité de dextrane désorbée par ce milieu de culture a été déterminée par RMN 1H des 

particules solubilisées dans le DMSO-d6, après lavage. Les pourcentages de dextrane résiduel 

présent à la surface des NPs après contact avec DMEM sont regroupés dans le Tableau 21. A 

noter que cette expérience a été seulement réalisée sur les NPs qui seront par la suite testées 

sur les cellules Caco-2, c’est-à-dire les NPs élaborées par émulsion-évaporation de solvant 

organique.  

Tableau 20 : Détermination de la masse du dextrane en surface des NPs avant et après 

contact avec SDS 

Procédé d’élaboration 

des NPs 

Conditions d’élaboration des 

NPs 

Masse du dextrane 

(mg/g PANB) 
 % du 

dextrane 

résiduel Avant SDS Après SDS 

Nanoprécipitation 

Dex(15)-g-3PANB3700 

(FPANB = 40 %) 
916 794 87 % 

Dex(15)-g-7PANB10300 

(FPANB = 80 %) 
167 161 96 % 

Emulsion/évaporation 

de solvant 

Non Clickées 109 0 0 

CuBr/ Sans N2 186 158 85 % 

CuBr/ Avec N2 215 201 93 % 

CuSO4/AAsc/ Sans N2 174 160 92 % 

CuSO4/AAsc/Avec N2 191 183 96 % 

 
On constate que dans le cas des NPs non Clickées, la couche de DexAlcyne-15 à la 

surface de ces NPs est instable en présence de DMEM puisque 66 % de ce stabilisant se 

désorbe après 24 heures d’incubation et que la totalité de cette couche se désorbe après 72h 

de contact avec le DMEM. Ceci montre que la présence de différentes protéines dans ce 

milieu de culture lui confère un certain caractère tensioactif qui pouvait indirectement être 

mimé par le SDS. Au contraire, dans le cas de NPsClickées, quel que soit le type du 

catalyseur utilisé (CuBr ou CuSO4/AAsc), le recouvrement est beaucoup plus stable.  

Dans le cas des NPsClickées en utilisant le CuBr, seulement 17 % du dextrane initialement 

présent à la surface des NPs sont désorbés après 72h de contact avec le DMEM. Les résultats 

sont similaires dans le cas de NPsClickées en utilisant le CuSO4/AAsc où on observe une 
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désorption égale à 15 % ce qui permet de conclure que le catalyseur employé pour mener la 

CuAAC interfaciale ne semble pas influencé par la stabilité des NPs vis-à-vis du milieu de 

culture cellulaire. Ceci témoigne que seules les chaînes du DexAlcyne-15 physiquement 

adsorbées ou enchevêtrées à la surface ont été éliminées. En revanche, celles accrochées 

chimiquement (grâce à une réaction « Click ») restent immobilisées en surface de NPs. Ces 

résultats semblent être prometteurs en termes de stabilité de la couche surfacique lorsque 

cette dernière est liée de façon covalente à la surface de NPs par rapport à une simple 

adsorption physique. A noter que ces résultats sont parfaitement comparables aux résultats 

décrits lorsque le SDS est employé. 

Tableau 21 : Détermination de la masse du dextrane (mg dextrane / g PANB) en surface des 

NPs élaborés par émulsion-évaporation de solvant avant et après contact avec DMEM 

 Type de NPs 
NPs non 

Clickées 
NPsClickéesCuBr 

NPsClickées 

CuSO4/AAsc 

24 h 

d’incubation 

Avant DMEM 99 176 164 

Après DMEM 34 158 154 

 % du dextrane résiduel 34 % 90 % 94 % 

72h 

d’incubation 

Avant DMEM 99 176 164 

Après DMEM 0 146 139 

 % du dextrane résiduel 0 % 83 % 85 % 

V) CONSERVATION DES NPS 

Après les étapes de lavage par centrifugation, les NPs sont souvent conservées sous 

forme lyophilisée pour plusieurs raisons : 

▪ La conservation à long terme des suspensions aqueuses de nano-objets contenant un 

PA est difficilement envisageable. En effet, un des risques principaux est la diffusion 

du PA hors des nano-objets dans la phase externe. 

▪ La prolifération bactérienne dans l’eau est également un risque à éviter.  

Cependant, pour conserver des NPs recouvertes d’une couronne de dextrane sous forme 

lyophilisée, il est nécessaire d’ajouter un cryoprotecteur tel que le tréhalose (10 mg/mL) pour 

éviter l’agrégation des NPs durant l’étape de sublimation. Ce cryoprotecteur permet alors une 
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bonne redispersion des NPs après leur lyophilisation (Figure 72) et ne représente pas 

d’inconvénient pour l’utilisation finale des objets. Lorsqu’aucun cryoprotecteur n’est pas 

rajouté à la suspension, on peut voir l’apparition d’agrégats après lyophilisation. Le tréhalose 

utilisé dans cette étude peut également être remplacé par du glucose ou un autre type de 

cryoprotecteur, comme cela a été démontré dans la littérature 12.  

 

Figure 72 : Distribution de tailles des NPs après lavages et après leur lyophilisation en 
présence et en absence de tréhalose (cas des NPs obtenues par émulsion-évaporation de 

solvant sans Click) 

VI) DETERMINATION DE LA QUANTITE DU CUIVRE RESIDUEL 

La réaction de chimie Click CuAAC interfaciale qui a été menée lors du procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique a été réalisée en utilisant un catalyseur à base 

de cuivre. Cependant la présence de cuivre résiduel dans les produits finaux peut entraîner 

une cytotoxicité des NPs et limiter leur l’emploi dans le cadre de certaines applications, 

notamment dans le domaine pharmaceutique. C’est pourquoi, nous avions décidé d’éliminer 

le maximum de cuivre des NPs ainsi produites en ajoutant environ 5 équivalents d’EDTA par 

Cu dans la suspension aqueuse des NPs non-lavées (c’est-à-dire après l’étape d’évaporation 

du DCM). L’EDTA est en effet connu pour ces propriétés chélatantes, notamment du cuivre. 

La suspension des NPs est laissée sous agitation, à température ambiante, pendant une nuit 

puis la quantité de cuivre résiduel dans la suspension a été déterminée par Spectrométrie à 

plasma à couplage inductif (ICP) (voir Partie expérimentale). La quantité de cuivre résiduelle 

a été estimée entre 0,76 et 1,89 mg par kg de NPs (c’est-à-dire entre 0,76 et 1,89 ppm). Or, 

selon l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA), la dose journalière 
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admissible (DJA1) du cuivre, est de 0,15 mg Cu/kg poid corporel /j. Ainsi, en se basant sur un 

poids corporel d’un adulte d’environ 70kg, la DJA est égale à 10,5 mg Cu/jour et en tenant 

compte de la quantité de cuivre résiduel dans lesdites NPs après purification par de l’EDTA, 

il faudrait alors injecter 13,8 kg de NPs par jour au patient pour atteindre ces valeurs de DJA, 

ce qui est inconcevable (Tableau 22). 

Dans notre cas, les deux catalyseurs CuBr et CuSO4 semble être facilement éliminable avec 

les lavages avec l’EDTA et les quantités du cuivre résiduel sont très faibles dans les deux cas. 

Tableau 22 : Détermination de la quantité du cuivre résiduel dans les NPs par méthode d’ICAP-OES 

Système  

Catalytiqueutilisé 

Quantité du cuivre résiduel  

dans les NPs [ppm] (a) 

Fraction massique du 

cuivre éliminé [ %] (b) 

CuBr 1,89  95,3 

CuSO4/AAsc 0,76  99,1 

 

(a) 1 ppm = 10-6, ce qui correspond par exemple à 1mg de cuivre dans 1kg de NPs. 

(b) Déterminé par rapport à la quantité de cuivre initialement introduite lors de l’élaboration 

des NPs. 

 

VII) CARACTERE PHOTOSENSIBLE DES NPS 

Selon la littérature, la photolyse des esters nitrobenzylique présents dans les chaînes 

PANB produit des acides carboxyliques et du 2-nitrosobenzaldéhyde. Dans le cas des 

glycopolymèresDex-g-PANB, les produits de photolyse totale seront alors des 

glycopolymèresDex-g-PAA (PAA = poly(acide acrylique)), comme indiqué dans la Figure 

73. Si la photolyse n’est pas totale, alors les Dex-g-PAA se transforment en Dex-g-(PANB-

co-PAA) avec des greffons qui deviendront progressivement hydrophiles. Nous avons donc 

étudié l'effet de la lumière sur nos systèmes. Pour cela, des suspensions de NPs dans le PBS 

avec une concentration égale à 114 µg/mL (cette concentration sera sélectionnée pour l’étude 

biologique menée sur les cellules Caco-2) ont été préparées, puis irradiées en utilisant une 
                                                           
1La dose journalière admissible (DJA) d’un produit chimique est une estimation de la quantité du produit présente dans les 

aliments ou l’eau de boisson qui peut être ingérée tous les jours, pendant la vie entière, sans risque appréciable pour la santé 

du consommateur, compte tenu de tous les facteurs connus au moment de l’évaluation. Elle est exprimée en milligrammes de 

produit par kilogramme de poids corporel (OMS, 1997).  
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lampe UV avec différentes puissances (de 50 mW/cm2 à 1010 mW/cm2). Pour chaque 

puissance, différentes durées d’irradiation ont été effectuées. Après chaque irradiation, des 

analyses de l’intensité diffusée des suspensions ont été réalisées.  

 

Figure 73 : Effet de l’irradiation UV sur les glycopolymèresDex-g-PANB 

L’évolution de l’intensité diffusée par la suspension des NPs irradiée, en fonction de la durée 

d’irradiation et pour les différentes puissances, est présentée dans la Figure 74. On observe 

que plus la puissance d’irradiation augmente plus la chute de l’intensité diffusée est 

prononcée, ce qui s’explique par la disparition de plus en plus rapide des NPs. Ceci confirme 

que ces NPs photosensibles sont progressivement détruites par la lumière et que cette 

destruction est proportionnelle à la durée et la puissance d’irradiation. Cette destruction 

correspond à la formation progressive des Dex-g-PAA qui se solubilisent alors dans le PBS, 

d’où la solubilisation des NPs. 

 

Figure 74 : Evolution de l’intensité diffusée en fonction de la durée d’irradiation 

Un deuxième suivi de la dissolution des NPs au cours de l’irradiation a été réalisé par RMN 
1H et ceci par dosage des unités ANB restantes après irradiation. Après irradiation, les NPs 
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sont alors lavées, centrifugées, lyophilisées puis dissoutes dans du DMSO-d6. La Figure 75 

montre l’évolution des unités ANB restantes au cours de l’irradiation, en appliquant une 

puissance égale à 54 mW/cm2. Le pourcentage des unités de ANB restantes après irradiation 

est calculé selon l’équation suivante : 

 
Avec ACH2 et AHa correspondant respectivement aux aires des pics caractéristiques des 

protons CH2 de l’unité monomère ANB et du proton anomérique des unités glucopyranosique 

du dextrane. 

On constate que plus la durée d’irradiation est importante, plus le pourcentage des unités 

ANB encore présentes dans les greffons des glycopolymères diminue. Après seulement 30 

secondes d’irradiation à 54 mW/cm2, il y a disparition de 70 % des unités ANB. A ce stade, 

les PANB ne sont donc pas totalement transformés en PAA et les NPs ne sont donc pas 

encore totalement dissoutes dans la phase aqueuse comme on peut le voir par l’intensité 

diffusée de la suspension (Figure 74). Néanmoins, ce temps d’irradiation suffira à libérer 

l’anticancéreux que nous encapsulerons dans les NPs (pages suivantes). 

 

Figure 75 : Suivi de l’irradiation (54 mW/cm2) du glycopolymèreDex(15)-g-3PANB3700 (FPANB 

= 40 %) par RMN 1H dans le DMSO-d6 

VIII) CONCLUSION DU CHAPITRE 

Dans ce chapitre, l’élaboration des NPs de PANB stabilisées par des dérivés de 

dextrane a été décrite avant d’étudier l’encapsulation de l’anti-cancéreux dans ces 

nanovecteurs matriciels.  
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En premier lieu, nous nous sommes intéressés à l’élaboration des NPsaussi bien par 

un procédé peu énergétique, la nanoprécipitation, que par un procédé très énergétique, 

l’émulsion-évaporation de solvant organique. Nous avons également montré dans ce chapitre 

qu’il est possible de réaliser une réaction de chimie « Click » CuAAC in situ entre le PANB-

N3 et le DexAlcyne-15 pendant l’élaboration des NPs par le procédé d’émulsion-évaporation 

de solvant. Cette réaction a lieu à l’interface des deux solvants non miscibles (le DCM et 

l’eau) et a été catalysée par deux types de catalyseurs : le CuBr et le CuSO4 associé à l’acide 

ascorbique (AAsc). En parallèle, l’élaboration des NPs par le procédé de nanoprécipitation a 

été effectuée à partir des Dex-g-PANB préformés par réaction de chimie Click entre le 

PANB-N3 et le DexAlcyne-15. 

Les différentes caractéristiques des NPs ont été présentées et les conclusions sont les 

suivantes : 

▪ A partir des résultats de potentiel Zéta ζ, il a été possible de calculer l’épaisseur du 

recouvrement en dextrane des NPs élaborées par nanoprécipitation (entre 4 et 10 nm) 

ou bien par émulsion-évaporation de solvant organique (entre 4 et 8 nm). La couronne 

de dextrane a été également caractérisée en termes de taux de recouvrement grâce par 

RMN 1H en solubilisant la totalité des NPs dans le DMSO-d6. Dans le cas du procédé 

nanoprécipitation, les taux de recouvrement varient entre 167 et 916 mg de dextrane/g 

de PANB selon la fraction de PANB dans le glycopolymère. Aussi dans le cas du 

procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique, cette grandeur varie entre 109 

et 215 mg de dextrane/g de PANB selon les conditions d’élaboration de NPs (avec et 

sans chimie Click, sous courant d’azote ou non).  

▪ La présence d’une couronne polysaccharide hydrophile à la surface des NPs a été 

indirectement mise en évidence par l’amélioration de la stabilité colloïdale des NPs en 

milieu salin avec différentes forces ioniques (10-4 – 4 M).  

▪ La stabilité du recouvrement en surface de NPs a été étudiée en présence de 

tensioactifs compétitifs. Ainsi dans le cas des NPs non Clickées, une désorption totale 

du DexAlcyne-15 a été observée après 24h de contact avec le SDS ou après 72 h de 

contact avec le DMEM (milieu de culture des cellules Caco-2). Dans le cas de 

NPspréparées par émulsion-évaporation de solvant organique et « Clickées » à l’aide 

de CuBr ou CuSO4/AAsc, cette désorption est nettement réduite puisque seuls 4 à 15 

% du dextrane est désorbé après 24h de contact avec le SDS ; contre 15 % de 

désorption après 72h de contact avec le DMEM. Ces résultats montrent l’avantage 

d’une immobilisation covalente de la couronne polysaccharide à la surface des NPs 
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(par rapport à une simple adsorption physique) grâce aux cycles triazole crés par 

CuAAC ; toutefois l’effet du diazote pendant la Click interfaciale est difficilement 

quantifiable.  

▪ Les NPs ont pu être lyophilisées en présence d’un cryoprotecteur et stockées sous 

forme de poudre. Leur redispersion s’effectue alors par simple sonication sans 

changement de distribution de taille des nano-objets. 

▪ Le dosage du cuivre résiduel dans le cas des NPs Clickées élaborées par émulsion-

évaporation de solvant organique montre que la quasi-totalité du cuivre est éliminée 

après lavages à l’EDTA des NPs et la quantité résiduelle de cuivre ne posera pas de 

problème pour l’application envisagée.  

▪ Le caractère photosensible des NPs a été mis en évidence par le suivi de l’intensité 

diffusée de la suspension en fonction de la durée et de la puissance d’irradiation. On a 

constaté que plus la durée ou la puissance d’irradiation augmente, plus l’intensité 

diffusée diminue, confirmant que ces NPs photosensibles sont progressivement 

« détruites » par la lumière. Un deuxième suivi de la dissolution des NPs au cours de 

l’irradiation a été réalisé par RMN 1H et nous a permis d’estimer le taux d’unités 

ANB résiduelles après irradiation. 

Les NPs décrites dans ce chapitre remplissent un grand nombre des conditions nécessaires à 

leur administration par voie intraveineuse. Elles sont en effet stables en milieu salin, dans un 

grand domaine de concentrations. Leur surface est peu chargée à force ionique du sang et leur 

taille de l’ordre d’une centaine de nanomètres est suffisamment faible. La couronne 

polysaccharide, ancrée de façon covalente à leur surface, est stable en présence de molécules 

tensioactives telles que le SDS ou les protéines présentes dans le milieu de culture des 

cellules Caco-2. Ces NPs possèdent des fonctions alcyne résiduelles en surface qui seront 

disponibles pour le greffage ultérieur de différentes molécules (post-modification de la 

surface des NPs). Dans le chapitre suivant, nous allons étudier le potentiel biologique de ces 

NPs.
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CHAPITRE III : ENCAPSULATION ET LIBERATION PHOTO-PROVOQUEE 

D’UNE SUBSTANCE ACTIVE A PARTIR DES NANOPARTICULES 
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I) INTRODUCTION 

Cette thèse portait sur le développement de nanoparticules (NPs) photosensibles 

destinées à être employées comme systèmes de délivrance de principes actifs (PA) après 

injection intraveineuse. Ainsi, l’objectif fixé était de délivrer de façon contrôlée dans le temps 

et dans l’espace ce PA, et le délivrer qu’au voisinage des cellules cancéreuses à traiter pour 

minimiser les effets secondaires liés à cet anticancéreux. Une fois les conditions optimales de 

préparation et de stockage des particules « vides » définies, l’encapsulation d’un PA au sein 

desdites NPs, puis l’étude de sa libération par simple diffusion et sous l’effet de l’irradiation 

ont été étudiées. La doxorubicine (DOX) a été choisie comme PA modèle pour cette étude 

puisque c’est un anticancéreux classiquement utilisé pour le traitement du cancer colorectal 

(Tableau 1, étude bibliographique). 

Nous avons montré dans les chapitres précédents qu’il était possible de préparer des 

NPs à cœur photosensible (PANB) et recouvertes d’une couronne dérivée du dextrane par (i) 

un procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique couplé à une réaction de chimie 

« Click » réalisée in situ à l’interface huile/eau de l’émulsion et (ii)par nanoprécipitation de 

copolymères Dex-g-PANB préformés. Même si les NPs ont pu être produites par les deux 

procédés précités, celles élaborées par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant 

organique ont été choisies comme objets de référence pour mener cette étude 

d’encapsulation/libération de PA.  

Dans la première partie de ce chapitre, quelques généralités sur la DOX et sur ses 

mécanismes d’action seront évoquées. Puis, dans un second temps, l’encapsulation de la 

DOX dans les NPs sera menée. Cette encapsulation a été réalisée à l’intérieur des NPs ayant 

subi ou non la réaction de chimie « Click » CuAAC interfaciale lors du procédé d’élaboration 

des NPs. Les NPs « non Clickées » ou « Clickées » chargées de DOX ont ensuite été 

caractérisées en termes de distribution de taille, de quantité de DOX encapsulée et 

d’efficacité de l’encapsulation. Les résultats obtenus seront commentés au regard des 

résultats décrits dans la littérature pour l’encapsulation de la DOX dans diverses NPs. 

Enfin les cinétiques de libération de la DOX hors des NPs seront présentées par simple 

diffusion ouaprès irradiation. Pour ces deux mécanismes, la libération sera étudiée dans deux 

milieux sélectionnés : le PBS et le DMEM qui est le milieu de culture des cellules Caco-2.  

II) LA DOXORUBICINE 

La doxorubicine (Figure 76) est un PA anticancéreux utilisé dans le cadre de 

nombreuses chimiothérapies anticancéreuses. Cette molécule, produite naturellement par 
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Streptomycespeucetius, peut exercer ses effets anticancéreux et toxiques selon plusieurs 

mécanismes, dont l'inhibition de la topo-isomérase II, l'intercalation avec les polymérases de 

l'ADN (acide désoxyribonucléique) et de l'ARN (acide ribonucléique), la formation de 

radicaux libres et la fixation sur les membranes cellulaires1. Le mécanisme exact de l'activité 

antitumorale de la doxorubicine n'est donc pas encore très bien connu mais des chercheurs 

pensent que l'inhibition de l'ADN, de l'ARN et de la synthèse protéique sont les principaux 

effets cytotoxiques de cette molécule. Après encapsulation dans des liposomes, la 

doxorubicine a été commercialisée sous le nom de DOXIL, MYOCET ou CAELYX. 

 
(a) (b) 

Figure76 : Formules chimiques (a) de la Doxorubicine et (b) de la Doxorubicine 

chlorhydrate 

 

Comme tout anticancéreux, la DOX présente plusieurs effets indésirables (elle est 

notamment cardiotoxique), et son emploi n’est donc pas recommandé pour les patients ayant 

des antécédents cardiaques 2. La vectorisation de cette molécule dans les NPs à libération 

contrôlée permettrait sans doute de diminuer cet effet indésirable, tout en réduisant la 

concentration de la DOX au niveau des cellules cardiaques. La DOX est une molécule 

faiblement hydrophile présentant une solubilité dans l’eau de 0,271 g.L-1 pour un pH compris 

entre 6,0 et 7,5. Sous sa forme chlorhydrate commerciale (notée DOX,HCl par la suite, 

Figure 76), sa solubilité en phase aqueuse augmente jusqu’à 0,98 g.L-13, en accord avec la 

protonation de son amine primaire (pKa=8,2) 4. 

III) ENCAPSUALTION DE LA DOX DANS LES NANOPARTICULES 

PHOTOSENSIBLES 

La doxorubicine est commercialisée sous sa forme chlorhydrate. Aussi, dans un 

premier temps, une étude de solubilité de la DOX dans différents milieux de libération a été 
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réalisée. Puis une étude comparative de l’encapsulation de la DOX sous sa forme 

chlorhydrate (DOX,HCl) ou sa forme neutralisée DOX (en rajoutant 5 équivalents de 

triéthylamine par DOX,HCl) a été menée dans les différents types de NPs (sans chimie Click, 

avec chimie « Click » interfaciale catalysée par CuBr ou CuSO4/AAsc). Finalement, le taux 

de charge et l’efficacité d’encapsulation de la DOX seront évalués pour chaque type de NPs.  

1) Encapsulation de la DOX dans les NPs 

a) Test de solubilité dans le solvant organique 

Afin de pouvoir élaborer des NPs de PANB contenant la DOX par émulsion-

évaporation de solvant organique, la solubilité de la DOX (neutralisée) dans le solvant 

organique utilisé dans ce procédé (DCM) a été évaluée visuellement (Tableau 23). Pour cela, 

des solutions de DOX à différentes concentrations ont été préparées. 

Tableau 23 : Évaluation rapide de la solubilité de la DOX dans le DCM à température 
ambiante 

[DOX] (mg/mL) 5 10 15 20 30 

Solubilité + + + + + 

+ : Obtention d’un liquide limpide instantanément 

 

Comme le montre les données rassemblées dans le Tableau 23, la DOX est soluble dans le 

DCM sur une large gamme de concentration allant de 5 jusqu’à 30 mg/mL ce qui augure une 

encapsulation aisée de la DOX dans les NPs préparées par émulsion-évaporation de solvant 

organique.  

b) Stabilité de la DOX encapsulée dans le PANB 

Avant de débuter les essais concernant l’optimisation de l’encapsulation de la DOX 

dans les NPs à cœur PANB, nous avons tout d’abord vérifié que la DOX ne se dégradait pas 

lors de sa neutralisation avec la triéthylamine ou encore au cours du processus d’élaboration 

par émulsion-évaporation de solvant organique.  

Pour ce faire, 1mL de DCM contenant 10 mg de DOX,HCl neutralisée par 5 équivalents de 

triéthylamine a été laissé sous agitation toute une nuit à température ambiante et à l’abri de la 

lumière. Une extraction liquide/liquide est ensuite réalisée, puis la phase organique est 
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récupérée et séchée sous vide. L’analyse HPLC de la DOX récupérée montre alors la 

présence d’un seul pic, signe dunon dégradation de la DOX. 

De la même façon, une solution de DOX neutralisée dans le DCM a été émulsionnée par 

sonication dans 10 mL d’une solution aqueuse de DexAlcyne-15, selon le protocole décrit 

dans la partie expérimentale. Après sonication, la DOX est récupérée par extraction 

liquide/liquide puis analysée par HPLC. L’analyse HPLC montre encore une fois que la DOX 

n’est pas dégradée, ce qui confirme que le procédé sélectionné est adapté pour 

l’encapsulation de la DOX dans les NPs de PANB. 

c) Etude de l’encapsulation de la DOX dans les NPs 

Le protocole de préparation des NPs contenant la DOX par émulsion-évaporation de solvant 

organique est identique à celui utilisé pour la préparation de NPs vides. La DOX à encapsuler 

est alors dissoute avec le PANB dans la phase organique. Les objectifs de cette étude sont 

plus précisément : 

▪ D’obtenir des NPs de PANB/DOX de taille nanométriques avec une distribution de 

taille monomodale assez étroite. 

▪ Optimiser les rendements (efficacités) d’encapsulation et les taux de charge en DOX. 

Pour cela trois paramètres ont été étudiés : la neutralisation ou non de la DOX par la 

triéthylamine, le rapport massique DOX/PANB dans la phase organique et la réalisation ou 

non de réaction de chimie « Click » interfaciale au cours de l’émulsification par sonication. 

(i) Influence de la neutralisation de la DOX avec la triéthylamine 

L’encapsulation de la DOX dans les NPs a été évaluée en calculant l’efficacité 

d’encapsulation (𝐸𝐸) et le taux de charge (𝜏𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒) (voir partie expérimentale) qui sont 

déterminés soit par dosage direct de la DOX encapsulée dans les NPs (solubilisation des NPs 

dans le DMSO-d6,puis dosage de la DOX par RMN 1H (Figure 77), ou par dosage indirect 

(dosage par HPLC de la DOX non encapsulée présente dans les eaux de lavage lors de la 

centrifugation).Afin d’augmenter l’efficacité d’encapsulation, la DOX,HClaparfoisété traitée 

par 5 équivalents de triéthylamine avant sa solubilisation en phase organique. Ceci permet de 

la rendre moins hydrophile et devrait favoriser ses interactions hydrophobes avec le cœur de 

PANB et améliorer son encapsulation. 
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Figure 77 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6(a) de la Doxorubicine, (b) des 

nanoparticules vides et (c) des nanoparticules chargées de Doxorubicine en présence de la 

référence interne (Téréphthalaldèhyde, benzène-1,4-dicarboxaldéhyde) 

Pour mener ce comparatif, nous avons arbitrairement choisi de solubiliser 15 mg de 

DOX,HCl traitée ou non avec la triéthylamine et 25 mg de PANB dans 1 mL de DCM. La 

fraction massique initiale de DOX est alors égale à 35,89 %. Comme on peut le voir dans le 

Tableau 24, l’encapsulation de la DOX sous sa forme chlorhydrate (DOX.HCl) est limitée : le 

taux de charge est égal à 10 % et l’efficacité d’encapsulation égal à 18,5 %. En revanche, 

quand la DOX est encapsulée sous sa forme neutralisée avec la triéthylamine, le taux de 

charge passe à 33 % et l’efficacité d’encapsulation à87,6 % (Tableau 24). Cela permet de 

confirmer que la neutralisation de la DOX avec la triéthylamine permet d’hydrophobiser la 

DOX et de favoriser ses interactions hydrophobes avec le cœur PANB des NPs. Notons ici 

que les NPs contenant de la DOX,HCl présentent un diamètre moyen légèrement plus faible 

(159 nm) que celles contenant la DOX neutralisée (275 nm) (Tableau 24). Ceci est 

probablement dû à la quantité supérieure de DOX encapsulée dans les NPs comme nous le 

mentionnerons dans les pages suivantes. 

O

OOCH3

OH

OH O

O

OH

H3C

NH2

OH

O

OH

a

b

c

d

f

e

g

h

i

j

k l m

n

a,b

c n
f

h

j

d

k

H2O

e

DMSO

g

i

CH2

(PANB)

Hanomérique

(Dextrane)

CH2

(PANB) d 
(DOX)

CH 
(Réf interne)

CH 
(Réf interne)

(a)

(b)

(c)



PARTIE II CHAPITRE III 
 

152 
 

Tableau 24 : Effet de la neutralisation de la DOX sur le diamètre moyen et l’indice de 

polydispersité, le taux de charge et l’efficacité d’encapsulation des NPs de PANB/DOX sans 

chimie « Click » 

 

Masse  

(mg) 

Taille 

moyenne (nm) 
a 

Pdia 
Taux de 

charge (%) b 

Efficacité 

d’encapsulation (%) c 

DOX.HCl 15 159 0,121 10 18,5 

DOX 14,056 275 0,117 33 87,6 

 

a : Taille moyenne et indice de polydispersité déterminés par HPPS, après les étapes de lavage. 

b : Taux de charge, représente la fraction massique de la DOX encapsulée dans les NPs (voir partie 

expérimentale). 

c : Efficacité d’encapsulation, représente la masse de la DOX encapsulée par rapport à la masse 

initialement introduite de DOX (voir partie expérimentale). 

Par la suite, le rapport massique initial DOX/PANB a été optimisé pour atteindre une 

meilleure encapsulation de la DOX, tout en se fixant un diamètre moyen maximum de 300 

nm des NPs et une distribution étroite. 

(ii) Influence du rapport massique DOX/PANB dans la phase organique 

Les fractions massiques initiales en DOX dans la phase organique testées évoluent de 

0 à 50 %, tout en maintenant une concentration totale de la phase organique égale à 39 mg de 

DOX.HCl+PANB/1 mL de DCM(Tableau 25). 

Tableau 25 : Influence du rapport massique DOX/PANB sur le diamètre moyen, l’indice de 
polydispersité, le taux de charge et l’efficacité d’encapsulation des NPs de PANB/DOX « non 

Clickées » 

DOX.HCl/PA

NB 

(mg/mg) 

mDOXa 

(mg) 

WDOXinitiale 
a (%) 

Taille 

moyenne 

(nm)b 

Pdib 
Taux de 

charge (%)c 

Efficacité 

d’encapsulation 

(%)d 

0/40  0 128 0,09 - - 

5/35 4,685 11,81 177 0,074 9 73,9 

10/30 9,371 23,80 225 0,089 18 70,3 

15/25 14,056 35,89 275 0,117 33 87,6 

20/20 18,741 48,37 923 0,431 41 74,1 

a : Fraction massique de DOX introduite initialement dans la phase organique. 
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Avec : 

𝑚𝐷𝑂𝑋  =  𝑚𝐷𝑂𝑋.𝐻𝐶𝑙  ×  
543,48

579,98
 

b : Taille moyenne et indice de polydispersité déterminés par HPPS, après les étapes de lavage. 

c : Taux de charge, représente la fraction massique de la DOX encapsulée dans les NPs (voir partie 

expérimentale). 

d : Efficacité d’encapsulation, représente la masse de la DOX encapsulée par rapport à la masse 

initialement introduite de DOX (voir partie expérimentale). 

Lorsque la fraction massique initiale de DOX est comprise entre 11,81% et 35,89%, 

l’augmentation de cette fraction conduit à un accroissement raisonné du diamètre moyen des 

NPs et de la distribution de taille (Tableau 25). En effet, les NPs ont des tailles comprises 

entre 177 nm et 275 nm après lavages. Elles se redispersent parfaitement et présentent des 

distributions de taille étroites (Pdi compris entre 0,074 et 0,117). Par contre, lorsque la 

fraction massique initiale de DOX est égale à 48,37 %, les particules obtenues s’agrègent et 

présentent une distribution de taille multimodale (plusieurs populations) après les étapes de 

lavage. Ceci se traduit par un Pdi élevé (0,431) et une taille moyenne élevée (923 nm). 

En comparant les NPs chargées ou non de DOX, on remarque que l’encapsulation de 

DOX au sein des NPs augmente la taille de celles-ci de 128 nm à 177 nm pour une fraction 

initiale de DOX égale à 11,81%. Cette augmentation du diamètre moyen des NPs lors de 

l’encapsulation d’un PA a souvent été évoquée dans la littérature5–7.Le PA encapsulé dans le 

cœur hydrophobe de la nanoparticule vient gonfler celui-ci, ce qui provoque l’augmentation 

du diamètre moyen des NPs. 

Comme on peut le voir dans le Tableau 25, l’augmentation de la fraction massique 

initiale en DOX (jusqu’à 35,89%wt) permet d’accroître significativement la quantité de DOX 

encapsulée dans les NPs, ce qui se traduit par une augmentation du taux de charge. 

L’efficacité d’encapsulation de la DOX à l’intérieur de NPs se situe alors entre 70,3 et 87,6 % 

(Tableau 25).  

D’après ces résultats, la fraction massique initiale de DOX neutralisée dans la phase 

organique égale à 35,89 % lors de leur élaboration ont été produites et caractérisées. Ces NPs 

sont appelées « non Clickées » et « Clickées ». Cette concentration nous permet de formuler 

des NPs d’un diamètre moyen égal à 275 nm et d’un faible indice de polydispersité, tout en 

atteignant un taux de charge de 33 % et une efficacité d’encapsulation de 87,6 %. 
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(iii)Encapsulation de la DOX couplée à une réaction de chimie « Click » 

CuAAC 

Différents types de NPs chargées de DOX produites en menant ou non une chimie 

Click CuAAC interfaciale lors de leur élaboration ont été produites et caractérisées. Ces NPs 

sont appelées « non Clickées » et « Clickées ». Pour les NPs « Clickées », deux types de 

catalyseur à base de cuivre (CuBr et le mélange CuSO4/AAsc) ont été comparés (Tableau 

26). Pour toutes ces expériences, la fraction massique initiale de la DOX est maintenue à 

35,89 %. Dans tous les cas étudiés, des NPs avec une distribution en taille monomodale 

inférieures à 300 nm sont obtenues après lavages. Pour les NPsClickées en utilisant le CuBr, 

le taux de charge et les efficacités d’encapsulation sont très proches de ceux obtenus dans le 

cas des NPs non Clickées. Ceci montre que l’utilisation du CuBr comme catalyseur n’a pas 

d’influence significative sur l’efficacité d’encapsulation de la DOX dans les NPs. En 

revanche, le système catalyseur CuSO4/AAsc limite fortement l’encapsulation de la DOX par 

rapport aux NPs non Clickées et réduit d’un tiers la quantité de DOX encapsulée. Ceci est 

probablement dû à l’utilisation de l’acide ascorbique qui rend le pH de l’émulsion acide (pH= 

3,5), entraînant une dégradation de la DOX et réduisant son encapsulation à l’intérieur des 

NPs. Cette dégradation transforme la doxorubicine en doxorubicinone et en daunosamine 

comme ça été décrit dans la littérature8,9. 

Tableau 26 : Effet de la CuAAC interfaciale sur l’évolution du diamètre moyen, de l’indice de 
polydispersité, du taux de charge et de l’efficacité d’encapsulation des NPs de PANB/DOX 

 
Taille moyenne 

(nm)  
Pdi 

Taux  

de charge (%)  

Efficacité 

d’encapsulation 

(%)  

Sans Click 275 0,117 33 87,6 

ClickCuBr 243 0,127 29 72,6 

Click CuSO4/AAsc 149 0,09 11 21,9 

IV) LIBERATION DE LA DOX 

La libération contrôlée d’une molécule est définie comme un mécanisme permettant 

de délivrer cette molécule avec une vitesse contrôlée, et pendant un temps relativement long 

(12 heures). Il existe deux mécanismes fondamentaux de libération d’une molécule à partir 

des particules : la simple diffusion et la libération provoquée par un ou plusieurs stimuli. 
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La cinétique de libération d’une molécule est influencée par plusieurs paramètres tels 

que la distribution de taille des particules, la nature du polymère utilisé pour formuler les 

NPs, sa masse molaire et la solubilité de la molécule dans le milieu de libération… 

Dans cette partie, la solubilité maximale de la DOX dans les deux milieux de libération 

sélectionnés pour cette étude (PBS et DMEM) sera tout d’abord estimée. Ensuite, les profils 

de libération de la DOX à partir des NPs cœur PANB/couronne DexAlcyne-15 seront 

examinés par deux mécanismes de libération : la libération par simple diffusion et la 

libération provoquée sous l’effet de l’irradiation UV.  

Pour cette étude, nous avons exclu l’hypothèse de l’adsorption de la DOX à la surface 

des NPs. En effet, s’il tel était le cas, les étapes successives de lavage désorberaient cette 

DOX et il s’en suivrait une réduction de l’intensité des pics relatifs de la DOX sur les 

spectres RMN des NPs chargées. Or, dans notre cas précis, les spectres RMN des NPs 

chargées restent inchangés.  

La libération de la DOX a été étudiée sur des NPs obtenues par émulsion-évaporation 

de solvant organique, couplée ou non avec une réaction CuAAC interfaciale. Pour chaque 

type de libération (par diffusion ou provoquée par UV), nous avons étudié l’influence du 

milieu de libération (PBS ou DMEM) et de la CuAAC interfaciale. Les suivis de la libération 

ont été réalisés par méthode directe en estimant par HPLC la quantité de DOX libérée dans le 

milieu de libération. Les conditions expérimentales de suivi de libération sont décrites dans la 

Partie expérimentale. 

1) Solubilité de la DOX dans les milieux de libération 

Dans le but d’étudier la libération de la DOX dans les conditions les plus favorables, il 

est recommandé de travailler dans des conditions « Sink ». Ces conditions ne sont vérifiées 

que si la concentration du PA dans le milieu de libération est inférieure au dixième de sa 

solubilité maximale. Une évaluation de la solubilité de la DOX dans le PBS et dans le 

DMEM a donc été effectuée. Les valeurs des solubilités de la DOX ont été estimées 

expérimentalement en suivant une procédure détaillée dans la partie expérimentale. Une 

augmentation de la solubilité de la DOX dans le PBS est observée par rapport à celle dans le 

DMEM (Tableau 27), sans doute liée à la composition très complexe du milieu de culture 

DMEM alors que ces deux milieux présentent le même pH (7,4). 
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Tableau 27 : Solubilités maximales de la DOX neutralisée dans le PBS et dans le DMEM à 37°C 

DMEM PBS 

Solubilité (mg/mL) Solubilité (µM) Solubilité (mg/mL) Solubilité (µM) 

0,101 186 0,579 1066 

 

2) Libération par simple diffusion 

Pour évaluer la cinétique de libération de la DOX hors des NPs (réalisée à 37°C) par 

simple diffusion, la concentration de la suspension des NPs dans le milieu de libération (PBS 

ou DMEM) a été limitée afin que les conditions « Sink » soient bien vérifiées. Pour cela, 

nous avons considéré que si la libération de la DOX était totale, la concentration de la DOX 

dans le milieu de libération devait toujours être inférieure au dixième de sa solubilité 

maximale dans ce milieu. Rappelons que les NPs « non Clickées » et celles « Clickées » en 

utilisant le CuBr comme catalyseur, présentent des taux de charge en DOX similaires 

(Tableau 26) alors que les NPs « Clickées » en utilisant le système CuSO4/AAsc comme 

catalyseur présentent un taux de charge inférieur. L’effet du taux de charge sur les profils de 

libération sera certainement visible. Les profils expérimentaux de libération de la DOX dans 

le PBS et dans le DMEM à 37°C (Figures78 et 79) montrent l’absence d’un effet « Burst ». 

Au contraire, la libération de la DOX se fait de façon progressive, ce qui renforce l’hypothèse 

d’une répartition uniforme de la DOX dans le cœur des NPs et l’absence d’une adsorption 

significative de la DOX en périphérie du cœur, voire en surface des NPs. On note aussi que 

dans le cas des NPs « non Clickées » et « Clickées » avec le CuBr, 18,6 % (11,7 µM) et 17,5 

% (11 µM) de la DOX initialement encapsulée est respectivement libérée dans le PBS au 

bout de 48h (Figure 78), alors que seuls 16 % (10 µM) et 10 % (6,25 µM) sont libérés dans le 

DMEM sur la même période (Figure 79), en accord avec la solubilité réduite de la DOX dans 

ce dernier milieu. La cinétique de libération de la DOX hors des NPs Clickées en utilisant le 

système CuSO4/AAsc est plus lente, malgré un diamètre moyen plus faible (149 nm contre 

243 nm pour les NPs « Clickées » avec CuBr). Ceci provient vraisemblablement du taux de 

charge initial de la DOX dans les NPs. Ainsi, en admettant que la concentration initiale de la 

DOX dans la particule soit le facteur limitant de sa diffusion un taux de charge plus faible 

explique une cinétique de libération plus lente. 
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Figure 78 : Profils de libération de la DOX 
encapsulée dans les NPs de PANB dans le PBS à 

37°C 

Figure 79 : Profils de libération de la DOX 
encapsulée dans les NPs de PANB dans le DMEM 

à 37°C 

Dans la partie bibliographie, un modèle utilisé dans la littérature pour décrire la 

diffusion d’un PA à travers une matrice polymère de morphologie sphérique avait été exposé. 

Les équations décrites (voir ci-dessous) supposent que le coefficient de diffusion de la 

molécule encapsulée dans le milieu environnant reste inchangé au cours du processus de 

diffusion. Nous avons donc appliqué ce modèle de libération pour estimer les coefficients de 

diffusion (D) de la DOX à travers la matrice PANB des diverses NPs testées. 

 

𝑀𝑡
𝑀∞

= 6 (
𝐷𝑡

𝜋𝑅2
)

1

2

− 3 
𝐷𝑡

𝑅2
 

 

Avec :  

Mt : quantité de PA libérée à un temps t [g] 

M∞ : quantité de PA totale encapsulée [g] 

D : coefficient de diffusion du PA dans le polymère constituant l’objet [m2/s] 

R : rayon de la particule [m] 

t : temps [s] 

 

Les valeurs des coefficients de diffusion (D) ont alors pu être estimées (Tableau 28) en tenant 

compte des rayons moyens respectifs des NPs testées et en se limitant à des libérations 

inférieures à 90 %. 
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Tableau 28 : Coefficients de diffusion (D) de la DOX hors des différents types de NPs 

Types de NPs Sans Click ClickCuBr Click CuSO4/AAsc 

D (m²/s) dans le PBS 1,346 10-21 9,378 10-22 1,877 10-22 

D (m²/s) dans le DMEM 9,371 10-22 2,746 10-22 1,565 10-22 

 

Comme on peut le voir dans le Tableau 28, les valeurs D trouvées pour les NPs « non 

Clickées » sont similaires, quel que soit le milieu de libération. Dans le cas des NPs 

« Clickées » avec CuBr le coefficient D est similaire à celui des particules « non Clickées » 

dans le PBS, alors qu’il est 3 fois plus faible dans le DMEM (à ce jour nous n’avons pas 

d’explication). D’une manière générale, les coefficients de diffusion des NPs « Clickées » 

avec CuSO4/AAsc sont 6 fois plus faibles que les autres et sont donc reliés à la quantité 

initiale de DOX dans le cœur des NPs. Plus le taux de charge est important, plus la diffusion 

du PA hors des NPs est rapide. Dans la littérature 10 le coefficient de diffusion dans le PBS de 

la DOX hors de NPs composées d’un cœur de Poly(méthacrylate de 2-hydroxyéthyle) et de 

diamètre compris entre 100 et 300nm a été estimé à 3 10-21 m²/s, ce qui est comparable aux 

valeurs que nous avons déterminées. 

Actuellement, sauf omission de notre part, aucune étude des profils de libération d’un 

autre PA encapsulé dans le cœur PANB de NPs n’est disponible dans la littérature. Au cours 

de ces travaux nous n’avons pas évalué la possible porosité des NPs élaborées par ce procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique mais des NPs à cœur PLA élaborées par le 

même procédé au LCPM n’ont jamais montré de porosité significative.  

3) Libération provoquée par irradiation UV 

La libération provoquée de la DOX encapsulée dans les NPs à cœur PANB a été 

étudiée sous l’effet de l’irradiation UV. Le polymère constituant le cœur des NPs (PANB) est 

en effet connu pour être photosensible. Ainsi, sous l’effet de l’irradiation, les NPs se 

photolysent et se « dissolvent » progressivement dans le milieu ce qui contribue à la 

libération de la DOX. 

Pour cette expérience, une seule puissance d’irradiation a été utilisée (54 mW/cm2). 

Cette puissance d’irradiation a été sélectionnée lors des tests biologiques réalisés sur les 

cellules Caco-2 et qui seront présentés dans le chapitre suivant. En appliquant cette puissance 

d’irradiation, nous avons montré qu’il y a très peu de mort cellulaire (aucune mort cellulaire 
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après 30 secondes d’irradiation à cette puissance par exemple). Les profils de libération 

photo-induite de la DOX hors des différents types de NPs (NPs « non Clickées », NPs 

« Clickées » CuBr et NPs « Clickées » CuSO4/AAsc) sont présentés dans la Figure 80. La 

durée d’irradiation est variable (30 s à 10 min) et la quantité de DOX libérée est estimée 

immédiatement après l’irradiation, puis pendant plus de 48 heures (Figures 81 et 82). 

(a) (b) 

 Figure 81 : Profils de libération de la DOX hors des NPs « non Clickées », des NPs « Clickées » CuBr et des NPs 
« Clickées » CuSO4/AAsc après 30 secondes d’irradiation à 54 mW/cm2 à 37°C (a) dans le PBS et (b) dans le DMEM 

  

(a) (b) 

Figure 80 : Profils de libération de la DOX hors des NPs « non Clickées » à 37°C sous l’effet de l’irradiation à 
54mW/cm2 pour différents temps d’irradiation (a) dans le PBS et (b) dans le DMEM 
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(a) (b) 

Figure 82: Profils de libération de la DOX hors des NPs « non Clickées », des NPs « Clickées »CuBr et des 
NPsClickées CuSO4/AAsc après 10 minutes d’irradiation à 54 mW/cm2 à 37°C (a) dans le PBS et (b) dans le DMEM 

 

Dans le cas des NPs « non Clickées », une irradiation de 30 secondes à 54 mW/cm2 

permet de libérer immédiatement 44 % (27,6 µM) de la DOX initialement encapsulée dans le 

cœur PANB des NPs que le milieu de libération soit le PBS ou le DMEM (Figure 80). Un 

suivi de la libération progressive de la DOX hors des NPs irradiées 30 secondes a été réalisé 

et on peut voir que la DOX continue à diffuser lentement hors des NPs pour atteindre 53 % 

(33,3 µM) de DOX libérée après 48h (Figure 80). Cette libération progressive après 

irradiation a été observée quelle que soit la durée d’irradiation de ces NPs « non Clickées ». 

Plus la durée initiale d’irradiation est importante, plus la quantité de DOX libérée est élevée, 

en accord avec le caractère photosensible du PANB. En effet nous avions montré que plus la 

durée de l’irradiation était importante, plus l’hydrolyse des chaînes PANB était rapide 11. Par 

conséquent, plus l’irradiation est longue, plus la destruction des NPs est rapide d’où une 

libération rapide de la DOX. Ainsi, après 10 minutes d’irradiation initiale, la quantité de 

DOX libérée sur 48 heures est de 84 % (52,9 µM) (Figure 80). Cependant, comme nous le 

verrons dans le chapitre suivant, cette dernière durée d’irradiation n’est pas envisageable pour 

le traitement du cancer colorectal. 

Pour chaque type de NPs (« non Clickées », « Clickées » CuBr ou CuSO4/AAsc), les 

profils de libération de la DOX dans le PBS ou dans le DMEM sont très similaires (Figures 

81 et 82). Ceci montre que la libération de la DOX ne dépend essentiellement que de la durée 
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d’irradiation UV et que la présence de la CuAAC interfaciale ne semble pas altérer la photo-

libération de la DOX. Rappelons que la quantité de DOX libérée par irradiation reste toujours 

inférieure à ses solubilités maximales dans les deux milieux de libération. 

V) CONCLUSIONS DU CHAPITRE 

Dans ce chapitre, l’encapsulation d’un anticancéreux modèle (doxorubicine, DOX) au 

sein des NPs à cœur PANB, puis sa libération, ont été étudiées. Ces NPs ont été préparées par 

le procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique, couplé ou non à une réaction de 

chimie « Click » CuAAC interfaciale.  

Dans la première partie de ce chapitre, la solubilité de la DOX dans le solvant 

organique (DCM) utilisé dans le procédé d’émulsion-évaporation de solvant organique a été 

tout d’abord évaluée. Puis la stabilité de la DOX sous les conditions d’élaboration des NPs a 

été vérifiée. Au final, une étude paramétrique de l’encapsulation de la DOX dans les NPs a 

été menée. Concernant l’encapsulation de la DOX, un certain nombre de points peuvent être 

mentionnés : 

▪ En conservant les rapports volumiques eau/DCM et une concentration (PANB+DOX) 

constante dans la phase organique, l’augmentation de la fraction massique en DOX 

dans la phase organique employée lors de la formulation des NPs entraîne une 

augmentation du diamètre moyen de NPs et du taux de charge dans celles-ci. En 

revanche, pour conserver des NPs dont le diamètre moyen ne dépasse pas les 300 nm, il 

ne faut dépasser une fraction massique initiale de DOX dans la phase organique 

supérieure à 35,89 %. Pour une fraction massique initiale de DOX dans la phase 

organique égale à 50 % par exemple le diamètre moyen des NPs est supérieur à 900 nm 

▪ L’encapsulation de la DOX sous sa forme neutralisée (préalablement traitée avec de la 

triéthylamine) améliore nettement le taux de charge de ce PA dans les NPs.  

▪ L’encapsulation de la DOX n’est enfin pas influencée par la réaction de 

chimie « Click » CuAAC interfaciale en utilisant le CuBr comme catalyseur. En 

revanche, l’utilisation du système CuSO4/AAsc comme catalyseur de cette CuAAC 

entraîne une diminution de la quantité de DOX encapsulée dans les NPs, probablement 

lié à l’acide ascorbique qui acidifie l’émulsion et dégrade la DOX. 

 

Dans la deuxième partie de ce chapitre, la libération de la DOX hors des NPs a été 

suivie par deux mécanismes : la libération par simple diffusion et la libération déclenchée par 
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irradiation UV. Pour ces expériences, deux milieux de libération ont été retenus (le PBS et le 

DMEM) afin d’étudier l’influence du milieu de libération sur la cinétique de libération de la 

DOX. Diverses NPs ont alors été étudiées, les NPs « non Clickées » et « Clickées » en 

utilisant CuBr ou CuSO4/AAsc comme catalyseur de CuAAC. Nous avons observé que 

quelles que soit la libération par simple diffusion était plus rapide dans le PBS que dans le 

DMEM, en accord avec la solubilité limitée de la DOX dans ce milieu de culture. Cependant, 

mais que la quantité de DOX libérée restait inférieure à 20 % après 48 h de diffusion. En 

utilisant les modèles théoriques de libération d’un PA à partir d’objets polymères, les 

coefficients de diffusion (D) de la DOX hors du cœur PANB des NPs ont pu être estimés. Le 

D estimé pour les NPs « non Clickées » et « Clickées » avec CuBr sont du même ordre de 

grandeur dans le PBS (~ 1.10-21 m²/s), mais est plus faible dans le cas des NPs « Clickées » 

avec CuSO4/AAsc, en relation avec la faible quantité de DOX encapsulée dans les NPs sous 

ces conditions opératoires. 

Enfin, lorsque la libération de la DOX est déclenchée sous irradiation UV, un certain 

nombre de points peuvent être mentionnés : 

▪ Pour une même puissance d’irradiation la libération de la doxorubicine est accélérée 

avec l’augmentation de la durée d’irradiation : plus on augmente la durée de 

l’irradiation plus la libération de la DOX est prononcée.  

▪ La présence de la chimie Click interfaciale lors du procédé d’élaboration des NPs 

n’affecte pas le profil de libération de la DOX. 

▪ Une diffusion lente mais maintenue de la DOX est observée après l’irradiation des 

NPs, quel que soit le type de NPs étudiées. 

▪ Le milieu de libération ne semble pas affecter le profil et la cinétique de libération de 

la DOX.  

Ainsi, après seulement 30 secondes d’irradiation à 54 mW/cm², plus de 40 % (25,2 µM) 

de la DOX initialement encapsulée dans le cœur PANB des NPs est libérée 

immédiatement, alors que cette quantité n’était même pas atteinte après 48 h d’incubation 

par simple diffusion. 

Ces observations confirment le caractère photosensible des particules à cœur PANB 

qui se solubilisent et se dégrade sous irradiation UV, entraînant une libération 

photodéclenchée de la DOX encapsulée. 
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CHAPITRE IV : POTENTIEL BIOLOGIQUE DES NANOPARTICULES 

PHOTOSENSIBLES 
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I) INTRODUCTION 

Comme démontré dans le chapitre précédent, il est possible de préparer des NPs 

composées d’un cœur photosensible PANB et d’une couronne hydrophile à base d’un dérivé 

de dextrane et d’y encapsuler un médicament anticancéreux (DOX) qu’il est ensuite possible 

de libérer de façon contrôlée sous l’effet d’une irradiation UV. Cependant, il est nécessaire de 

vérifier le potentiel biologique de ces NPs chargées ou non en DOX. Tous les essais 

biologiques qui seront présentés par la suite ont été réalisés en collaboration avec l’équipe 

BIOPROMO du Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP) à Nancy. 

L’un des objectifs de ce doctorat était de faire évoluer la plateforme de NPs 

développées au LCPM vers la fabrication de nano-objets stimulables permettant notamment 

d’améliorer le traitement des cellules Caco-2, lignée cancéreuse humaine de côlon.  

Pour cela, la stratégie adoptée dans cette étude a reposé sur : 

▪ L’utilisation d’un polymère photosensible PANB pour constituer le cœur des NPs et 

de tirer profit du caractère photosensible de ce polymère pour libérer le médicament 

anticancéreux encapsulé sous simple irradiation.  

▪ La possibilité de post-fonctionnaliser la surface des NPsvia les fonctions azoture 

résiduelles, présentes en périphérie des NPs. Pour cela, des ligands ou peptide de 

reconnaissance spécifique aux cellules Caco-2 ont été évalués.  

Ces nouvelles NPs élaborées devraient permettre de réaliser deux types de vectorisation : 

▪ Une vectorisation passive des médicaments anticancéreux. Grâce à l’effet EPR 

(EnhancedPermeability and Retention)(voir partie bibliographique), ces NPs peuvent 

traverser les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux et ainsi s'accumuler près de 

la tumeur, pour y libérer le médicament. 

▪ Une vectorisation ciblée des cellules, plus spécifique en décorant la surface des nano-

objets avec des ligands ou peptide ciblant lescellulesCaco-2. 

 

Dans la première partie de ce chapitre, la biocompatibilité des NPs vis-à-vis des 

cellules Caco-2 sera évaluée en étudiant différents types de NPs formulées (« non Clickées », 

« Clickées » CuBr ou CuSO4/AAsc). 

La deuxième partie de ce chapitre sera consacrée à l’évaluation de la résistance à 

l’irradiation des cellules Caco-2. Pour cela, différentes puissances et durées d’irradiation 

seront testées, en renouvelant le milieu de culture afin de mimer le drainage naturel du côlon.  
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Après avoir déterminé l’IC50 de la DOX sur les cellules Caco-2, l’étude de la libération in 

vitro de la DOX encapsulée au sein des diverses NPs a fait l’objet de la troisième partie de ce 

chapitre.  

La dernière partie de ce chapitre sera enfin dédiée à la post-fonctionnalisation des 

NPsavec des ligands ou peptides de ciblage. Pour cela, la synthèse d’un peptide de ciblage et 

l’introduction en surface des NPs, de ce peptide ou de divers ligands (acide folique (AF) et 

mannose (Man)) seront décrites. Des essais de libération in vitro de la DOX hors des NPs 

post-fonctionnalisées seront présentés. 

II) ÉVALUATION DE LA BIOCOMPATIBILITÉ 

DESNANOPARTICULES 

1) Effet du tréhalose 

Afin de stocker les NPs sous leur forme solide par lyophilisation, il est nécessaire de 

recourir à la présence d’un cryoprotecteur (tréhalose) qui évite l’agrégation des NPs 

recouvertes de dextrane. L’effet du tréhalose sur la viabilité des cellules Caco-2 a donc 

logiquement été étudié avec des concentrations variables de tréhalose de 62,5 jusqu’à 2000 

μg/mL. 

L’évaluation de cette viabilité cellulaire a été réalisée par test Méthylthiazoltétrazolium 

(MTT) normalisé par comptage des cellules dans les différents puits rapportés aux conditions 

témoins (qui correspondent à 100 % d’activité mitochondriale, voir partie expérimentale). 

Les résultats présentés dans la Figure 83correspondent aux valeurs obtenues après 

exposition des cellules Caco-2 au tréhalose pendant 24 et 48 h. Ces résultats montrent que 

l’activité mitochondriale (test MTT) des cellules Caco-2 est indépendante de la concentration 

en tréhalose et donc que le tréhalose n’a aucun effet cytotoxique sur les cellules Caco-2. Au 

contraire, après 48 h d’incubation et dès 500 µg/mL de tréhalose, une viabilité cellulaire 

dépassant 120%, a été observée, indiquant que les cellules peuvent utiliser le tréhalose 

comme source de carbone. 
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(a) (b) 

Figure 83 : Etude de la viabilité des cellules Caco-2 en présence de différentes concentrations de 
tréhalose, dosage MTT après (a) 24 h et (b) 48 h. Selon le test de Duncan (α=0,05), une même 

lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 

2) Evaluation de la cytotoxicité des nanoparticules vides 

La première expérience réalisée sur les cellules Caco-2 a consisté à étudier la 

cytotoxicité des NPs vides en incubant différentes concentrations de NPs (jusqu’à 227 

µg/mL) pendant 24 h ou 48 h au contact de ces cellules (densité cellulaire 104 cellules/puits). 

Pour chaque lot de NPs (NPs « non Clickées », NPs « Clickées » CuBr ou 

CuSO4/AAsc), ces tests de cytocompatibilité ont permis de déterminer la concentration 

maximale en NPs pouvant par la suite être employée. Les résultats présentés dans les Figures 

84 et 85 correspondent respectivement aux valeurs obtenues après 24 et 48 h d’incubations, 

respectivement. Les résultats obtenus sont les suivants : 

▪ Quel que soit le type de NPs et la concentration testée, aucun effet cytotoxique 

important n’a été observé après 24 et 48 h d’incubation. Plus précisément, aucune 

cytotoxicité n’a été observée pour des concentrations en NPs allant jusqu’à 114 µg/mL, 

quel que soit le type de NPs. Ceci montre que l’utilisation d'un catalyseur à base de 

cuivre ne perturbe pas la viabilité des cellules Caco-2. Rappelons que le taux de cuivre 

résiduel que nous avions déterminé par ICP dans les NPs « Clickées » purifiées étaient 

respectivement de 0,76 ppm dans le cas du système CuSO4/AAsc et 1,89 ppm dans le 

cas de CuBr soit bien inférieur à la dose journalière admissible (DJA)(voir plus de 

détails dans le chapitre II). Cependant, une légère diminution de la viabilité cellulaire a 

été observée pour la concentration la plus élevée des NPs « Clickées ». Toutefois, ces 

résultats sont encore parfaitement acceptables, puisque supérieurs à 80 % de viabilité. 
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À la vue de ces résultats, la concentration des NPs sélectionnée pour mener les futures 

expériences réalisées sur les cellules Caco-2 a été fixée à 114 µg/mL.  

 

Figure 84 : Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence de différentes concentrations en 
NPs (« non Clickées », « Clickées » CuBr et « Clickées » CuSO4/AAsc) après 24 h d’incubation. Selon 

le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas 
significative (n=3).

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 14 28 57 114 227

V
ia

b
il

it
é

 c
e

ll
u

la
ir

e
 (

%
)

[NPs] (µg/mL)

NPs non clickées

a 

a 
a a a a 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 14 28 57 114 227

V
ia

b
il

it
é

 c
e

ll
u

la
ir

e
 (

%
)

[NPs] (µg/mL)

NPs clickées CuBr

a a a a 

a 

a 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 14 28 57 114 227

V
ia

b
il

it
é

 c
e

ll
u

la
ir

e
 (

%
)

[NPs] (µg/mL)

NPs clickées CuSO4/AAsc

a a a a a a 

NPs clickées CuSO4/AAsc



PARTIE II CHAPITRE IV 

 

171 
 

 
Figure 85 :Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence de différentes concentrations en 

NPs (« non Clickées », « Clickées » CuBr et « Clickées » CuSO4/AAsc) après 48 h d’incubation. Selon 
le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas 

significative (n=3). 

III) ÉVALUATION DE LA RÉSISTANCE DES CELLULES CACO-2 A 

L’IRRADIATION 

1) Irradiation des cellules Caco-2 seules 

Comme les NPs décrites dans ce manuscrit possèdent un caractère photosensible et 

peuvent être photolysées par irradiation, il nous a semblé opportun d’évaluer la résistance des 

cellules Caco-2 face à l’irradiation UV. Pour cela la lampe UV utilisée délivre une lumière 

dans la gamme 320-390 nm, avec unepuissance et une durée d’irradiation variables (voir 

partie expérimentale). Ainsi, pour chaque puissance, les cellules Caco-2 ont été exposées à 
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différentesdurées d’irradiation, puis incubées à 37°C sous atmosphère contrôlée pendant 24 et 

48 h avant de réaliser les tests MTT. La Figure 86 montre l’évolution de la viabilité des 

cellules Caco-2 après irradiation et après 24 et 48h d’incubation. Les données obtenues à 

partir de ces résultats sont les suivantes : 

▪ Pour la plus faible puissance d’irradiation (54 mW/cm2) et des durées d’irradiation 

inférieures à 3 minutes, la viabilité des cellules Caco-2 après 24 h d’incubation reste 

supérieure à 80 % par rapport aux cellules non irradiées (témoins). Cependant, cette 

viabilité chute à 60 % après 5 minutes d’irradiation à cette même puissance. En 

revanche, après 48 h d’incubation, l’activité mitochondriale des cellules Caco-2 

irradiées chute sévèrement dès lors que la durée d’irradiation est supérieure à 30 

secondes. Ainsi, la viabilité des cellules Caco-2 irradiées 30 secondes à 54 mW/cm2 est 

encore de 100 % après 48 h d’incubation mais chute à 40 % seulement si l’irradiation 

initiale dure 60 secondes, même à cette faible puissance. 

▪ Pour une puissance d’irradiation intermédiaire (245 mW/cm2) et après 24 h 

d’incubation, on observe une diminution progressive de la viabilité cellulaire avec la 

durée d’irradiation. En revanche après 48 h d’incubation et quelle que soit la durée 

d’irradiation, cette puissance est néfaste puisque la viabilité cellulaire chute de 40 % à 

20 %.   

▪ Pour une puissance plus élevée (500 mW/cm2), la baisse de l’activité mitochondriale 

des cellules Caco-2 est visible dès 24 h d’incubation, quelle que soit la durée 

d’irradiation.  

D’après ces résultats, nous pouvons conclure que les cellules Caco-2 résistent jusqu’à 3 

minutes sous faible puissance d’irradiation (54 mW/cm2) puisque la viabilité cellulaire 

déterminée après 24 h d’incubation est égale à 80 %. Cependant, après 48 h d’incubation, 

seules 30 secondes d’irradiation à cette même puissancerestent acceptables en termes de 

viabilité cellulaire. Aussi, la puissance d’irradiation retenue pour mener les futures 

expériences est fixée à 54 mW/cm². 
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(a) (b) 

Figure 86 : Etude de la viabilité des cellules Caco-2 irradiées avec différentes puissances et durées 
d’irradiation. Dosage MTT effectué après (a) 24 h et (b) 48 h. Selon le test de Duncan (α=0,05), une même 

lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 
 

2) Effet du changement du milieu de culture 

Pour mimer le drainage naturel du côlon, nous avons étudié le renouvellement du 

milieu de culture. Pour cela les cellules Caco-2 sont irradiées à 54 mW/cm2 pendant 

différentes durées, puis incubées pendant 4 h sous atmosphère contrôlée à 37°C. Après ces 4 

h, le milieu de culture est renouvelé puis l’incubation des cellules Caco-2 est menée pendant 

24 ou 48 h avant d’effectuer les tests MTT. 

L’influence de ce changement de milieu de culture sur la viabilité cellulaire des Caco-2 

irradiées est présentée dans la Figure 87.  

Après 24 h d’incubation, 30 secondes ou 1 minute d’irradiation n’ont aucun effet sur la 

viabilité cellulaire. Dans le cas d’une irradiation de 3 minutes, ce renouvellement du milieu 

de culture est bénéfique puisque la viabilité cellulaire passe de 80 à 90%. Cette amélioration 

de la viabilité cellulaire est encore plus flagrante si les cellules Caco-2 sont irradiées pendant 

5 minutes (gain de 20% par rapport aux témoins, c’est-à-dire sans changement du milieu de 

culture).  

Lorsque le dosage MTT est réalisé après 48 h d’incubation, ce renouvellement du 

milieu de culture permet de gagner plus de 50% de viabilité cellulaire dans certains cas, 

quelle que soit la durée d’irradiation, et d’observer alors une viabilité cellulaire entre 85 et 

100%. 
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(a) (b) 

Figure 87 : Effet du changement du milieu de culture 4 h après l’irradiation (54 mW/cm2). Dosage MTT (a) 
après 24 h et (b) après 48 hd’incubation.Selon le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie que la 

différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 

3) Irradiation des cellules Caco-2 en présence des NPs 

Les expériences précédentes ont été réitérées en présence de NPs « non Clickées » 

élaborées par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant. La concentration des NPs dans 

chaque puit de culture est alors égale à 114 µg/mL et le milieu de culture est comme 

précédemment renouvelé 4 h après irradiation. Dans ce cas, les « témoins » correspondent à 

des cellules Caco-2 incubées en présence des NPs. Les résultats sont présentés dans la Figure 

88. Après 24 h d’incubation on peut remarquer que la présence des NPs et le renouvellement 

du milieu de culture permet de maintenir 100 % de viabilité cellulaire, même après 3 minutes 

d’irradiation à 54 mW/cm².  En revanche, après 5 minutes d’irradiation des cellules Caco-2 

en présence des NPs, le renouvellement du milieu de culture n’est pas suffisant pour assurer 

une viabilité cellulaire qui chute alors à 40 %. Après 48 h d’incubation, l’amélioration de la 

viabilité cellulaire est nette pour les courtes durées d’irradiation (30 secondes et 1 minute). 

Ainsi, dans ces deux cas, le renouvellement du milieu de culture permet d’accroître la 

viabilité cellulaire d’environ 40-50 % à 100 %. Cependant, pour des durées d’irradiation plus 

longues, ce changement du milieu de culture ne permet pas de maintenir une viabilité 

cellulaire suffisante. À la vue de ces résultats, il est possible de conclure que le 

renouvellement du milieu de culture 4 h après irradiation des cellules Caco-2 en présence des 

NPs, améliore la viabilité pour des courtes durées d’irradiation. Ainsi, après 24 h 

d’incubation, les cellules Caco-2 peuvent supporter jusqu’à 3 minutes d’irradiation en 

présence des NPs et après 48 h d’incubation jusqu’à 1 minute d’irradiation. 
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(a) (b) 

Figure 88 :Effet du changement du milieu de culture 4 h après l’irradiation (54 mW/cm2) des cellules 
Caco-2 en présence des NPs « non Clickées ». Dosage MTT (a) après 24 h et (b) après 48 h d’incubation. 

Selon le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas 
significative (n=3). 

IV) LIBÉRATION IN VITRO DE LA DOXORUBCINE AU CONTACT 

DES CELLULES CACO-2 

Dans le chapitre précédent, la formulation et les caractérisations de NPs « Clickées » 

ou non, contenant la DOX ont été exposées. La libération de la DOX hors des NPs par simple 

diffusion ou provoquée par l’irradiation UV a également été exposée. Dans la continuité des 

expériences réalisées sur les cellules Caco-2, nous avons étudié la libération de la DOX in 

vitro. 

1) Détermination de l’IC50 de la DOX sur les cellules Caco-2 

Avant d’étudier la libération in vitro de la DOX sur les cellules Caco-2, la cytotoxicité 

de la DOX sur ces cellules a été évaluée. Les cellules Caco-2 sont ainsi traitées avec de la 

DOX (DOX,HCl préalablement neutralisé avecdela triéthylamine) et ayant subi les 

différentes conditions d’émulsification. Puis, différentes concentrations de DOX ont été 

incubées avec les cellules Caco-2 pendant 4 h, avant d’effectuer un renouvellement du milieu 

de culture afin de mimer le drainage naturel du côlon. Les cellules Caco-2 sont ensuite à 

nouveau incubées pendant 24 h avant de réaliser le test MTT. Les résultats de cette 

expérience sont regroupés dans la Figure 89 et montrent clairement que plus la concentration 

de DOX augmente plus la viabilité cellulaire diminue, en accord avec l’effet anticancéreux de 
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cette molécule. Ainsi, lorsque les cellules Caco-2 sont traitées avec 26 µM de DOX, que le 

milieu de culture est renouvelé 4 h après contact avec la DOX puis incubation de 24 h, leur 

viabilité cellulaire chute de près de 50 %. Selon la Figure 89, l’IC50 correspond à la 

concentration inhibitrice médiane (quantité d'un médicament nécessaire pour inhiber à moitié 

un processus biologique donné) peut être estimée plus précisément à 33 µM. 

Cette valeur de l’IC50 déterminée expérimentalement pour des cellules Caco-2, à un 

passage égal à 55 et une densité cellulaire de 2 104 cellules/mL par puit, est du même ordre 

de grandeur que les résultats trouvés dans la littérature. Ainsi, certains auteurs ont rapporté 

une IC50 de 78 µM 1 après 4 h d’incubation de la DOX avec les cellules Caco-2 et d’autres 

travaux ont montré que l’IC50varie entre 3 µM et 16 µM après 24 h d’incubation avec de la 

DOX 2–4. 

 

Figure 89 : Détermination de la viabilité des cellules Caco-2 après traitement avec de la 
DOX neutralisée et après renouvellement du milieu de culture 4 h après le traitement. Dosage 

MTT après 24 h d’incubation (n=3). 

2) Etude des différents types de NPs et de libération 

Après avoir déterminé expérimentalement l’IC50 de la DOX sur les cellules Caco-2, une 

étude de libération in vitro de la DOX à partir de différents types de NPs a été menée en 

fonction de la durée d’irradiation. Pour cette expérience, la densité cellulaire, la concentration 

des NPs et la puissance d’irradiation sont les mêmes que les expériences précédentes. Le 

milieu de culture a été renouvelé 4 h après l’irradiation des NPs, comme précédemment. Les 

taux de charge des différentes NPs sont les suivants : 33 % dans le cas des NPs « non 

Clickées », 29 % dans le cas des NPs « Clickées » CuBr et 11 % dans le cas des 
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NPs« Clickées » CuSO4/AAsc. Après irradiation et renouvellement du milieu de culture, les 

cellules Caco-2 sont incubées 24 h ou 48 h à 37°C et sous atmosphère contrôlée. Les résultats 

de la libération in vitro de la DOX par simple diffusion (irradiation = 0 seconde) ou 

photodéclenchée par irradiation UV sont regroupés dans les Figures 90 et 91. Ces résultats 

montrent tout d’abord que dans le cas des NPs « non Clickées » et n’ayant pas été irradiées, 

une mortalité cellulaire d’environ 20 % est observée après 24 h d’incubation. Ceci correspond 

à la libération de la DOX hors de ces NPs par simple diffusion pendant 24 h soit une 

concentration de 7 µM (voir chapitre III). Ces résultats sont sensiblement les mêmes quel que 

soit le type de NPs testé, en accord avec les résultats que nous avions pu observer quant à la 

diffusion simple de la DOX hors des différentes NPs. L’irradiation des NPs « non Clickées » 

pendant 30 secondes et 1 minute à une puissance de 54 mW/cm² entraîne une chute de la 

viabilité cellulaire d’environ 50 % après 24 h d’incubation (Figure 90). Ceci est en accord 

avec la libération photo-déclenchée de la DOX (31 µM après 30 secondes d’irradiation et 41 

µM après 1 minute d’irradiation). Pour des durées d’irradiation plus élevée (3 minutes et 5 

minutes), la viabilité cellulaire ne dépasse pas 30%. Ceci montre bien l’effet de la libération 

de la DOX provoquée par irradiation des NPs. La concentration en DOX dans les puits de 

culture est alors égale à 46 et 49 µM après 3 et 5 minutes d’irradiation, respectivement.  

Pour les NPs « Clickées » CuBr, l’effet de la libération de la DOX provoquée par 

l’irradiation est comparable à celle des NPs « non Clickées ». Ceci est probablement dû au 

fait que ces deux types de NPs présentent des taux de charge similaires et que la CuAAC 

interfaciale n’influence pas la libération de la DOX. En revanche, l’effet de la libération 

photodéclenchée de la DOX hors des NPs « Clickées » CuSO4/AAsc est moins visible que 

dans les deux cas précédents, probablement dû au taux de charge plus faible de la DOX dans 

ce type de NPs.  

Après 48 h d’incubation (Figure 91), la libération de la DOX hors des NPs « non 

Clickées » par simple diffusion est certes un peu plus importante qu’après 24 h d’incubation 

d’où une viabilité cellulaire inférieure à 80 % (valeur observée après 24 h d’incubation).  

De ces expériences, nous pouvons conclure que les NPs composées d’un cœur 

photosensible PANB et d’une couronne à base de dextrane, formulées avec ou sans chimie 

Click interfaciale lors du procédé d’élaboration, peuvent être employées comme systèmes de 

délivrance d’un anticancéreux (DOX). La libération de la DOX dépend non seulement de la 

durée d’irradiation mais aussi du taux de charge initial de ce PA dans les NPs. Ainsi, pour des 

NPs présentant un taux de charge d’environ 30 % en DOX, une irradiation de 30 secondes à 

54 mW/cm² suffit pour libérer suffisamment de DOX pour éradiquer environ 50 % des 
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cellules cancéreuses. Ces résultats sont en accord avec les profils de libération de la DOX 

déclenchée par l’irradiation qui donnaient une libération de 31 µM de DOX après cette durée 

d’irradiation, valeur proche de l’IC50 que nous avions pu déterminer. La simple diffusion de 

la DOX hors des NPs ne permet pas d’atteindre un tel résultat, même après 48 h d’incubation, 

comme le montre la Figure 91. En effet, après 48 h d’incubation, la concentration de DOX 

libérée par simple diffusion est alors de 10 µM pour les NPs « non Clickées » (voir chapitre 

précédent) ce qui conduit à une perte de viabilité cellulaire d’environ 30 % seulement. 

 
Figure 90 :Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence des différentes NPs (« non 
Clickées », « Clickées » CuBr et « Clickées » CuSO4/AAsc) chargées de DOX. Etude de la durée 

d’irradiation (54 mW/cm²). Dosage MTT après 24 h d’incubation. Selon le test de Duncan (α=0,05), 
une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3).
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Figure 91 :Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence des différentes NPs (« non 
Clickées », « Clickées » CuBr et « Clickées » CuSO4/AAsc) chargées de DOX. Etude de la durée 

d’irradiation (54 mW/cm²). Dosage MTT après 48 h d’incubation. Selon le test de Duncan (α=0,05), 
une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 

V) POST-FONCTIONNALISATION DES NANOPARTICULES EN 

SURFACE 

Après avoir démontré la stabilité colloïdale renforcée des NPs composées d’un cœur 

photosensible PANB et d’une couche surfacique à base de dextrane fixée de manière 

covalente au cœur vis-à-vis d’un milieu salin ou en présence de tensioactifs anioniques tels 

que le SDS ou des protéines présentes dans le milieu de culture DMEM, le dernier objectif 

fixé lors de cette thèse était de produire des NPs aptes à cibler spécifiquement les cellules 

Caco-2. De telles NPs peuvent alors être considérées comme des particules de 3ème 

génération. Pour cela, l’étude décrite dans ces dernières pages consiste à fixer un ligand ou un 

peptide ciblant les cellules cancéreuses et d’évaluer les performances biologiques des NPs 

chargées de DOX et ainsi post-fonctionnalisées. Les expériences décrites dans les pages qui 
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suivent ont été réalisées avec des NPs « Clickées » obtenues par un procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique. 

1) Post-fonctionnalisation avec des ligands 

Dans un premier temps, la post-fonctionnalisation des NPs a été menée avec deux 

molécules connues pour cibler spécifiquement des cellules cancéreuses : l’acide folique (AF) 

et le mannose (Man). Les cellules cancéreuses ont effectivement la particularité d’avoir des 

récepteurs d’acide folique et de mannose à leur surface ce qui leur permet de reconnaître 

spécifiquement les NPs ainsi décorées et d’améliorer l’adhésion/internalisation des NPs par 

les cellules, d’où un traitement plus efficace. D’une façon générale, le récepteur alpha du 

folate est une cible antitumorale prometteuse car il est surexprimé par 40% des cellules 

cancéreuses et absent sur la plupart des cellules saines5.La post-fonctionnalisation de la 

surface des NPs a été réalisée en mettant en œuvre une réaction de chimie Click entre le 

DexAlcyne-15 présent à la surface des NPs, et plus précisément grâce aux groupements 

alcyne résiduels et une fonction azoture fixée sur AF ou Man. En effet, quelques groupes 

alcyne demeurent intacts en surface des NPs puisque n’ayant pas réagi lors du procédé 

d’élaboration des NPs. Les synthèses de AF-N3 et Man-N3 sont décrites dans la partie 

expérimentale de ce manuscrit. 

De plus, afin de vérifier le bon déroulement des réactions de post-fonctionnalisation et 

compte tenu que les ligands ne sont pas juste adsorbés mais bien fixés de façon covalente à la 

surface des NPs par un cycle triazole produit par la réaction de chimie Click, deux 

expériences ont été réalisées : la 1èreavec le système CuSO4/AAsc comme catalyseur de 

chimie ClickCuAAC et la 2èmesans ajout de CuSO4/AAsc. Le greffage effectif de AF-N3 ou 

Man-N3 à la surface des NPs a été validé par RMN 1H (voir Partie expérimentale). En effet, 

lorsque les tentatives de post-fonctionnalisation sont réalisées sans ajout de CuSO4/AAsc, les 

spectres RMN 1H ne présentent aucun pic caractéristique dede AF-N3 ou Man-N3. A 

l’inverse, lorsque la post-modification est effectuée par chimie Click (ajout de CuSO4/AAsc), 

on observe dans le cas de l’utilisation de AF-N3, une quantité d’AF fixée à la surface des NPs 

estimée à 0,159 mg/mg de PANB (0,36 µmol d’AF/mg de PANB). Dans le cas de 

l’utilisation de Man-N3, la quantité de Man fixée à la surface des NPsest de 0,078 mg/mg de 

PANB soit 0,433 µmol de Man/mg de PANB. 

Après avoir prouvé et déterminé quantitativement le taux de post-fonctionnalisation des 

NPs, il nous semblait important de réaliser une mesure de taille pour vérifier que la 

suspension conservait bien ses principales caractéristiques. Comme on peut le voir dans le 
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Tableau 29, le diamètre moyen des NPs après post-fonctionnalisation est tout à fait 

comparable à celui de la suspension initiale. On peut alors conclure que le greffage des 

ligands à la surface des NPs ne modifie donc pas significativement leur diamètre. 

Après avoir prouvé et déterminé quantitativement le taux de post-fonctionnalisation 

des particules, il nous semblait important d’évaluer le diamètre des NPs pour vérifier que la 

suspension conservait bien ses principales caractéristiques. Comme on peut le voir dans le 

Tableau 29, le diamètre moyen des NPs après post-fonctionnalisation est tout à fait 

comparable à celui de la suspension initiale. On peut alors conclure que le greffage des 

ligands à la surface des NPs ne modifie donc pas significativement leur diamètre.  

Tableau 29 : Caractéristiques des nanoparticules post-fonctionnalisées avec AF-N3 ou Man-
N3, en présence ou non de CuSO4/AAsc comme système catalytique 

Ligands 
Catalyseur 

CuSO4/AAsc 

Taille moyenne 

(nm) 
Pdi 

Sans ligand - 171±1 0,075 

AF-N3 
- 165±3 0,115 

+ 176±2 0,127 

Man-N3 
- 168±3 0,091 

+ 173±3 0,132 

La post-fonctionnalisation ayant été validée pour ces deux ligands, celle-ci a été testée avec 

un peptide de ciblage des cellules Caco-2. 

2) Post-fonctionnalisation avec un peptide de ciblage 

Dans la littérature 6, un peptide ciblant les cellules Caco-2 a été présenté ; il s’agit du 

dodécapeptide LETTCASLCYPS. Plusieurs tentatives de synthèse sur phase solide (résine 2-

chlorotrityl) de ce peptide ont été réalisées, mais à chaque fois le rendement de la synthèse 

peptidique était très faible. Ceci est probablement dû aux réactions secondaires (formation de 

dikétopypérazine) qui peuvent avoir lieu entre les deux acides aminés P (Proline) et S 

(Sérine)C-terminaux. Pour contourner ce problème rencontré, la synthèse peptidique de 

l’undécapeptide LETTCASLCYP (sans sérine en C-terminal) a été menée à bien et sa 

synthèse décrite dans la partie expérimentale. Ce peptide synthétisé avec succès est ensuite 

modifié de manière à pouvoir in fine réagir avec les fonctions alcyne présentes dans la 
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surface hydrophile des NPs. Ainsi, le peptide LETTCASLCYP précédent est modifié sur son 

extrémité C-terminale par introduction d’une chaîne alkyle dotée d’une fonction azoture pour 

obtenir le peptide azidohexyl-LETTCASLCYP noté par la suite Peptide-N3.  

Après post-fonctionnalisation par CuAAC des NPs recouvertes de DexAlcyne-15 (NPs 

« Clickées ») par ce Peptide-N3 et lavage à l’EDTA pour éliminer le système CuSO4/AAsc 

employé, les NPs sont ensuite lavées et centrifugées. Cependant, après dissolution dans le 

DMSO-d6, les NPs post-fonctionnalisées avec le peptide n’ont malheureusement pas pu être 

étudiées par RMN 1H car il était impossible de distinguer les pics caractéristiques du peptide 

des pics relatifs aux constituants (PANB et DexAlcyne-15) des NPs. Pour cette raison, nous 

avons tenté de quantifier le peptide présent à la surface des NPs par UV. Mais là encore, nous 

avons été confrontés à une difficulté. Le PANB qui constitue le cœur des NPs absorbe en UV 

entre 200 nm et 300 nm, avec un maximum d’absorption à 265 nm. Or le Peptide-N3 employé 

contient une tyrosine (Tyr, T) qui absorbe également à 280 nm. Cette absorption, sur laquelle 

nous pensions nous baser pour nos calculs, est alors faussée par la présence de chaînes de 

PANB dans le cœur des NPs. Pour contourner cette difficulté, nous avons finalement opté 

pour une quantification à l’aide de NPs à cœur PLA qui n’absorbe pas en UV et considéré 

que le même taux de modification serait obtenu quelle que soit la nature chimique du cœur 

des NPs. 

Afin de quantifier in finele peptide fixéà la surface des NPs, nous avons tout d’abord 

réalisé une courbe de calibration de ce Peptide-N3 dans le DMSO (voir Partie expérimentale). 

Connaissant la valeur de l’absorbance pour une solution de NPs post-fonctionnalisées de 

concentration connue (mg/mL), la concentration du Peptide-N3 présent en surface des NPs a 

pu être estimée (mg/mL). Nous avons réalisé cette analyse avec trois suspensions de 

NPsélaborées par émulsion-évaporation de solvant organique avec des conditions 

expérimentales différentes : 

▪ NPs « Clickées » composées d’un cœur de PLA et d’une couronne de DexAlcyne-15.  

▪ NPs « Clickées » composées d’un cœur de PLA et d’une couronne de DexAlcyne-15, 

lavées puis post-fonctionnalisées avec l’azidohexyl-LETTCASLCYP en utilisant le 

système CuSO4/AAsc comme catalyseur (fonctionnalisation après l’élaboration des 

NPs). 

▪ NPs « Clickées », lavées puis post-fonctionnalisée avec l’azidohexyl-

LETTCASLCYP sans utilisation du catalyseur CuSO4/AAsc. 

Lorsque les NPs à cœur PLA sont mises en contact avec le Peptide-N3 sans addition de 

CuSO4/AAsc, aucune réaction de chimie Click ne se produit et aucune trace du peptide n’est 
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visible par UV après lavage des particules (Figure 92). Cependant, une absorption UV 

caractéristique du peptide (la tyrosine absorbe à 280 nm) est visible lorsque la post-

fonctionnalisation des NPs avec le Peptide-N3 est réalisée en présence de CuSO4/AAsc. Cette 

expérience nous permet de prétendre que le peptide a bien été fixé de manière covalente à la 

surface des NPs. 

Connaissant l’intensité de ce pic d’absorbance UV caractéristique du peptide, nous avons pu 

quantifier la quantité de peptide greffé à la surface des NPs grâce à la précédente courbe de 

calibration. Dans le cas des NPs post-fonctionnalisées avec le peptide, (utilisation de 

CuSO4/AAsc comme système catalytique), la concentration relative en peptide dans la 

solution est égale à 0,0527 mg/mL, ce qui équivaut à une quantité de 0,0325 mg de peptide 

par mg de NPs (0,024 µmol peptide / mg de NPs).  

 

Figure 92 : Spectres UV des solutions de nanoparticules cœur PLA/couronne DexAlcyne-15 

dans le DMSO (a) fonctionnalisées par le peptide en utilisant CuSO4/AAsc et (b) non 

fonctionnalisées par le peptide en absence de CuSO4/AAsc 

Après avoir déterminé la quantité du peptide présent à la surface des NPs, une mesure 

de taille des NPs post-fonctionnalisées a été réalisée. Encore une fois, le diamètre moyen des 

NPs est tout à fait comparable avant et après fonctionnalisation (Tableau 30). 
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Tableau 30 :Caractéristiques des nanoparticules post-fonctionnalisées avec le Peptide-N3en 

utilisant CuSO4/AAsc et non fonctionnalisées par le peptide en absence de CuSO4/AAsc 

Peptide Catalyseur CuSO4/AAsc Taille moyenne (nm) Pdi 

Sans peptide - 171±1 0,075 

Peptide-N3 
- 176±2 0,116 

+ 164±3 0,124 

 

3) Evaluation de la cytotoxicité des ligands et du peptide de ciblage 

Après avoir réalisé la post-fonctionnalisation des NPs par les ligands et le peptide de 

ciblage, nous avons étudié la cytotoxicité de ces derniers sur les cellules Caco-2. Pour cela, 

des solutions PBS de différentes concentrations (14 à 227 µg/mL) en ligand (AF ou Man) ou 

peptide ont été incubées avec les cellulesCaco-2 (densité cellulaire 104 cellules/puits). Les 

résultats présentés dans les Figures 93 et 94 correspondent respectivement aux valeurs 

obtenues après incubation pendant 24 et 48 h. Ces résultats montrent que les ligands et le 

peptiden’ont aucun effet cytotoxique sur la viabilité cellulaire des Caco-2 dans les gammes 

de concentration et de durée d’incubation étudiées. 

4) Libération in vitro de la DOX hors des NPs post-fonctionnalisées 

Lors de cette étude, et afin de prouver l’intérêt de recouvrir les NPs avec des ligands ou 

un peptide de reconnaissance, des NPs « ClickéesCuBr » chargées de DOX et post-

fonctionnalisées ont été formulées en employant les protocoles décrits précédemment. Dans 

un premier temps, nous avons mis en contact une suspension de NPs « Clickées CuBr » et 

chargées de DOX (taux de charge = 30%), post-fonctionnalisées ou non, avec les cellules 

Caco-2 dans les puits de culture (densité cellulaire égale à 2104 cellules/mL). Une irradiation 

UV a ensuite été appliquée à une puissance égale à 54 mW/cm2 pendant différentes durées. 

Le renouvellement du milieu de culture a été effectué 4 h après l’irradiation et le dosage MTT 

après 24 et 48 h d’incubation. Les résultats de la viabilité cellulaire sont présentés dans les 

Figures 95 et 96. Ces résultats nous permettent de conclure qu’aucune influence significative 

de la post-fonctionnalisation des NPs n’est observée sur la libération de la DOX. En effet, 

pour 30 secondes ou 1 minute d’irradiation par exemple, la viabilité cellulaire mesurée est 

sensiblement la même quel que soit le lot de NPs. 
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Figure 93 : Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence de différentes concentrationsen 
ligands (AF-N3 ou Man-N3) ou en Peptide-N3. Dosage MTT après 24 h. Selon le test de Duncan 

(α=0,05), une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3).
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Figure 94 : Evolution de la viabilité des cellules Caco-2 en présence de différentes concentrations en 
ligands (AF-N3 ou Man-N3) ou en Peptide-N3. Dosage MTT après 48 h. Selon le test de Duncan 

(α=0,05), une même lettre signifie que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3).
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Figure 95 : Evolution de la viabilité cellulaire des Caco-2 en présence des NPs « Clickées » 
CuBr et chargées de DOX sans post-fonctionnalisation et post-fonctionnalisées avec AF, Man 

et Peptide. Renouvellement du milieu de culture 4 h après irradiation puis dosage MTT 
réalisé après 24 h d’incubation. Selon le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie 

que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 
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Figure 96 : Evolution de la viabilité cellulaire des Caco-2 en présence des NPs « Clickées » 
CuBr et chargées de DOX sans post-fonctionnalisation et post-fonctionnalisées avec AF, Man 

et Peptide3. Renouvellement du milieu de culture 4 h après irradiation puis dosage MTT 
réalisé après 48 h d’incubation. Selon le test de Duncan (α=0,05), une même lettre signifie 

que la différence entre les valeurs n’est pas significative (n=3). 

Une expérience complémentaire a été réalisée dans les mêmes conditions que 

précédemment (concentration, taux de charge en DOX, irradiation, renouvellement du milieu 

de culture, temps d’incubation) mais en laissant incuber les NPs post-fonctionnalisées 24 h 

avec les cellules Caco-2 avant de réaliser l’expérience.  
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conclure, l’effet de la post-fonctionnalisation des NPs sur la viabilité des cellules Caco-2 

n’est pas flagrant et des expériences complémentaires doivent être menées pour avoir plus de 

données telles que l’étude de l’adhésion des NPs post-fonctionnalisées à la surface des 

cellules Caco-2. 

 

 

Figure 97 : Evolution de la viabilité cellulaire des Caco-2 en présence des NPs chargées de 
DOX sans post-fonctionnalisation et post-fonctionnalisées avec AF, Man et Peptide. 

Incubation 24 h des NPs avant l’irradiation, renouvellement du milieu de culture 4 h après 
irradiation puis dosage MTT après 24 h d’incubation. (Les valeurs non suivies de la même 

lettre sont significativement différentes selon un test de Duncan (a=0,05))(n=3)).
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Figure 98 : Evolution de la viabilité cellulaire des Caco-2 en présence des NPs chargées de 
DOX sans post-fonctionnalisation et post-fonctionnalisées avec AF, Man et Peptide. 

Incubation 24 h des NPs avant l’irradiation, renouvellement du milieu de culture 4 h après 
irradiation puis dosage MTT après 48 h d’incubation. (Les valeurs non suivies de la même 

lettre sont significativement différentes selon un test de Duncan (a=0,05))(n=3)). 
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l’irradiation des cellules Caco-2 seules et en présence des NPs a été étudiée. Nous avons alors 

montré que le renouvellement du milieu de culture 4 h après l’irradiation, afin de mimer le 

drainage naturel du côlon, était bénéfique sur la viabilité cellulaire. Ainsi une irradiation 

d’une minute à une puissance de 54 mW/cm² peut être menée sans affecter la croissance 

cellulaire. Enfin, ces premiers travaux ont été complétés par l’étude de la libération de la 

DOX in vitro par simple diffusion ou provoquée par l’irradiation. Nous avons alors montré 

que 30 secondes d’irradiation à cette puissance suffisent pour libérer une quantité de DOX 

conduisant à l’éradication d’environ 50 % des cellules Caco-2 (cas de NPs présentant un taux 

de charge de DOX égal à 30 %), ce qui n’est pas obtenu même après 48 h de diffusion lente 

de la DOX hors des NPs (sans irradiation UV).  

La dernière partie de ce chapitre portait sur une étude préliminaire de la post-

fonctionnalisation des NPs pour un ciblage spécifique des cellules Caco-2. Des ligands (AF et 

Man) et un peptide de ciblage (LETTCASLCYP) ont été fixés avec succès à la surface des 

NPs en réalisant une chimie Click CuAAC après formulation des NPs. Ces ligands/peptide se 

sont révélés non cytotoxiques et les tests préliminaires de libération de la DOX hors des NPs 

post-fonctionnalisées montrent que cette libération n’est en rien influencée par la post-

fonctionnalisation à la surface des NPs. Des expériences complémentaires doivent être 

réalisées pour pouvoir conclure sur l’adhésion de ces NPs post-fonctionnalisées à la surface 

des cellules Caco-2 et sur le ciblage actif efficace de ces dernières.  
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I) OBTENTION DES DIFFERENTS PANB 

1) Synthèse du monomère (Acrylate d’o-nitrobenzyle) 

L’alcool o-nitrobenzylique (97  %), la 4,4-diméthylamino pyridine (DMAP, 99  %) et le 

chlorure d’acryloyle (97  %) proviennent de Sigma-Aldrich et sont utilisés sans purification 

préalable. La triéthylamine (Et3N) est stockée sur tamis moléculaire après ouverture. Le THF 

« sec » est prélevé au bar à solvant sous courant d’azote, puis séché sur tamis moléculaire 

avant utilisation. 

10 g d’alcool o-nitrobenzylique (65,31 10-3 mol), 13,2 g de triéthylamine (130,63 10-3mol, 2 

équivalents) et 0,4 g de 4,4-diméthylaminopyridine (3,34 10-3 mol, 0,05 équivalents) sont 

introduits dans un bicol et dissous dans 70 mL de THF. Le milieu réactionnel est inerté (N2) et 

refroidi à 0°C. 7,1 g de chlorure d’acryloyle (78,40 10-3 mol, 1,2 équivalents) dissous dans 30 

mL de THF sec sont ajoutés au mélange réactionnel.  La réaction est menée à température 

ambiante sous azote statique pendant 4,5 h (Figure 99). Son avancement est suivi par 

chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant le dichlorométhane (DCM) comme 

éluant. Le milieu réactionnel final est une suspension orange. Après filtration sur fritté, le 

filtrat orange est tout d’abord concentré par évaporation sous pression réduite à 30°C, puis 

resolubilisé dans du DCM (100mL). La purification du produit est réalisée par extraction 

liquide/liquide en ajoutant 100 mL d’eau légèrement basique (pH=7,5). La phase organique 

est ensuite lavée 2 fois avec 100 mL d’eau acidifiée par HCl (pH=4,5) puis par une solution 

neutre d’eau distillée. Finalement, la phase organique est séchée avec du Sulfate de 

magnésium (MgSO4), filtrée et le DCM est évaporé sous pression réduite à 25°C. Le produit 

est enfin purifié sur une colonne chromatographique en utilisant un mélange d’éluant (Ether 

de pétrole / Acétate d’éthyle) (8/2, v/v). Le monomère est séché de nouveau à l’aide d’un 

évaporateur rotatif. Le rendement massique de récupération est égal à 80 %.  

OH

NO2
Cl

O O

NO2

O

Et3N, DMAP

THF, N2, 4,5 h
+

 

Figure 99: Estérification de l’alcool d’o-nitrobenzylique par le chlorure d’acryloyle 
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Après purification, le produit synthétisé est caractérisé par RMN 1H et RMN 13C (Figures 100 

et 101).  

 
Figure 100 : Spectre RMN 1H dans le CDCl3 de l’acrylate d’o-nitrobenzyle 

 

 

Figure 101 : Spectre RMN 13C dans le CDCl3 de l’Acrylate d’o-nitrobenzyle 
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2) Polymérisation de l’acrylate d’o-nitrobenzyle par SET-LRP 

Le 2-bromoisobutyrate d’éthyle (EBiB, 98  %, Sigma-Aldrich), la tris-[2-

(diméthylamino)éthyl]amine (Me6TREN, 99  %, ABCR) et le bromure de cuivre II (CuBr2, 

Riedel de Haen) sont utilisés sans purification préalable. Le diméthyl sulfoxyde (DMSO) est 

stocké sous azote et sur tamis moléculaire après ouverture de la bouteille. 

La polymérisation de l’acrylate d’o-nitrobenzyle (ANB) a été réalisée par SET-LRP (Single-

Electron Transfer Living Radical Polymerization) (Figure 102). 

 

Figure 102: Polymérisation de l’acrylate d’o-nitrobenzyle par SET-LRP 

 

Au préalable, une solution de Me6TREN/CuBr2 dans du DMSO « sec » est préparée en 

ajoutant les quantités adéquates pour in fine obtenir une concentration en CuBr2 et de 

Me6TREN égale à 0,110 mol/L. Le fil de cuivre Cu0 est préalablement activé à l’aide d’une 

solution d’hydrazine monohydrate (98 %, Sigma-Aldrich) concentrée (1mL dans 10 mL d’eau 

milli-Q) pendant toute une nuit. Il est ensuite rapidement lavé à l’éthanol (96 %), séché et 

introduit sous azote à l’instant voulu dans le schlenk de réaction. 

10 g d’acrylate d’o-nitrobenzyle (48,31 10-3 mol, soit 100 équivalents par amorceur EBiB) 

sont introduits dans un schlenk muni d’un robinet trois voies et plongé dans un bain d’huile à 

25°C. Le fil de cuivre est entouré autour du barreau magnétique et maintenu en haut du 

schlenk par un aimant. Le milieu réactionnel est soumis à 3 cycles de vide/flux de N2, puis 

laissé sous N2 statique. 71 μL d’EBiB (48,31 10-5 mol, 1 équivalent), 116 μL de Me6TREN 

(43,48 10-5 mol, 0,9 équivalents), 433 μL de la solution Me6TREN/CuBr2 (47,82 10-6 mol de 

Me6TREN et 47,41 10-6 mol de CuBr2, 0,1 équivalent) et 10 mL de DMSO « sec » sont 

ajoutés au milieu sous flux de N2. On retire l’aimant pour laisser tomber le fil de cuivre et le 

barreau magnétique, ce qui déclenche la polymérisation (t0). La polymérisation se déroule à 
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l’abri de la lumière et des prélèvements du brut réactionnel sont régulièrement réalisés pour 

suivre la conversion de l’ANB par RMN 1H (Figure 103) et par SEC. A la fin de la 

polymérisation, le PANB est précipité deux fois par du méthanol froid, puis séché sous vide à 

température ambiante pendant une nuit et à l’abri de la lumière. Les conditions de 

polymérisation des deux polymères avec des longueurs de chaînes différentes sont regroupées 

dans le Tableau 31.  

Tableau 31 : Polymérisation du ANB par SET-LRP 

[ANB]0/[EBiB]0/[Me6TREN]0/[CuBr2]0 
Durée 

(min) 

Conversion ( 

%)a 

𝑴𝒏(𝑺𝑬𝑪)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅  

(gmol-1) b 

Dispersité 

Ð b 

(100/1/10,1) 280 48 10300 1,33 

(26/1/1/0,1) 210 57 3700 1,21 

 

a : Déterminée expérimentalement à partir des spectres RMN 1H du brut réactionnel (Figure 

103) par l’équation suivante : 

𝑋 = 
[𝑀]0 − [𝑀]𝑡
[𝑀]0

= 

𝐴2
4 ⁄ − 

𝐴1
3⁄

𝐴2
4⁄

 

Avec : 

A1 : Somme des aires des pics correspondant aux protons (a, b et c) des doubles liaisons 

A2 : Somme des aires des pics des protons aromatiques (e, f, g et h). 

b : Déterminées expérimentalement par SEC. 

3) Modifications chimiques du PANB-Br 

a) 1ère stratégie : Modification du groupement bromure par le groupement 

azoture 

La modification du PANB-Br préparé précédemment par SET- LRP en PANB-N3 (Figure 

104) est réalisée par substitution nucléophile de l’extrémité bromure (1 équivalent) par un 

groupement azoture en utilisant 5 équivalents d’azoture de sodium (NaN3). L’azoture de 

sodium a été acheté chez Sigma-Aldrich et utilisé sans purification. 
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Figure 103 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 du (a) monomère ANB et (b) du PANB-Br 

 

 

Figure 104 : Réaction de modification du PANB-Br en PANB-N3 avec l’azoture de sodium 

 

1,5 g de PANB-Br (𝑀𝑛̅̅ ̅̅ = 10300 g/mol) (1,46 10-4 mol) sont solubilisés dans 10 mL de DMSO 

« sec »sous agitation à 25°C. 48 mg de NaN3 (7,4 10-4 mol, 5 équivalents) sont introduits dans 

le milieu réactionnel et la réaction est maintenue à l’abri de la lumière pendant 48 h. Le 

PANB-N3 est précipité deux fois par du méthanol froid, filtré puis séché sous vide pendant 

une nuit à 30°C. Le spectre RMN 1H dans le CDCl3 est donné dans la Figure 105. 
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Figure 105 : Spectres RMN 1H dans le CDCl3 (a) du PANB-Br et (b) du PANB-N3 

b) 2ème stratégie : Modification du groupement bromure par la propargylamine 

Dans une deuxième stratégie, nous avons envisagé de modifier l’extrémité bromure du 

PANB-Br par substitution nucléophile avec la propargylamine (Figure 106). 
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Figure 106 : Réaction de modification du PANB-Br par la propargylamine 

 

La substitution a été tentée dans le DMF (N,N-diméthylformamide) en utilisant 5 équivalents 

de propargylamine sous différentes conditions expérimentales : 

• 20°C pendant 21 jours  

• 25°C en utilisant 5 minutes de microondes (Cem-Discover, puissance= 1,2W)  
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• 25°C en présence de 2,6-lutidine (nucléophile faiblement basique) pendant 21 jours. 

Cependant, quelles que soient les conditions expérimentales, aucune modification du brome 

n’a été observée par RMN et cette voie a été abondonnée. 

 

II) MODIFICATIONS CHIMIQUES DU DEXTRANE 

Le dextrane T40 (produit par la bactérie Leuconostoc mesenteroïdes) est fourni par 

Sigma-Aldrich. L’analyse de sa distribution massique par chromatographie d’exclusion 

stérique couplée à une diffusion de lumière multi-angle (SEC-MALLS) (éluant = DMSO + 

0,1 M NaNO3) donne une masse molaire moyenne en nombre (𝑀𝑛̅̅ ̅̅ ) d’environ 26 000 g/mol et 

une dispersité (Đ) égale à 1,4. Avant modification, il est séché pendant une nuit sous vide 

dynamique à 100°C, directement dans le ballon réactionnel. 

1) 1ère stratégie : Synthèse du dérivé du dextrane « DexAlcyne-τ » 

La synthèse d’un dextrane fonctionnalisé par une chaîne linéaire hydrophobe à 6 

carbones dotée d’une fonction alcyne terminale a été adaptée des travaux précédents effectués 

au LCPM 1. Ce dérivé est noté DexAlcyne-τ, τ est le taux de modification qui représente le 

nombre de fonctions alcyne sur 100 cycles glucopyranosique. La chaîne hydrophobe est 

greffée sur le dextrane sur certaines fonctions hydroxyle via une réaction d’estérification par 

un acide activé (Figure 107). Cette synthèse nécessite tout d’abord la synthèse  dudit « acide 

activé ». La formule du DexAlcyne-τ représentée dans la Figure 107 est une formule 

volontairement simplifiée. La chaîne hydrophobe peut en effet être fixée sur le OH2, OH3 ou 

OH4. Il peut a priori y avoir également plusieurs chaînes hydrophobes sur une même unité 

glucopyranosique. Toutefois, il avait été vérifié que le OH2 est de loin le plus réactif vis-à-vis 

d’une réaction d’estérification 2.  

 

Figure 107 : Réaction de synthèse du DexAlcyne-τ 
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➢ Synthèse de l’acide hex-5-ynoïque activé :  

La synthèse de l’acide hex-5-ynoïque activé est réalisée suivant le schéma suivant : 

HO

O

N

N

O

N

N DCM

N2 N

N

O

N

H
N

CO2+ + +

 

Figure 108: Réaction d’activation de l’acide 5-hexynoïque par le carbonyldiimidazole (CDI) 

 

Les réactifs employés sont l’acide hex-5-ynoïque (97  %) et le carbonyldiimidazole (CDI). Le 

solvant est le dichlorométhane (DCM). Tous les réactifs sont fournis par Sigma-Aldrich et 

utilisés sans purification préalable. 10 g d’acide hex-5-ynoïque (89,18 10-3 moles) sont 

dissous dans 20 mL de DCM à température ambiante sous N2. En parallèle, 16,87 g de CDI 

(107,02 10-3 mol, 1,2 équivalents) sont mis en suspension dans 80 mL de DCM. La solution 

d’acide est alors ajoutée à la suspension de CDI en goutte-à-goutte lent via une ampoule 

d’addition sous azote. L’avancement de la réaction est suivie par CCM (éluant : acétate 

d’éthyle/éther de pétrole (6/4, v/v), RF acide activé = 0,18). Après 2 h, 50 mL d’eau sont 

ajoutés au milieu. Après décantation, la phase organique est récupérée et lavée avec 2 fois 50 

mL d’eau, séchée sur MgSO4 et évaporée sous pression réduite à 40°C. Le produit orange 

obtenu est séché sous vide à température ambiante pendant une nuit puis analysé par RMN 1H 

(Figure 109). 

 

Figure 109 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) de  l’acide hex-5-ynoïque et (b) de 
l’acide hex-5-ynoïque activé 
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➢ Synthèse du « DexAlcyne-τ » 

10 g de dextrane (61,73 10-3 moles d'unités glucopyranosique) séchés pendant une nuit sous 

vide à 100°C sont solubilisés dans 100 mL de DMSO sec à 60°C. 1,49 g d’acide hex-5-

ynoïque activé (9,24 10-3 mol, 0,15 équivalents) sont introduits dans le milieu sous courant 

d’azote.  Le milieu réationnel est maintenu à 60°C pendant 48 h. Le polymère est précipité 

deux fois par de l’éthanol froid, filtré puis séché sous vide à température ambiante pendant 

une nuit. Le DexAlcyne-τ est ensuite caractérisé par RMN 1H (Figure 110) et RMN 13C 

(Figure 111) dans le DMSO-d6. 

On calcule τ par l’équation suivante : 

τ =
∑𝐴𝑖𝑟𝑒 (7 + 8 + 9 + 10)/7

∑𝐴𝑖𝑟𝑒 (1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 + 6′)/7
× 100 

 

 
Figure 110 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6(a) du Dextrane et(b) du DexAlcyne-τ 

2) 2ème stratégie : Synthèse du dérivé « DexN3-τ » 

Dans le but de synthétiser un DexN3-τ  avec un taux de modification de l’ordre de 15 

%, une procédure adaptée des travaux effectués précédement au LCPM 3 a été suivie. Selon 

cette première stratégie, le dextrane est fonctionnalisé par une chaîne linéaire hydrophobe à 6 

carbones dotée d’une fonction azoture terminale. Cette synthèse se fait en 3 étapes : 
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Figure 111 : Spectres RMN13C dans le DMSO-d6 (a) du Dextrane et (b) du DexAlcyne-τ 

a) Synthèse de l’acide 6-azidohexanoïque :   

8,18 g d’azoture de sodium (NaN3, 0,126 mol, 1,2 équivalents par acide 6-bromohexanoïque) 

sont solubilisés dans 250 mL de DMSO à 40°C pendant 3 h. 20,0 g d’acide 

6-bromohexanoïque (0,103 mol) y sont ajoutés progessivement et la réaction est arrêtée après 

4 h (Figure 112). 
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Figure 112 :Réaction de synthèse de l’acide 6-azidohexanoïque 
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du produit désiré lors de l’extraction liquide/liquide. Le produit est extrait deux fois avec 200 

mL de DCM, puis la phase organique est lavée deux fois avec de l’eau acidifiée (pH= 3). La 

phase organique est ensuite séchée avec du MgSO4. Après filtration, les solvants organiques 
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vide dynamique à température ambiante pendant une nuit et ensuite analysé par RMN 1H 

(Figure 114b). 

b) Activation de l’acide 6-azidohexanoïque : 

Cette deuxième étape de synthèse consiste à activer l’acide 6-azidohexanoïque par du 

carbonyldiimidazole (CDI) selon la réaction suivante (Figure 113): 

N
3 OH

O +

N

N

N

N

O

DCM/THF

2h30, 40°C, N2

N3
O

N

N
+

N

H
N

+ CO2

 
Figure 113:Réaction de synthèse de l’ester activé de l’acide 6-azidohexanoïque 

 

19,02 g de 1,1′-carbonyldiimidazole (0,120 mol, 1,3 éq./COOH) sont mis en suspension dans 

250 mL d’un mélange THF/DCM(1/1, v/v) anhydre sous azote. 14,0 g d’acide 6-

azidohexanoïque sont solubilisés dans 36 mL du mélange THF/DCM anhydres puis introduits 

goutte-à-goutte dans le mélange réactionnel sous N2. La réaction se poursuit pendant 2h30 

sous agitation et sous flux d’azote à 40°C. Le milieu réactionnel est concentré par évaporation 

sous pression réduite, le produit est solubilisé dans 100 mL de DCM. La phase organique est 

extraite 2 fois (2 * 100 mL) avec de l’eau Milli-Q, séchée avec du MgSO4 et filtrée sur du 

papier filtre. Le solvant organique est évaporé sous pression réduite et le produit final est 

séché à température ambiante sous vide dynamique. Une caractérisation RMN 1H a été 

réalisée (Figure 114c).  
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Figure 114 : Spectres RMN 1H dans le CDCl3 de (a) l’acide 6-bromohexanoïque, (b) de 
l’acide 6-azidohexanoïque et (c) de l’acide 6-azidohexanoïqueactivé 

 

➢ Réaction du dextrane avec l’acide 6-azidohexanoïque activé : 

La réaction de modification chimique du dextrane avec l’acide 6-azidohexanoïque activé est 

réalisée selon la Figure 115: 
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Figure 115 : Synthèse du DexN3-τ 

 
La quantité d’acide activé à introduire est estimée par l’équation suivante :  
 

𝑿 =
𝑫𝑺

𝑬𝒇𝒇
 

Avec : 
DS : Nombre théorique de chaines fixées pour 100 unités glucopyranosique (DS=15).  

Eff : Efficacité de la réaction, basée sur les expériences précédentes et égale à 62 %. 

X : Nombre de moles d’acide activé à introduire pour obtenir le DexN3-τ avec le degré 

de substitution visé. Dans notre cas, X est égal à 24 chaînes pour 100 unités 

glucopyranosique. 
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10 g de dextrane sec (61,67 10-3 mol d’unités glucopyranosique) sont dissous dans 100mL de 

DMSO « sec ». Le mélange réactionnel est maintenu à 50°C puis 3,03 g d’acide 6-

azidohexanoïque activé (14,69 10-3 mol, 0,24 équivalents) sont introduits dans le ballon 

réactionnel sous azote. La réaction est arrêtée après 48h à 50°C. Le mélange réactionnel est 

purifié par deux précipitation 2 fois par l’éthanol froid. Le dérivé du dextrane est filtré, séché 

sous vide dynamique à 40°C, puis analysé par RMN 1H et RMN 13C dans le DMSO-d6 

(Figures 116 et 117). 

 

Figure 116 :Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) du Dextrane et (b) du  DexN3-τ 
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Figure 117 : Spectres RMN 13C dans le DMSO-d6 du (a) Dextrane et du (b) DexN3-τ 

 

III) SYNTHESE DES GLYCOPOLYMERES DEX-G-PANB 

Le bromure de cuivre (CuBr, 99,9 %) et l’acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) 

sont achetés chez Sigma-Aldrich et utilisés sans purification. Pour cette expérience, le PANB-

N3 et le DexAlcyne-τ ont été dissouts dans du DMSO. Le rapport entre les fonctions azoture 

et alcyne a été ajusté selon la fraction de PANB visée dans le glycopolymère. Après mélange 

des deux polymères, la solution est purgée sous azote pendant 10 min puis 1 équivalent de 

CuBr par alcyne est ajouté au mélange réactionnel 4 (Figure 118). Le mélange réactionnel est 

gardé sous agitation à 25°C  et à l’abri de la lumière pour éviter toute dégradation du PANB. 

Après 48h, le milieu est précipité par un mélange MeOH/H2O (8/2, v/v) contenant 5 

équivalents d’EDTA par Cu pour le complexer. Le produit est filtré et lavé par une solution 

Acétone / diéthyléther (8/2, v/v) pour éliminer l’excés de PANB-N3 qui n’a pas réagit. Le 

produit est séché sous vide dynamique pendant une nuit à température ambiante puis analysé 

par RMN 1H (Figure 119) dans le DMSO-d6. À partir du spectre RMN, la fraction massique 

du PANB dans le glycopolymère est calculée selon l’équation suivante : 
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Fraction massique du PNBA dans le copolymère =

A(h,i,j)

3
 × 207

(
A(h,i,j)

3
 × 207) + (A1 × 176) 

× 100 

A(h,i,j) : Aire des protons h,i et j du noyau aromatique des unités monomères du 

PANB 

207 : Masse molaire de l’unité monomère du PANB (g/mol) 

A1 : Aire du proton anomérique des unités glucopyranosique 

176 : Masse molaire de l’unité glucopyranosique (g/mol) 

 

Figure 118 : Synthèse du glycopolymère Dex-g-PANB 

 

A noter que la représentation du Dex-g-PANB donnée dans le schéma 10 est simplifiée : 

certaines unités glucopyranosiques peuvent contenir un azoture qui n’a pas réagi, certaines 

d’entre elles peuvent contenir un greffon greffé sur OH3 ou OH4,  et certaines peuvent 

contenir deux greffons par exemple. 
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Figure 119 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) du PANB-N3, (b) du DexAlcyne-τ et (c) 

du Dex-g-PANB 

IV) Elaboration des nanoparticules 

1) Par nanoprécipitation 

Le glycopolymère Dex-g-PANB (25 mg) est dissous dans 5 mL de mélange de THF/H2O 

(95/5, v/v) si sa fraction massique en PANB est supérieure à 70 %. Pour le glycopolymère 

avec une fraction massique en PANB égale à 40 %, on utilise un mélange de THF/H2O 

(75/25, v/v). Cette solution est versée dans 10 mL d’eau Milli-Q avec une vitesse 0,1 

mL/minute, sous faible agitation (100 tr/min). Après addition totale de la phase organique, 10 

mL d’eau Milli-Q sont ajoutés pour figer le cœur des NPs. Finalement, les NPs obtenues sont 

lavées trois fois par centrifugation (Centrifugeuse GR20-22 JOUAN avec un rotor d’un 

diamètre de 14,5 cm, 13000 tr/min, à 15°C et pendant 30 min). Après chaque centrifugation, 

le surnageant est retiré puis remplacé par 10 mL d’eau Milli-Q et la suspension est redispersée 

durant 30 minutes en utilisant un bain à ultrasons. La distribution de taille des NPs est 

déterminée avant et après lavage. 
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2) Par Émulsion/Évaporation de solvant organique  

a) Cas des nanoparticules Clickées, chargées en Doxorubicine : 

(i) Utilisation de CuBr comme catalyseur 

1 mL de DCM contenant 25 mg du PANB-N3 (𝑀𝑛̅̅ ̅̅ = 10300 gmol-1, 2,42 10-6 mol) ou 

un mélange PANB-N3 + Doxorubicine est ajouté à 10 mL d’une solution aqueuse (eau Milli-

Q saturée par du DCM) contenant 50 mg de DexAlcyne-τ (τ= 15 %, 4,26 10-5 mol d’alcyne). 

Dès le mélange 3 équivalents de CuBr par azoture (1 mg, 6,90 10-6 mol) sont introduits. Le 

mélange est préémulsifié à l’aide d’un vortex pendant 1 minute sous flux d’azote, puis 

émulsifié en utilisant une sonde à ultrasons (puissance égale à 46 W et pendant 2 minutes) en 

mode pulsé et en présence d’un bain glacé. La sonde à ultrasons est couplée à un 

amplificateur Bioblock Scientific Vibracell 75043 et placée dans une enceinte capitonnée. 

L’émulsion obtenue est transférée dans un cristallisoir puis le DCM est évaporé pendant 2h 

dans une étuve (Thermoshaker, 37°C, agitation de 100 tr/min). Les NPs formées sont lavées 3 

fois par centrifugation (13 000 tr/min, 45 minutes à 15°C) puis mises en contact avec une 

solution aqueuse d’EDTA (5 équivalents par équivalent de cuivre) pendant une nuit, sous 

agitation et à température ambiante. Les NPs sont à nouveau lavées par centrifugation, puis 

caractérisées par mesure de leurs tailles par HPPS. 

(ii) Utilisation de CuSO4/Acide ascorbique comme catalyseur 

Le sulfate de cuivre pentahydraté (CuSO4, 5H2O), l’acide L-ascorbique (AAsc, 99 %) 

et le chlorure de sodium (NaCl) proviennent de Sigma-Aldrich. La phase organique et la 

phase aqueuse ont des compositions identiques à celles employées pour préparer des NPs 

Clickées en présence du catalyseur CuBr. Dans le cas de la «Click » catalysée au 

CuSO4/Acide ascorbique, on introduit 10 équivalents d’acide ascorbique par mole de CuSO4 

(soit 0,293 mL de la solution aqueuse d’AAsc à 80 mg/mL) dans la phase aqueuse. On ajoute 

esuite la phase organique au mélange réactionnel et, avant la sonication, on introduit 5,5 

équivalents de CuSO4 par azoture (soit 0,164 mL de la solution aqueuse de CuSO4 à 13 

mg/mL). La suite de la procédure est identique au cas précédent avec le CuBr comme 

catalyseur. 

b) Cas des nanoparticules non-Clickées : 

Le protocole est similaire au précédent. Aucun catalyseur à base de cuivre n’est ajouté. 
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c) Cas des nanoparticules nues : 

Le protocole est similaire au précédent, mais au lieu d’utiliser un dérivé du dextrane comme 

stabilisant, on emploie du Dodécyl Sulfate de Sodium (SDS) (3g/L). Un spectre RMN 1H 

dans le DMSO-d6 de ces NPs nues, réalisé après lavage et lyophilisation, confirme que les 

NPs ne contiennent plus de tensioactif à leur surface. 

3) Stockage à l’état solide des NPs 

Les NPs lavées sont lyophilisées en présence d’un cryoprotecteur (D-(+)-Tréhalose dihydrate, 

Sigma-Aldrich) car la lyophilisation conduit à une agrégation irréversible des NPs recouvertes 

de dextrane. Le cryoprotecteur est rajouté à raison de 10 mg par mL de suspension. 

4) Analyse par RMN 1H des NPs 

Les NPs lyophilisées sans cryoprotecteur sont dissoutes dans du DMSO-d6. Leurs spectres 

RMN 1Hpermet de déterminer la quantité de dextrane (et éventuellement de doxorubicine) 

dans les NPs. 

V) TECHNIQUES DE CARACTÉRISATIONS 

1) Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

Les spectres RMN sont réalisés à 25°C à l’aide d’un spectromètre Brüker Avance 300, avec 

un champ de 300 MHz pour les analyses RMN 1H et de 75,5 MHz pour les RMN 13C. Les 

analyses sont réalisées pour des solutions homogènes dans le DMSO-d6 ou le CDCl3. Pour les 

analyses RMN 1H, la concentration des échantillons est d’environ 10 mg/mL. Dans le cas des 

analyses RMN 13C, les solutions sont de 80 mg/mL. 

2) Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) 

La chromatographie d'exclusion stérique (SEC) a été réalisée avec le THF ou le DMSO 

comme éluant. 

a) Cas du THF: 

L’appareil est composé d’une pompe Waters 515  dont le débit a été fixé à 1mL/min, d’un 

dégazeur AF (waters in-line), d’une boucle d’injection de 100 µL et d’une série de trois 

colonnes Plgel 5µm, 300 mm (105Å, 103Å, 102Å) équipée d’une pré-colonne de même type. 

Un détecteur de diffusion de la lumière de modèle Mini Dawn Treos (Wyatt Technology 

Corporation) (λ= 658 nm) est situé à la sortie des colonnes. Il est constitué de trois 

photodiodes qui mesurent l’intensité diffusée à 45, 90 et 140°. Un réfractomètre différentiel 
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de type OPTILAB rex (Wyatt Technology Corporation) est également installé en série. 

L’appareil est équipé d’un passeur d’échantillon de type Waters 2707 et d’un régulateur de 

température qui permet de faire les analyses à 40°C. 
b) Cas de DMSO + 0,1 M NaNO3 : 

L’appareil est composé d’une pompe LC – 20AD Shimadzu dont le débit a été fixé à 0,7 

mL/min, d’un dégazeur (DGU – 20A3R, Shimadzu), d’une boucle d’injection de 100 µL et 

d’une série de trois colonnes Plgel 5 µm, 300 mm × 7,5 mm (105Å, 103Å, 102Å) avec une 

pré-colonne de même type. Un détecteur de diffusion de la lumière de modèle Mini Dawn 

Wyatt. Il est constitué de trois photodiodes qui mesurent l’intensité diffusée à 45, 90 et 140°. 

Un réfractomètre différentiel de type (RID – 10A, Shimadzu) et d’un détecteur UV (SPD – 

20A, Shimadzu). 

c) Détermination de l’incrément d’indice de réfraction (dn/dC) : 

Une solution de concentration égale à 10mg/mL est préparée dans 5 mL de l’éluant 

utilisé pour la SEC. Trois solutions diluées de 5 mg/mL, 2,5 mg/mL et 1,25 mg/mL sont alors 

préparées par dilutions sucessives, puis injectées dans le réfractomètre différentiel Waters 

410. L’intensité I mesurée est proportionnelle à l’indice de réfraction et peut être tracée en 

fonction de la concentration massique en polymère Cp selon l’équation suivante, où la pente 

de la courbe permet d’estimer le dn/dC (Tableau 32): 

𝑰 = 𝑨 × 𝑪𝑷 
Avec : 

𝐴 = 𝑑𝑛/𝑑𝐶 × K 

 K: Constante de l’appareil, déterminée à partir d’une solution de dn/dC connu. 

 

Tableau 32 :Incréments d’indice de réfractions des différents polymères 

Polymère Éluant dn/dC (mL/g) 

PANB 10300 THF 0,157 

PANB 3700 THF 0,145 

Dextrane DMDO 0,073 

 

On suppose que le PANB-Br et PANB-N3 ont le même dn/dC. 
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3) Propriétés tensioactives des dérivés du dextrane 

Des mesures de la tension superficielle air/solution aqueuse sont effectuées selon la méthode 

de l’anneau de Lecomte Du Noüy, sur un tensiomètre Krüss K20 EasyDyne automatique et 

thermostaté à 25°C (Figure 120). 

 
Figure 120 : Tensiomètre Krüss K20 EasyDyne 

 

Des solutions à différentes concentrations en produit sont préparées par dilution d’une 

solution mère, 24 h à l’avance, avec de l’eau MilliQ. Les mesures sont réalisées dans des 

piluliers qui sont prélablement nettoyés avec de l’acide sulfurique pour éliminer toute trace 

organique, puis rincés abondamment à l’eau, à l’acétone et enfin séchés. L’échantillon (20 

mL) est introduit dans un pilulier et laissé au repos pendant 12 h dans un endroit frais pour 

permettre la saturation de l’interface par le tensioactif. Une durée de 15 minutes est nécessaire 

avant chaque mesure pour permettre la remontée en température (25° C dans notre cas pour 

tous les échantillons). Pour chaque échantillon, cinq mesures sont effectuées et une valeur 

moyenne est calculée. Entre chaque mesure, l’anneau est rincé à l’eau distillée puis à 

l’acétone, et finalement flambé.  

4) Infrarouge à Transformée de Fourrier (FTIR) 

Les spectres infrarouges ont été enregistrés avec un spectromètre Tensor 27, Brücker Optics 

sur un domaine compris entre 4000 cm-1 et 400 cm-1.  

5) Distribution de taille des nanoparticules (HPPS) 

a) 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 lumière. Un faisceau laser passe à 

travers une cuve contenant la dispersion et est diffusé par les particules en suspension. Celles-
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ci sont constamment soumises au mouvement brownien et l’intensité de ce mouvement 

décroît lorsque la viscosité du milieu dispersant ou la taille des particules augmente. La 

diffusion de la lumière varie avec le temps et le coefficient de diffusion des particules dans un 

milieu donné est relié au diamètre des particules (dH) selon la loi de Stokes-Einstein :  

𝑑𝐻 = 
𝑘𝐵 𝑇

3𝜂𝜋𝐷𝑡
 

Où : 

kB est la constante de Boltzman 

T : la température absolue du milieu dispersant 

η : la viscosité du milieu dispersant 

Dt : le coefficient de diffusion 

 

La lumière 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 à l’intant (t+dt) au même endroit qu’à l’instant 

(t). Il s’agit d’une exponentielle décroissante en fonction du temps. La diffusion dynamique 

de la lumière (DLS) permet donc la mesure du diamètre hydrodynamique de l’objet analysé, 

de l’intensité de la lumière diffusée (qui correspond au nombre de photons par seconde) et de 

l’indice de polydispersité 5. Pour une suspension monodisperse de NPs, la concentration de 

particules peut être déduite à partir de l’intensité de la lumière diffusée et de la taille des 

particules en se basant sur l’approximation de Rayleigh 5–8 :  

 I ∝ d6  C 

Avec : 

I: l'intensité de la lumière diffusée 

d: Diamètre des NPs 

C: Concentration de NPs 

b) Appareillage : 

Les mesures sont effectuées en rétro-diffusion, à un angle de 173°, sur l’appareil HPPS-ET 

Malvern Instrument. Cet appareil possède un laser de type He-Ne (3,0 mW, 633nm), d’un 

atténuateur automatique ou à transmission (100 % à 0,0003 %), d’un détecteur de type 

Avalanche Photodiode et il est possible de contrôler la température entre 10 °C et 55°C car la 

température modifie la viscosité du milieu. La position de mesure du faisceau s’ajuste 
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automatiquement en fonction de la concentration de l’échantillon pour éviter les effets de 

diffusion multiple.  

Le HPPS permet d’accéder à une valeur appelée « Z-Average Size » qui correspond à la taille 

moyenne des particules en intensité de lumière diffusée. Il donne aussi la distribution de taille 

réelle des NPs et un Indice de Polydispersité (Pdi). Cet indice traduit la concordance entre les 

courbes de corrélation mesurée et modélisée que l’appareil utilise pour calculer la distribution 

de taille. Un Pdi inférieur à 0,5 correspond à une mesure relativement conforme. Cette 

méthode est adaptée aux particules submicroniques. Elle ne détecte pas les agrégats de taille 

supérieure au micron pouvant se former lors de l’élaboration des particules.  

c) Protocole opératoire : 

Avant de commencer les mesures de taille par le HPPS , il faut créer une SOP (Procédure 

Opératoire Standardisée) qui représente un fichier où les paramètres nécessaires à la mesure 

sont indiqués. Les données présentées dans cette SOP concernent le dispersant qui est l’eau 

dans notre cas (indice de réfraction (1,330) et viscosité (0,887)) et les particules composées de 

PANB (indice de réfraction (1,491). Toutes les mesures sont réalisées à 25°C. 

6) Détermination des taux de recouvrement en dextrane des particules 

A partir du spectre RMN 1H des NPs lavées et lyophilisées sans cryoprotecteur, il est possible 

de quantifier la quantité de dextrane par rapport à la quantité du PANB-N3 présentes dans la 

particule. En utilisant les masses molaires des unités monomères respectives, il est ainsi 

possible d’évaluer la masse de dextrane présent à la surface des particules par unité de masse 

(g) de PANB-N3 par la formule suivante : 

MDex (g/g PANB) = (𝐴𝐻𝑎(𝐷𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑒)
𝐴𝐶𝐻2
2
(𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3 )

) × (
𝑀𝐷𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑛𝑒

𝑀𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3
) 

Avec : 

AHa : Aire du proton anomère des unités glucopyranosique (4,7 ppm)  

APANB : Aire du CH2 de l’unité monomère du PANB-N3 (5,2 ppm) 

MPANB-N3 : Masse molaire de l’unité monomère du PANB-N3 égale à 207 g/mol 

MDextrane : Masse molaire de l’unité monomère du dextrane égale à 162 g/mol. 
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7) Stabilité colloïdale des nanoparticules 

a) Stabilité colloïdale en fonction de la force ionique :  

La turbidimétrie de la suspension a été étudiée à l’aide d’un spectromètre UVikon (Bio-Tek 

Instruments). 0,5 mL d’une suspension de NPs sont introduits dans des cuves 

spectrophotométriques contenant 3 mL de solution de NaCl de concentrations connues (10-

4M, 10-3M, 10-2M, 10-1M, 1M, 2M et 4M). Les cuves sont agitées manuellement et laissées au 

repos à température ambiante pendant une heure. Avant chaque mesure, les cuves sont à 

nouveau agitées et des mesures de la DO sont effectuées entre 450 nm et 650 nm avec des 

intervalles de 50 nm. Pour chaque concentration en NaCl, la courbe log (DO) en fonction de 

log(λ) est tracée et la pente notée│n│est estimée. 

b) Stabilité du recouvrement en dextrane en présence d’un tensioactif 

compétitif : 

Afin d’évaluer la stabilité du recouvrement en dextrane présent à la surface des NPs, 1 % 

massique de SDS par rapport à la quantité de NPs employée est ajouté à 10 mL de suspension 

aqueuse de NPs. Le mélange est maintenu sous agitation magnétique à température ambiante 

pendant 24h puis les NPs sont centrifugées, lavées 2 fois avec de l’eau Milli-Q. Après 

lyophilisation, on peut estimer la quantité de dextrane par g de PANB grâce à l’équation 

donnée précédemment. 

c) Stabilité du recouvrement en dextrane en présence du milieu de culture des 

cellules Caco-2 :  

Cette étude consite à évaluer la stabilité colloïdale des NPs en présence du milieu de culture 

(DMEM) des cellules Caco-2 en déterminant la quantité en dextrane présent sur les NPs avant 

et après contact du DMEM pendant 24h à température ambiante. Le protocole expérimental 

est identique à celui employé dans le cas du SDS. 

8) Mesure de la mobilité électrophorétique (Détermination de l’épaisseur du 

recouvrement en dextrane) 

La présence de groupes chargés à 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 près de la surface de la particule, qui peut être modélisée sous la 

forme d’une double couche électrostatique. La première couche, appelée couche de Stern, 

correspond à la couche la plus proche de la surface et comporte des contre-ions fortement liés. 
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La seconde couche, appelée couche de Gouy-Chapman, est plus diffuse et son épaisseur 

dépend de la force ionique du milieu. Au fur et à mesure que l’on s’éloigne de la surface de la 

particule, le potentiel chimique de la couche diffuse décroît (Figure 121). 

 
Figure 121 : Modélisation de la double-couche électrostatique autour d’une particule 

chargée 9 
 
Quand un champ électrique est appliqué à travers un électrolyte, les particules en suspension 

qui possèdent une charge électrique sont attirées vers l’électrode de charge opposée, alors que 

la force de frottement subie par les particules s’oppose à ce mouvement. Lorsque l’équilibre 

entre ces deux forces est établi, les particules se déplacent à vitesse constante. Leur vitesse 

dépend donc du champ électrique, du milieu et de la charge de la particule. Sous l’effet des 

forces de frottement, la couche d’ions diffuse est arrachée jusqu’à un certain plan appelé « 

plan de cisaillement ». Le potentiel mesuré au niveau de ce plan de cisaillement est appelé 

potentiel zêta (ζ). 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 reste la 

même. En pratique, le potentiel ζ que nous avons évalué n’est pas celui mesuré par l’appareil. 

Il a été recalculé à partir de la mobilité électrophorétique µE (exprimée en cm2V-1s-1) des NPs 

mesurée par un Zêtamètre selon l’équation modifiée de Booth 10ci-dessous, comme cela a été 

souvent réalisé au LCPM 11,12. 
 

𝛇(𝐦𝐕) = 𝟐𝟓, 𝟕 [
𝐄

𝐟𝟏
− |

𝐂𝟑 (
𝐄

𝐟𝟏
)
𝟑

+ 𝐂𝟒 (
𝐄

𝐟𝟏
)
𝟒

𝐟𝟏  +  𝟑𝐂𝟑 (
𝐄

𝐟𝟏
)
𝟐

+ 𝟒𝐂𝟒 (
𝐄

𝐟𝟏
)
𝟑|] 
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Avec E= 7520 µE et f1 le facteur de correction de Henry qui tient compte de la déformation du 

champ électrique autour des particules. Les effets de relaxation sont pris en compte par les 

coefficients C3 et C4.  

Cette équation permet de calculer 𝜁 pour toute valeur de Kh (m-1) (longueur de Debye-Hückel 

liée à la force ionique) et de a (rayon de la particule). Afin d’estimer l’épaisseur du 

recouvrement (Δ𝑃𝑍), l’évolution du 𝜁 versus Kh aux faibles concentrations en sel peut être 

approximée par l’équation d’Eversole et de Boardman 10ci-dessous. 

𝑙𝑛 [𝑡𝑎𝑛ℎ (
𝑍 𝑒 𝜁

4 𝑘𝐵 𝑇
)] = 𝑙𝑛 [𝑡𝑎𝑛ℎ (

𝑍 𝑒 𝜓0
4 𝑘𝐵 𝑇

) − 𝑘𝐻  × Δ𝑃𝑍] 

Avec : 

Z : Valence de l’ion considéré dans le milieu salin (ici Z=1) 

E : Charge élementaire de l’électron (1,6022 ×10-19 C) 

kB : Constante de Boltzmann (1,381 × 10-23 JK-1) 

T : Température absolue du milieu (298 K) 

Ψ0 : Potentiel de surface de la particule 

En mesurant le potentiel zêta à différentes forces ionique (Ci) et en reportant 

𝑙𝑛 [𝑡𝑎𝑛ℎ (
𝑍 𝑒 𝜁

4 𝑘𝐵 𝑇
)] en fonction de Kh, on obtient une courbe dont la pente à faible valeur de Kh 

est égale à ΔPZ, la distance de la surface au plan de cisaillement. ΔPZ peut être assimilé à 

l’épaisseur de la couche de dextrane recouvrant la surface des NPs. 

Dans cette étude, la mobilité électrophorétique est mesurée dans des solutions de NaCl de 

concentration variable (de 10-6 à 10-2 mol/L) à l’aide de l’appareil Zetasizer Nano-Z (Malvern 

Instruments). Pour cela, 1,5 mL de la suspension des NPs sont ajoutés à 1,5 mL d’une 

solution de NaCl. La cuve d’analyse est d’abord rincée avec de l’eau Milli-Q, puis avec de la 

suspension à analyser. Enfin, cette cuve est remplie de la suspension de NPs en veillant à ne 

pas introduire de bulles d’air puis fermée par des bouchons des deux côtés.  

9) Détermination de la quantité résiduelle de cuivre 

Après lyophilisation, les NPs Clickées sont mises en suspension dans 5 mL de la solution 

aqueuse d’acide nitrique HNO3 à 0,1  % massique à température ambiante, pendant une nuit. 

Avant analyse, la suspension est filtrée sur filtre de porosité 0,2 μm. La quantité de cuivre 

résiduel dans les NPs finales est déterminée par spectrométrie par torche à plasma (ICP-OES) 

à l’aide d’un spectromètre ICAP 6000 (Thermo Scientific). L’appareil est préalablement 

calibré avec des solutions de concentrations variant de 0 à 5 ppm en CuSO4 dans l’eau Milli-

Q. 
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10) Caractère photosensible des nanoparticules 

L’étude du caractère photosensible des NPs a été réalisée à l’aide d’une lampe UV de type 

Omnicure S1000 équippée d’une fibre optique de diamètre égal à 8mm (Figure 122 (a)) et 

d’un filtre 320-390 nm (Figure 122 (b)).  

 

 
(a) (b) 

Figure 122 : (a) Lampe UV de type Omnicure S1000 (b) Spectre UV avec le filtre 320-390 nm 
 

Une première expérience a été réalisée en faisant varier la puissance (50, 251, 419, 508 et 

1010 mW/cm2) et la durée d’irradiation. Pour cela, 200 µL de suspensions de NPs dans le 

PBS, de concentration égale à 0,114 mg/mL ont été introduits dans un puit d’une plaque de 

culture cellulaire de 96 puits, puis irradiés en utilisant cette lampe UV. Après chaque 

condition d’irradiation, 100 µL sont prélevés et dilués avec 1mL de PBS. L’intensité diffusée 

est mesurée par HPPS. Cette grandeur est proportionnelle au nombre de particules et à leur 

concentration dans la suspension. Le PBS est choisi dans cette expérience car l’irradiation des 

PANB génère des PAA qui se tranforment en polycarboxylates correspondant solubles dans le 

PBS. D’où la possibilité de suivre la disparition des NPs au cours de l’irradiation. 

VI) ENCAPSULATION ET LIBERATION DE LA DOXORUBICINE 

DES NANOPARTICULES 

1) Encapsulation de la Doxorubicine dans les NPs: 

OO OO

O

OH

OH

HO

O

HO

HO

NH2

 

Figure 123 : Doxorubicine 
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L’encapsulation de la Doxorubicine (DOX, Figure 123) dans les NPs a été évaluée en 

calculant l’efficacité d’encapsulation (𝐸𝐸) et le taux de charge (𝜏𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒) qui sont déterminés 

soit par dosage direct de la DOX dans les NPs (solubilisation des NPs dans le DMSO-d6 puis 

dosage de la DOX par RMN 1H) ou par dosage indirect (dosage par HPLC de la DOX non 

encapsulée présente dans les eaux de lavage lors de la centrifugation). 

L’efficacité d’encapsulation (EE) et le taux de charge (𝜏𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒) sont définis comme suit : 

 

Efficacité d’encapsulation (EE) =
Masse encapsulée de DOX 

Masse initiale de DOX
× 100 

 

Taux de charge (τcharge)  =
Masse encapsulée de DOX 

Masse totale des NPs
× 100 

 

➢ Dosage direct par RMN 1H 

Le dosage de la DOX encapsulée dans les NPs lavées et lyophilisées est réalisée en présence 

d’une référence interne (téréphthalaldèhyde, benzène-1,4-dicarboxaldéhyde). A partir des 

aires des pics des protons caractéristiques de la DOX et de la référence interne, il est possible 

de calculer le rapport molaire de ces deux composés (R1) puis leur rapport massique (R2) par 

les équations suivantes : 

R1 = Rapport molaire (DOX
Réf
) =  

Airepic d

3
𝐴𝑖𝑟𝑒pic CH (Réf interne)

2

 

R2 = Rapport massique (DOX
Réf
) = Rapport molaire (

DOX

Réf
) × (

𝑀𝐷𝑂𝑋

𝑀𝑅é𝑓
) 

 

Avec : 

Aire pic CH (Réf interne) : aire du pic caracéristique des 2 protons aldéhyde du 

téréphthalaldèhyde, situé à 10,15 ppm (Figure 124). 

Aire pic d : aire du pic (d) caratéristique du groupe OCH3 de la DOX, situé à 4 ppm 

(Figure 125(a)). 

MDOX et MRéf interne : masses molaires de la DOX (543 g/mol) et du téréphthalaldèhyde 

(134 g/mol). 

Connaissant les quantités exactes de NPs (mNPs) et de référence interne (mRéf interne) introduites 

dans le tube RMN, on peut alors estimer la quantité massique de DOX présente dans ce tube 

(mDOX = R2 × mRéf interne). 
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Le taux de charge en DOX est alors calculé par l’équation suivante : 

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒 =
𝑚𝐷𝑂𝑋
𝑚𝑁𝑃𝑠

× 100 

L’efficacité d’encapsulation (EE) est quant à elle estimée pour 25 mg de NPs : 

𝐸𝑓𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑡é 𝑑’𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

= (25 𝑚𝑔 × 
𝑚𝐷𝑂𝑋
𝑚𝑁𝑃𝑠

) ×
100

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝐷𝑂𝑋 
𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡𝑒 𝑙𝑜𝑟𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒𝑠 𝑁𝑃𝑠

 

 
Figure 124 : Spectre RMN 1H du téréphthalaldèhyde dans le DMSO-d6 

 
Figure 125 : Spectres RMN 1H dans le DMSO-d6 (a) de la Doxorubicine, (b) des 

nanoparticules vides et (c) des nanoparticules chargées de Doxorubicine en présence de la 
référence interne 
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➢ Dosage indirect par HPLC 

La quantité de DOX non encapsulée dans les NPs a été déterminée par Chromatographie en 

phase Liquide à Haute Pression (HPLC). Les conditions de dosage par HPLC de la DOX sont 

regroupées dans le Tableau 33. Une courbe d'étalonnage (Figure 126) a été établie par HPLC 

en utilisant des solutions de DOX de concentrations connues allant de 6 10-2 à 6 10-4 mg / mL, 

préparées par dilutions en série à partir d'une solution mère de DOX dans de l’eau Milli-Q. 

Pour doser la DOX non encapsulée dans les NPs, les trois eaux de lavages sont collectées 

après chaque centrifugation, puis dosées par HPLC. 

∑
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡 𝑝𝑟é𝑙𝑒𝑣é

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑎𝑢
×

𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑢 𝑝𝑖𝑐

𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑢𝑟𝑏𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

= 𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐷𝑂𝑋 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡𝑠 = 𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐷𝑂𝑋 𝑛𝑜𝑛 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙é𝑒 

Tableau 33 : Conditions de dosage de la Doxorubicine dans de l’eau milli-Q par HPLC 

Colonne 
Colonne Pursuit C8 150 x 4,6 5µm 

150 x 4,6: Longueur et diamètre de la colonne en mm 
5µm : Diamètre des billes en µm 

Solvant Eau/Acétonitrile/0,1 %(vol) TFA 

Gradient 

Temps (min) Eau ( % vol) Acétonitrile ( % vol) 

0 90 10 

20 0 100 

25 0 100 

Débit 1 mL/min 

Volume injecté 20 µL 

Détection en UV 480 nm 
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(a) (b)  

Figure 126 : Dosage de la Doxorubicine dans l’eau Milli-Q par HPLC, détection UV à 480 
nm (a) Chromatogramme d’une solution de DOX dans l’eau Milli-Q, (b) Courbe de 

calibration de la Doxorubicine dans l’eau Milli-Q 

2) Libération de la Doxorubicine 

La libération de la DOX a été étudiée dans le tampon phosphate PBS (0,148 M, pH = 7,4) et 

dans le milieu de culture des cellules Caco-2 (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM).  

a) Solubilités maximales 

Ces solubilités maximales sont prélablement déterminées expérimentalement par UV en 

saturant les milieux de libération par un excés de DOX. Ces deux suspensions  sont laissées 

sous agitation à 37°C, pendant 24h à l’abri de la lumière puis centrifugées à 13 000 tr/min 

pendant 45 minutes. La concentration de la DOX dans le surnageant récupéré après 

centrifugation est égale à la solubilité maximale de la DOX dans le milieu étudié. Pour 

déterminer les solubilités maximales, deux courbes d’étalonnage de la DOX dans le PBS et 

dans le DMEM ont été tracées, pour des concentrations inférieures à ces concentrations 

maximales (Figure 127).  

  

(a)  (b)  

Figure 127 : Courbes d’étalonnage de la DOX dans le (a) PBS et le (b) DMEM (Observation 
par UV à 480 nm) 
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b) Libération de Doxorubicine par simple diffusion 

5,7 mg de NPs sont introduits dans 50 mL de DMEM ce qui correspond à une concentration 

de NPs égale à 0,114 mg/mL. Cette concentration est celle des essais biologiques réalisés sur 

les cellules Caco-2. Compte tenu du taux de charge de la DOX dans les NPs (environ 30 %), 

les conditions Sink vont être bien respectées même si la totalité de la DOX était libérée. Les 

NPs sont mises sous agitation à 37°C et à l’abri de la lumière. 200 µL de cette suspension sont 

régulièrement prélevés, centrifugés pour ne pas injecter les NPs en HPLC (mini centrifugeuse, 

3 minutes à 13000 tr/min) puis le surnagenant est récupéré et analysé  par HPLC pour doser la 

DOX libérée par simple diffusion (Figure 128). Les conditions du dosage HPLC de la DOX 

libérée par simple diffusion sont les mêmes que celles décrites précédemment. 

 

  

(a) (b) 

  

(c) (d) 

Figure 128 : Dosage de la Doxorubicine par HPLC, détection en UV à 480 nm (a) 
Chromatogramme d’une solution de DOX dans le DMEM, (b) Courbe de calibration de la 

DOX dans le DMEM, (c) Chromatogramme d’une solution de DOX dans le PBS (d) Courbe 
de calibration de la DOX dans le PBS 
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c) Libération de Doxorubicine par irradiation UV : 

Pour cette étude, les essais de libération de la DOX par irradiation sont réalisés dans des 

microplaques de 96 puits. On utilise alors une concentration en NPs et un volume identiques à 

ceux qui seront employés pour les tests in vitro. Après irradiation, on suit la libération de la 

DOX dans le DMEM. Par exemple, pour une irradiation à 60 mW/cm2 pendant 30 secondes, 

un suivi de la libération de la DOX des NPs est réalisée après : 0 (tout de suite après 

irradiation), 1h, 2h, 3h, 4h, 24h et 48h. Les conditions de dosage HPLC de la DOX libérée par 

irradiation sont les mêmes que précédemment (Tableau 33). 

VII) POTENTIEL BIOLOGIQUE DES NANOPARTICULES 

1) Culture cellulaire 

Dans cette étude, le potentiel biologique des NPsa été évalué sur des cellules Caco-2, lignée 

cancéreuse humaine de côlon. Le milieu de culture des cellules Caco-2 est le Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma) supplémenté par 10 % (v/v) de sérum fœtal bovin 

et 1 % (v/v) d’antibiotique (Antibiotique antimycotique, Sigma). 

La congélation des cellules dans l’azote liquide à -196°C avait été effectuée sur une 

population cellulaire en phase exponentielle de croissance. Pour cela, la suspension des 

cellules a été centrifugée (800 tr/min pendant 5 min) et le culot repris dans un volume de 

milieu de culture DMEM afin de congeler environ 7.106 cellules Caco-2 par cryotube dans 0,9 

mL de milieu. 0,1mL de DMSO (agent cryoprotecteur) avait été ajouté ainsi que 0,1 mL de 

sérum fœtal bovindans ce cryotube. Les cryotubes avaient ensuite été placés dans un « Nicool 
®» contenant de l’azote liquide à -196°C qui permet une congélation progressive des cellules 

dans les vapeurs d’azote pour limiter au maximum leur mort cellulaire. Les cryotubes sont 

stockés par la suite dans l'azote liquide à -196°C. Dans le cas de ces travaux, les cellules 

avaient été congelées au 55ème passage, à une concentration initiale proche de 107 cellules 

/mL.  

Chaque cryotube est décongelé rapidement à 37°C pour éviter un contact prolongé du DMSO, 

fortement cytotoxique pour les cellules. La suspension décongelée est reprise dans 9 mL de 

DMEM préchauffé à 37°C. Après centrifugation à 800 tr/min pendant 5 minutes, le 

surnageant contenant les cellules mortes et le DMSO est éliminé, puis remplacé par du milieu 

de culture frais (13 mL). Les cellules sont remises en culture à 37°C dans des falcons de 

culture cellulaire T75 (75 cm3) sous atmosphère contrôlée (5 % CO2). Les cellules Caco-2 

adhèrent à la boite de culture et lorsqu’elles atteignent la confluence, une étape de trypsination 
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est réalisée pour les détacher de la boite de culture et les remettre en suspension dans du 

milieu frais. La trypsination est réalisée comme suit : après rinçage du tapis cellulaire avec du 

tampon phosphate PBS (pH = 7,4) 3 mL d’une solution de trypsine/EDTA à 0,5 % sont 

ajoutés. Après incubation pendant 3 minutes à 37°C et sous atmosphère contrôlée (5 % CO2), 

le tapis cellulaire se dissocie. L’action de la trypsine est stoppée par ajout de 10 mL de milieu 

de culture frais contenant du sérum fœtal bovin(10 %). Les cellules en suspension sont 

récupérées par centrifugation à 800 tr/min pendant 5 min. Le culot qui contient les cellules est 

repris dans 10 mL de DMEM. 0,4 mL de cette nouvelle suspension est analysée par un 

compteur automatique de cellules (Vi-CELL XR) basé sur une méthode d’analyse d’images 

numériques après coloration des cellules au bleu trypan. Ce colorant rentre dans les cellules 

mortes, alors que les cellules vivantes l’excluent. Ainsi, une cellule vivante restera blanche au 

microscope et les cellules mortes paraîtrontbleues. La suspension cellulaire est rediluée dans 

le DMEM pour atteindre environ 105 cellules/mL et repartie dans plusieurs flacons de culture. 

Les cellules sont maintenues dans un incubateur à 37°C sous atmosphère contrôlée (5 % de 

CO2). Un changement du milieu de culture est nécessaire toutes les 48 h afin d’assurer 

l’apport nécessaire en nutriment aux cellules. La croissance des cellules est évaluée à l’aide 

d’un microscope optique. Les cellules sont cultivées jusqu’à environ 80 % de confluence. A 

ce stade, une trypsination est réalisée ainsi qu’un comptage automatique et un 

réensemencement des cellules. Le nombre de passages ou repiquages des cellules doit être 

noté dans la mesure où il peut influencer le temps de multiplication des cellules et leurs 

capacités métaboliques. Lorsqu’on introduit les cellules dans les microplaques de 96 puits, on 

dilue la suspension avec du milieu de culture pour atteindre une densité de 2.104 cellules/mL. 

2) Évaluation de la viabilité cellulaire 

Afin d’évaluer la toxicité des traitements subis par les cellules Caco-2, un test de cytotoxicité 

par MTT (Méthylthiazoltétrazolium) est réalisé. Le sel de tétrazolium de ce réactif est réduit 

par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes en formazan (Figure 

129). La couleur du milieu passe alors du jaune au bleu violacé. L’intensité de cette coloration 

est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors du test, mais aussi à leur 

activité métabolique. Une diminution de l’activité mitochondriale est donc signe de : (i) une 

diminution du nombre de cellules, (ii) une activité cellulaire signe d’une mort programmée ou 

(iii) une mort cellulaire. 
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Figure 129 :  Réaction de réduction du méthylthiazoltétrazolium en formazan par la succinate 

déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives 

 

Les tests sont réalisés dans des microplaques de 96 puits. 200 µL de la suspension cellulaire à 

une densité de 2.104 cellules/mL sont introduits dans chaque puit. Les cellules sont incubées à 

37°C sous atmosphère contrôlée (5 % de CO2) pendant 24 h avant chaque traitement. Chaque 

traitement est réalisée 3 fois (3 puits différents) et chaque expérience est réalisée au moins 2 

fois. Après chaque traitement, le milieu de culture est remplacé par du frais et chauffé à 37°C 

(200µL) puis 20 µL d’une solution de MTT dans le PBS (2mg/mL) sont ajoutés. On laisse 

incuber pendant 3 h à 37°C sous atmosphère contrôlée (5 % de CO2), puis tout le surnageant 

est éliminé. 150 µL d’isopropanol sont rajoutés dans chaque puits pour dissoudre les sels 

violets de formazan insolubles formés. Au final, une lecture de l’intensité de cette coloration 

est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à 550 nm. 

a) Évaluation de la biocompatibilité des nanoparticules 

Pour cette expérience, différentes concentrations de NPs allant de 14,2 µg/mL jusqu’à 227 

µg/mL ont été testées. Après 24 h et 48 h d’incubation des NPs avec les cellules Caco-2 à 

37°C et sous atmosphère contrôlée (5 % de CO2), la viabilité des cellules Caco-2 a été évaluée 

par dosage MTT. 

b) Étude de la résistance des cellules aux irradiations UV 

L’irradiation des cellules Caco-2 a été réalisée en utilisant la même lampe UV décrite 

précédemment. Pour cette expérience, les cellules incubées pendant 24 h dans des 

microplaques de 96 puits sont soumises aux différentes conditions d’irradiation en termes de 

puissance et de durée d’irradiation. Les cellules irradiées sont incubées de nouveau pendant 

24 et 48 h à 37°C et sous atmosphère contrôlée (5 % de CO2) avant de réaliser le test MTT. 
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Ces expériences ont été réalisées en absence ou en présence des NPs. Dans ce dernier cas, la 

concentration finale en NPs dans les puits est égale à 0,114 mg/mL (20 µL d’une solution 

mère de 1,25 mg de NPs/mL de PBS, dans un volume final de DMEM égal à 220 µL).  

Un renouvellement du milieu de culture a été parfois réalisé 4 h après l’irradiation, puis les 

cellules Caco-2 sont à nouveau incubées, dans ce milieu de culture rafraîchi, pendant 24 ou 48 

h. Pour cela, 220µL de milieu sont prélevés et remplacés par du milieu de culturefrais. 

c) Analyses statistiques 

Dans cette étude, le modèle choisi pour effectuer les analyses statistiques est le modèle 

Duncan.  

Ce modèle de comparaisons multiples est utilisé pour déterminer les différences significatives 

entre les valeurs moyennes dans une analyse de variance (α). Ce modèle indique quelles sont 

les valeurs significativement différentes les unes des autres. 

VIII) POST-FONCTIONNALISATION DES NANOPARTICULES 

1) Post-fonctionnalisation des nanoparticules avec l’acide folique 

a) Fonctionnalisation de l’acide folique par un bras azoture(AF-N3) 

L’acide folique (AF, ≥ 97,%), le N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et la 3-azido-1-

propanamine (90%) proviennent de Sigma-Aldrich et sont utilisés sans purification préalable. 

Le DMSO est séché sur tamis moléculaire 48 h avant son utilisation et la pyridine est distillée 

puis stockée sur des pastilles de CaCl2. La modification de l’AF avec une fonction azoture est 

réalisée selon  la réaction suivante  (Figure 130) : 

 
Figure 130 :Réaction de fonctionnalisation de l’acide folique avec la 3-azido-1-propanamine 

1 g d’AF (2,26 mmol) et 1,16 g de DCC (5,62 mmol, 2,5 équivalents) sont introduits dans un 

ballon bicol et dissous dans un mélange DMSO/pyridine (60 mL, 2/1, v/v) sous atmosphère 

inerte (N2). 221 µL de 3-azido-1-propanamine (2,25 mmol, 1 équivalent) sont solublisés dans 
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0,5 mL de DMSO, puis ajoutés au mélange réactionnel. La réaction est agitée à température 

ambiante pendant toute une nuit. Le mélange réactionnel est ensuite filtré, puis le surnageant 

est précipité dans 700 mL de diéthyléther froid. Le produit brut est récupéré après filtration et 

séchage sous la forme d’une poudre jaune (Figures 131 et 132) puis purifié par HPLC 

préparative. Le produit purifié est analysé par HPLC analytique et par RMN 1H. Les 

conditions de purification de l’AF-N3 par HLPC préparative aisni que l’analyse par HPLC 

sont regroupées dans les tableaux suivants (Tableaux 34 et 35) : 

Tableau 34 : Conditions de purification de l’AF-N3 par HPLC préparative 

Colonne 
Colonne Nucleosil C18 250 x 21 100-5 

250 x 21 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 
100-5: Taille des pores en Å et diamètre des billes en µm 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1% Acide trifluoroacétique 

 Temps (min) Eau ( %v) Acétonitrile ( %v) 

Gradient 

0 90 10 

25 0 100 

30 0 100 

Débit 9 mL/min 

Détection en UV 290 nm 

  

Tableau 35 : Conditions d’analyse de l’AF-N3 par HPLC 

Colonne 
Colonne Pursuit C18 250 x 4,6 5µm 

250 x 4,6: Longueur et diamètre de la colonne en mm 
100-5: Taille des pores en Å et diamètre des billes en µm 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1% Acide formique 

 Temps (min) Eau ( % v) Acétonitrile ( % v) 

Gradient 

0 90 10 

15 0 100 

18 0 100 

Débit 1 mL/min 

Détection en UV 290 nm 
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Figure 131 : Chromatogramme de l’acide folique azide par HPLC (détection en UV à 290 
nm) 

La pureté de l’AF-N3 est estimée à 80 % en se basant sur les aires des pics caractéristique de 

l’AF et de l’AF-N 3.  

 

Figure 132 : Spectres RMN 1H (DMSO-d6, 298 K) de(a) AF commercial et (b) dérivé AF-N3 
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b) Post-fonctionnalisation des nanoparticules avec l’acide folique 

La post-fonctionnalisation des NPs avec AF-N3 a été réalisée sur des NPs déjà « Clickées » 

comportant un cœur PANB-N3 et une couronne Dex-Alcyne.  

On introduit 3 mL de suspension de NPs dans l’eau milli-Q (à 5 mg/mL) ainsi que 5,21 mg 

d’AF-N3 dissous dans 100 µL de DMSO dans un schlenk. Ceci revient à introduire 5 

équivalents de fonctions azoture d’AF-N3 par fonctions alcyne libres et estimées présentes à 

la surface des NPs (quantifiées via le spectre RMN 1H des NPs). Pour réaliser cette post-

fonctionnalisation, on introduit 5,5 équivalentsde CuSO4 par fonctions azoture et 10 

équivalents d’acide ascorbique (AAsc) par mole de CuSO4. Après ajout du catalyseur 

(CuSO4/AAsc), le milieu réactionnel est maintenu à température ambiante et sous agitation 

pendant toute une nuit. Les NPs post-fonctionnalisées sont lavées 3 fois par centrifugation 

(13 000 tr/min, 45 minutes à 15°C) puis mises en contact avec une solution aqueuse d’EDTA 

(5 équivalents par équivalent de CuSO4) pendant une nuit sous agitation et à température 

ambiante. Les NPs post-fonctionnalisées sont à nouveau lavées par centrifugation, puis 

caractérisées par mesure de leurs tailles par HPPS 

A partir du spectre RMN 1H des NPs post-fonctionnalisées avec AF-N3 (Figure 133 ) lavées et 

lyophilisées sans cryoprotecteur, il est possible d’évaluer la masse d’AF présente à la surface 

des NPs par unité de masse (g) de PANB-N3 par la formule suivante : 

 

MAF (g/g PANB) = ( 𝐴𝐶𝐻(𝐴𝐹)

𝐴𝐶𝐻2
2
(𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3 )

) × (
𝑀𝐴𝐹

𝑀𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3
) 

Avec : 

ACH : Aire du CH de l’acide folique (8,6 ppm)  

ACH2 (PANB-N3) : Aire du CH2 de l’unité monomèredu PANB-N3 (5,2 ppm) 

MPANB-N3 : Masse molaire de l’unité monomère du PANB-N3(207 g/mol) 

MAF: Masse molaire de l’AF-N3 (441 g/mol) 
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Figure 133 : Spectres RMN 1H (DMSO-d6, 298 K) (a) des NPs composées d’un cœur de 

PANB-N3 et d’une couronne de Dex-Alcyne (b) de l’AF-N3 et (c) des NPs post-

fonctionnalisées avec l’AF 

2) Post–fonctionnalisation des nanoparticules avec un peptide de ciblage 

a) Synthèse du peptide ETTCASLCYP-résine 2-chlorotrityl 

La synthèse du peptide ETTCASLCYP-résine 2-chlorotrityl (Figure 134) (masse molaire 

égale à 1086,44 g/mol) est réalisée sur un support solide en utilisant une résine 2-chlorotrityl 

(2CT)portant le résidu proline (Proline H-L-Pro-2CT chargée à 0,55 mmol/g, Iris Biotech 

GmbH, Germany). La synthèse est réaliséeà l’aide d’unsynthétiseur de peptides (ResPep XL, 

Intavis AG Bioanalytical Instruments, Allemagne) sur une échelle de synthèse de 200 μmol 

par réacteur,en utilisant une stratégie Fmoc/tBu. Les acides aminés utilisés dans cette synthèse 

peptidique sont protégés par des groupements trityle ou tert-butyle sur leurschaînes latérales. 

Le solvant utilisé pour les réactions de couplage dans cette synthèse peptidique est le N,N-

Diméthylformamide (DMF).La déprotection des groupements Fmoc des différents acides 

aminés au cours de la synthèse peptidique est réalisée en utilisant une solution de pipéridine 

(Sigma-Aldrich, Germany) à 20% dans du DMF. Les acides aminés sont activés 

CH
(AF)

2 CH
(AF)

CH2

(PANB)

CH
(Dextrane)
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avecduHexafluorophosphate de (1H-benzotriazol-1-yloxy)(diméthylamino)-N,N-

diméthylméthaniminium (HBTU, Iris Biotech)en présence de N-méthylmorpholine (NMM) 

(Alfa-Aesar GmbH, Germany) dans le DMF. La NMM est utilisée comme base car elle 

s’élimine facilement avec un lavage à l’eau. L’excès d’acides aminés et de réactifs n’ayant 

pas réagi au cours de la synthèse peptidique sont éliminés au cours des différents lavages 

réalisés 3 fois avec du DCM, 3 fois avec du méthanol et 3 fois avec du DMF.. Une étape de 

« capping » avec de l’anhydride acétique après chaque étape de couplage est nécessaire pour 

bloquer (acétyler) les fonctions amines libres sur la résine n’ayant pas réagit.  
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Figure 134 : Formule développée du peptide ETTCASLCYP 

Pour réaliser des analyses, le clivage du peptide accroché sur la résineest réalisé sur une petite 

quantité de peptide-résine avec un mélange acide trifluoroacétique (Acros 

organics)/Triisopropylsilane (Sigma-Aldrich)/eau (95/2,5/2,5, v/v/v) pendant 2 h à 

température ambiante. Le volume total du mélange à employer est calculé à raison de 1 mL 

pour 100 mg de peptide-résine. Après le clivage, 3 rinçages de la résine sont réalisés avec 

environ 2 mL de DCM, puis 3 fois avec 2 mL de DMF afin de récupérer le peptide clivé dans 

les filtrats. Le peptide clivé brut est alors précipité dans de l'éther diéthylique à froid puis 

lyophilisé. Il est ensuite analysé par chromatographie en phase liquide couplée à un 



PARTIE III : MATERIELS ET METHODES 

 

 
235 

 

spectromètre de masse (LC-MS) dont les conditions sont regroupées dans leTableau 36 et les 

résultats obtenus sont présentés dans les Figures 135 et 136. 

Tableau 36 :Conditions d’analyse du peptide ETTCASLCYP par LC-MS 

Colonne 
Colonne Nucleodur C18 250 x 4,6 10µm 

250 x 4,6 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 
10 µm : Taille des billes 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1% Acide formique 

 Temps (min) Eau ( % v) Acétonitrile ( % v) 

Gradient 

0 95 5 

25 0 100 

30 0 100 

Débit 1 mL/min 

Volume injecté 20 µL 

Détectionen en UV 214 nm 

Détection en MS Ionisation positive par Electrospray (m/z entre 100 et 2000) 

 

 
 

Figure 135 :Chromatogramme du peptide ETTCASLCYP 
(détection en UV à 214 nm) 

Figure 136 :Spectre de masse du peptide 
ETTCASLCYP (pic principal tR=9,413 min) 

 

b) Synthèse du dérivé Azidohexyl-Leu-OH 

La modification de la leucine avec l’acide 6-azidohexanoïque (Figure 137) (masse molaire 

égale à 270,19 g/mol) a été réalisée sur un support en utilisant également une résine 2-

tR= 9,413 min

[M+H]+= 1088 

[M+2H]2+= 544
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chlorotrityl (2CT)portant le résidu Leucine (H-L-Leu-2CT chargée à 0,82 , Iris Biotech 

GmbH, Germany). Le couplage de l’acide 6-azidohexanoïque avec la H-L-Leu-2CTest 

réalisée manuellement. La synthèse de l’acide 6-azidohexanoïque a été décrite précédemment. 

Les réactifs utilisés pour réaliser ce couplage sont regroupés dans le Tableau 37. La résine est 

directement pesée dans le réacteur et gonflée trois fois avec du DMF. Les autres réactifs sont 

solubilisés séparemment dans du DMF, puis mélangés dans l’ordre suivant : l’acide 6-

azidohexanoïque, 1-hydroxybenzotriazole (HOBt, Sigma),N,N-diisopropyléthylamine (DIEA, 

Sigma) et HBTU, avant d’être rajoutés dans le réacteur. 

 

Figure 137 : Formule développée de l’azidohexyl-Leu-OH 

Tableau 37 : Réactifs employés pour le couplage de la leucine avec l’acide 6-
azidohexanoïque 

 H-L-Leu-2CT HBTU HOBt DIEA 
Acide 6-

azidohexanoïque 

Equivalent 1 3 3 6 3 

Nombre de mole 

(mmol) 
0,82 2,46 2,46 5,27 2,46 

Masse (mg)/Volume 

(µL) 
1000 mg 930 mg 330 mg 850 µL 386 mg 

Volume de DMF (mL) x 2,5 1,93 0,81 1,25 

 

Le couplage entre l’acide 6-azidohexanoique et la résine H-L-Leu-2CT est réalisé à 22°C 

pendant 2,5 h, sous agitation à 500 tr/min (shaker). Le clivage de la leucine modifiée de la 

résine est réalisé de la même façon que le clivage du peptide décrit précédemment. Les 

conditions de purification par HPLC préparative et d’analyse par LC-MS de l’azidohexyl-

Leu-OH par HPLC préparative sont regroupées dans les Tableaux 38 et 39. Le 

chromatogramme et le spectre de masse de l’azidohexyl-Leu-OH sont représentés dans les 
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Figures 138 et 139. Une analyse par RMN 1H a été aussi réalisée sur le produit purifié (Figure 

140). 

Tableau 38: Conditions de purification de l’azidohexyl-Leu-OH par HPLC préparative 

Colonne 

Colonne Nucleosil C18 250 x 21 100-5 

250 x 21 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 

100-5 : Taille des pores et taille des billes en µm 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1 % Acide trifluoroacétique 

 Temps (min) Eau ( % v) Acétonitrile ( % v) 

Gradient 

0 95 5 

10 85 15 

35 0 100 

Débit 15 mL/min 

Détection UV 214 nm 

 

Tableau 39 :Conditions d’analyse de l’azidohexyl-Leu-OH par LC-MS 

Colonne 
Colonne Nucleodur C18 250 x 4,6 10µm 

250 x 4,6 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 
10 µm : Taille des billes 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1% Acide formique 

 Temps (min) Eau( % v) Acétonitrile ( % v) 

Gradient 

0 85 15 

15 0 100 

20 0 100 

Débit 1 mL/min 

Volume injecté 20 µL 

Détectionen UV 214 nm 

Détection MS Ionisation positive par Electrospray (m/z entre 100 et 600) 
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Figure 138 :Chromatogramme de 
l’azidohexyl-Leu-OH (détection en UV à 

214 nm) 

Figure 139 : Spectre de masse del’azidohexyl-Leu-
OH (pic principal tR=12,012 min) 

 

 

Figure 140 : Spectre RMN 1H (DMSO-d6, 298 K)de l’azidohexyl-Leu-OH 

c) Couplage de l’azidohexyl-Leu-OH et ETTCASLCYP-résine 2-chlorotrityl  

Le couplage de l’azidohexyl-Leu-OH avec le peptide ETTCASLCYP-résine 2-chlorotrityl  est 

réalisé manuellement. Les réactifs utilisés pour réaliser ce couplage sont regroupés dans le 

Tableau 40. La résine sur laquelle le peptide est encore fixé (ETTCASLCYP-résine 2-

chlorotrityl) est directement pesée dans le réacteur et est gonflée 3 fois avec du DCM et 3 fois 

avec du DMF. Les autres réactifs sont solubilisés séparemment dans du DMF, puis mélangés 

dans l’ordre suivant : l’azidohexyl-Leu-OH, HOBt, DIEA  et HBTU puis le tout est rajouté 

dans le réacteur. Le couplage entre l’azidohexyl-Leu-OH et le peptide ETTCASLCYP-résine 

2-chlorotrityl est réalisé à 22°C pendant 2,5 h, sous agitation à 500 tr/min (shaker). Le clivage 

tR= 12,012 min
[M+H]+= 271 

[M+2H]2+= 312
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du peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH (masse molaire égale à 1338,59 g/mol) de la 

résine(Figure 141) est réalisé de la même façon que le clivage du peptide décrit 

précédemment. 
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Figure 141 : Formule développée du peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH 

 

Tableau 40 : Réactifs employés pour le couplage de l’azidohexyl-Leu-OH avec le peptide 

ETTCASLCYP 

 
Azidohexyl-

Leu-OH 
HBTU HOBt DIEA 

ETTCASLCYP-

résine chlorotrityl 

Equivalent 3 3 3 6 1 

Nombre de mole 

(µmol) 
600 600 600 1200 200 

Masse 

(mg)/Volume (µL) 
162 mg 227 mg 81 mg 208 µL -- 

Volume de DMF 

(mL) 
1,6 1,2 1,2 0,16 -- 

 

Les conditions de purification par HPLC préparative et d’analyse par LC-MS du peptide 

azidohexyl-LETTCASLCYP-OH sont regroupées dans les Tableaux 41 et 42. Le 

chromatogramme et le spectre de masse correspondants sont représentés dans les Figures 142 

et 143. Une analyse par RMN 1H est réalisée sur sur le peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-

OH purifié (Figures 144 et 145). 
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Tableau 41 : Conditions de purification du peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH par HPLC 
préparative 

Colonne 
Colonne Nucleosil C18 150 x 21 5µm 

250 x 21 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 
5 µm: Taille des billes 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1% Acide trifluoroacétique 

 Temps (min) Eau ( % v) Acétonitrile ( %v) 

Gradient 

0 95 5 

25 0 100 

35 0 100 

Débit 9 mL/min 

Détection UV 214 nm 

 

Tableau 42 :Conditions d’analyse du peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH par LC-MS 

Colonne 
Colonne Nucleodur C18 250 x 4,6 10µm 

250 x 4,6 : Longueur et diamètre de la colonne en mm 
10 µm : Taille des billes 

Solvant Eau/Acétonitrile (v/v) + 0,1%Acide formique 

 Temps (min) Eau ( % v) Acétonitrile ( % v) 

Gradient 

0 95 5 

25 0 100 

30 0 100 

Débit 1 mL/min 

Volume injecté 20 µL 

Détection UV 214 nm 

Détection MS Ionisation positive par Electrospray (m/z entre 200 et 2000) 
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Figure 142 : Chromatogramme de l’azidohexyl-
LETTCASLCYP-OHet détection en UV à 214 nm 

Figure 143 : Spectre de masse del’azidohexyl-
LETTCASLCYP-OH (pic principal tR=15,62 

min) 

 
Figure 144 :Spectre RMN 1H (DMSO-d6, 298 K) du peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH 

 

tR= 15,62 min

[M+H]+= 1340 

[M+2H]2+= 670
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Figure 145 :Spectre RMN 2D TOCSY homonucléaire 1H-1H (DMSO-d6, 298 K) du peptide 
azidohexyl-LETTCASLCYP-OH 

 

d) Post-fonctionnalisation des nanoparticules avec l’azidohexyl-

LETTCASLCYP-OH 

La post-fonctionnalisation des NPs « Clickées » (cœur PANB-N3 et couronne Dex-Alcyne) 

avec le peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH est réalisée de la même façon que la 

fonctionnalisation des NPs par l’AF-N3,c’est-à-dire  par réaction de chimie Click. 

On introduit dans un schlenk 2 mL de suspension de NPs dans l’eau milli-Q (5 mg/mL) ainsi 

que 5 mg de peptide de ciblage dissous dans un mélange acétonitrile/t-butanol (400 µL, 1/1, 

v/v). Cela revient à introduire 5 équivalents de fonction azoture par fonctions alcyne libres 

estimées présentes à la surface des NPs (quantifiées par spectre RMN 1H des NPs). Le 

catalyseur utilisé est le CuSO4/AAsc (conditions identiques à la post-fonctionnalisation des 

NPs avec l’AF-N3). La procédure adoptée pour les étapes de lavage et d’élimination du cuivre 

par l’EDTA est la même que dans le cas des NPs post-fonctionnalisées avec l’AF. Les NPs 

sont caractérisées par mesure de leurs tailles par HPPS.  

La quantification de peptide présent à la surface des NPs a été réalisée par UV sur des NPs 

composées d’un cœur de PLA-N3 et de couronne de Dex-alcyne. Cette quantification a été 

LETTCASLCYP
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réalisée sur des NPs de PLA au lieu de PANB car le PLA n’absorbe pas en UV, contrairement 

au PANB qui absorbe en UV (entre 200 nm et 300 nm avec un maximum d’absorption à 265 

nm). Or le peptide sélectionné contient une tyrosine (Tyr, T) qui absorbe à 280 nm. Cette 

absorption est donc faussée par la présence de chaînes de PANB, d’où notre choix du PLA. À 

partir d’une courbe de calibration du peptide dans le DMSO (Figure 146) et en connaissant 

l’absorbance mesurée pour une solution DMSO de NPs post-fonctionnalisées d’une 

concentration connue (mg/mL), il est possible d’évaluer la concentration du peptide 

(azidohexyl-LETTCASLCYP-OH) présente à la surface des NPs(en mg/mL).  

 

 

Figure 146 :Courbe de calibration du  peptide azidohexyl-LETTCASLCYP-OH dans le DMSO 

(Observation par UV à 280 nm) 

 

3) Post–fonctionnalisation des nanoparticules avec l’azoture de α-D-

Mannopyranosyle 

L’azoture de α-D-Mannopyranosyle (Man-N3, 95 %) (Figure 147) provient de Apollo 

Scientific et est utilisé sans modification préalable. La post-fonctionnalisation des NPs avec 

ce sucre est réalisée de la même façon que les cas de post-fonctionnalisation précédentes, 

c’est-à-dire par réaction de chimie Click en introduisant 5 équivalents de fonction azoture  par 

fonctions alcyne. Pour cela, on introduit 4 mL de suspension de NPs Clickées (cœur PANB-

N3 couronne Dex-Alcyne, 5 mg/mL) lavées avec de l’eau milli-Q par centrifugation ainsi que 

2 mg de Man-N3 (100µL d’eau milli-Q) dans un schlenk. Le catalyseur utilisé (CuSO4/AAsc) 

et les étapes de lavage et d’élimination  du CuSO4 résiduel sont les mêmes que dans les cas 

précédents de post-fonctionnalisation. A partir du spectre RMN 1H des NPs lavées et 

y = 1,828x
R² = 0,9849

0

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

A
b

so
rb

an
ce

 (2
8

0
 n

m
)

[Peptide] (mg/mL)



PARTIE III : MATERIELS ET METHODES 

 

 
244 

 

lyophilisées sans cryoprotecteur (Figure 148), il est possible d’évaluer la masse de Mannose 

présente à la surface des NPs par unité de masse (g) de PANB-N3 par la formule suivante :  

MMannose (g/g PANB) =(𝐴𝐶𝐻(𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒−𝑁3)
𝐴𝐶𝐻2
2
(𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3 )

) × (
𝑀𝑀𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑒

𝑀𝑃𝐴𝑁𝐵−𝑁3
) 

Avec : 

AcH : Aire du proton anomérique du Mannose-N3 (5,3 ppm) 

ACH2(PANB-N3) : Aire du CH2 de l’unité monomère du PANB-N3 (5,2 ppm) 

MPANB-N3 : Masse molaire de l’unité monomère du PANB-N3(207 g/mol) 

MMannose : Masse molaire de l’azoture de α-D-Mannopyranosyle (180 g/mol) 

 
Figure 147 : Formule développée de l’azoture de α-D-Mannopyranosyle 

  

Figure 148 :Spectres RMN 1H (DMSO-d6, 298 K)(a) des NPs composées d’un cœur de PANB-

N3 et d’une couronne de Dex-Alcyne (b) de l’azoture de α-D-Mannopyranosyle et (c) des NPs-
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La chimiothérapie est un traitement reposant sur la prise d’un ou de plusieurs principes 

actifs chimiothérapeutiques « anticancéreux ». Depuis les années 70, de nombreux 

médicaments anticancéreux ont été révélés. Ils agissent soit en détruisant les cellules 

cancéreuses soit en arrêtant leur multiplication, mais présentent des effets secondaires d’où le 

recours à la vectorisation de ces anticancéreux via des nanovecteurs. Ces nanovecteurs ont 

l’avantage de protéger le PA de sa dégaradation in vivo, de l’adresser sélectivement vers les 

cellules à traiter et d’en contrôler sa libération dans l’espace et dans le temps. 

Au cours de ces travaux de thèse, des nanovecteurs particulaires (nanoparticules - 

NPs) photosensibles chargés en Doxorubicine (DOX) ont été élaborés. Plus précisément les 

NPs étudiées dans le cadre de ce doctorat sont des systèmes cœur/couronne formulés à l’aide 

de deux matériaux biocompatibles et biodégradables/bioéliminables: le poly(acrylate d’o-

nitrobenzyle) (PANB) et le DexAlcyne-15dérivé hydrophobisé du dextrane. 

La partie bibliographique de ce manuscrit se composait de trois parties. Dans la 

première partie, les différents types de cancers colorectaux et les traitements actuellement 

proposés ont été présentés. La deuxième partie traitait de la vectorisation d’anticancéreux, de 

l’évolution des vecteurs au cours du temps et des procédés employés pour l’élaborer ces 

nanovecteurs. Enfin, dans la troisième partie les modes de libération d’un principe actif (PA) 

encapsulé au sein des NPs  ( libérations par simple diffusion ou provoquée par un stimilus et 

plus particlièrement photo-déclenchée) ont été exposés. 

La seconde partie du manuscrit se découpait en quatre chapitres. 

 Le premier chapitre a été dédié à la synthèse des polymères précurseurs utilisés par la 

suite pour élaborer les NPs. D’une part, nous avons exposé la synthèse des PANB-Br par 

polymérisation SET-LRP de l’acrylate d’o-nitrobenzyle à 25°C dans le DMSO en utilisantle 

2-bromoisobutyrate d’éthyle (EBiB) comme amorceur, le Me6TREN comme ligand et du 

cuivre sous les formes Cu0 et CuIIBr2 comme système catalytique. Le polymère obtenu 

(PANB-Br) a été produit avec succès grâce au contrôle maitrisé de la SET-LRP de ce 

monomère ce qui est assez rare dans la littérature. Par la suite, le brome terminal de ces 

chaînes macromoléculaires a été aisement substitué par un azoture, sans dégradation de 

chaîne, pour conduire au PANB-N3. En parallèle, l’hydrophobisation partielle du dextrane a 

été réalisée par estérification de quelques fonctions hydroxyle du dextrane natif par des 

chaînes grasses présentant un alcyne terminal. La capacité du composé alors produit 

(DexAlcyne-15) à abaisser la tension superficielle d’une solution aqueuse nous a permis 

d’envisager son utilisation comme tensioactif hydrosoluble dans  les procédés d’élaboration 

des NPs. Enfin, plusieurs copolymères Dex-g-PANB présentant différentes fractions 
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massiques en PANB ont été produits en appliquant la stratégie « grafting onto » et en mettant 

en œuvre une réaction de chimie « Click » CuAAC entre les fonctions azoture des chaînes 

PANB-N3 et les fonctions alcyne du DexAlcyne-15.  

Le deuxième chapitre a été consacré à l’obtention et aux caratérisations physico-

chimiques des NPs de PANB recouvertes de DexAlcyne-15. Tout d’abord, les Dex-g-PANB 

présentant une fraction massique importante en PANB (> 40 %), solubles dans un mélange 

THF/H2O, ont été nanoprécipités sans recourir à un tensioactif supplémentaire. Le seond 

procédé testé, plus énergétique que la nanoprécipitation, est l’émulsion-évaporation de solvant 

organique. Dans ce cas, le PANB-N3 est dissous en phase organique alors que le DexAlcyne-

15 est employé comme tensioactif hydrosoluble stabilisant de l’interface liquide/liquide formé 

au cours de ce procédé. Grâce à leurs fonctions complémentaires (azoture et alcyne), une 

réaction de chimie Click CuAAC a pu avoir lieu, in situ, à l’interface liquide/liquide, pendant 

l’étape de sonication. Deux systèmes de catalyseurs ont été évalués (CuBr et CuSO4/AAsc) et 

trois lots de NPs ont ainsi pu être formulés : NPs « non Clickées », NPs « Clickées » CuBr et 

NPs « Clickées » CuSO4/AAsc. Quel que soit le procédé employé, des NPs de distribution 

étroite centrée autour des diamètres moyens compris entre 120 et 170 nm ont été formulées. 

Ces NPs ont ensuite été caractérisées par diverses techniques. Ainsi, l’épaisseur de la 

couronne dextrane située à la surface des NPs a été estimée de 4 nm à 10 nm dans le cas des 

NPs produites par nanoprécipitation, et de 4 nm à 8 nm pour les NPs produites par le seond 

procédé. La quantité de dextrane présente dans les NPs varie quant à elle de 109 à 916 mg par 

g de PANB selon les conditions expérimentales employées. La présence de cette couronne 

dextrane à la surface des NPs permet alors d’écranter les charges surfaciques du cœur PANB, 

et accroît considérablement la stabilité colloïdale de ces objets, quel que soit le procédé de 

formulation employé. Ainsi, toutes les NPs syntéhtisées sont stables en solutions salines 

jusqu’à une concentration en NaCl égale à 1 mol/L, ce qui n’est pas le cas des NPs dites 

« nues ». L’étude de la stabilité du recouvrement de ces NPs en présence d’un tensioactif 

compétitif (SDS) ou du milieu de culture des cellules cancéreuses sélectionnées pour la suite 

de cette étude (DMEM) a de plus clairement démontré l’avantage d’une immobilisation 

covalente de la couronne dextrane sur le cœur des NPs (cas des NPs « Clickées ») par rapport 

à une couronne adsorbée de façon physique à la surface des NPs (cas des NPs « non 

Clickées »). La lyophilisation des suspensions de NPs a ensuite été réalisée en présence d’un 

cryoprotecteur (tréhalose) à raison de 10 mg/mL de suspension, afin de pouvoir aisément 

redisperser les NPs après lyophilisation et faciliter alors la conservation des NPs. Par la suite, 

le caractère photosensible des NPs a été mis en évidence en appliquant différentes puissances 
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et durées d’irradiation UV. L’évaluation de ce caractère photosensible a été réalisée par deux 

techniques : suivi de l’intensité diffusée de la suspension de NPs avec l’irradiation et par 

dosage par RMN 1H des unités ANB résiduelles après irradiation. Les résultats obtenus ont 

montré qu’une irradiation de 30 secondes à une puissance de 54mW/cm2 permettait de 

photolyser environ 70 % des unités ANB initialement présentes dans les NPs, mais que ces 

NPs n’étaient pour autant pas encore dissoutes à ce stade. 

Des tests d’encapsulation de la DOX puis de libération in vitro de la DOX ont été 

exposés dans le troisième chapitre. Le premier objectif de cette étude était d’optimiser 

l’encapsulation de la DOX dans les NPs tout en gardant une taille nanométrique des NPs et 

une distribution de taille monomodale assez étroite. Pour ce faire, trois paramètres ont été 

étudiés: la neutralisation préalable de la DOX par la triéthylamine, le rapport massique 

DOX/PANB dans la phase organique utilisée lors du procédé émulsion-évaporation de solvant 

organique et la réalisation simultanée d’une réaction de chimie « Click » interfaciale et de 

l’encapsulation de la DOX au sein de ces NPs. Quel que soit le lot de NPs produit (NPs « non 

Clickées », « Clickées » CuBr ou « Clickées » CuSO4/AAsc), une meilleure encapsulation de 

la DOX a été atteinte après neutralisation préalable avec la triéthylamine. L’efficacité 

d’encapsulation a pu être optimisée en variant le rapport massique DOX/PANB et les 

meilleurs résultats ont été observés avec une fraction massique initiale de DOX dans la phase 

organique égale à 35,89 %. Au-delà de cette proportion, des particules ayant un diamètre trop 

important pour l’application visée ont été obtenues. Nous avons également montré que la 

réaction de chimie Click interfaciale catalysée par CuBr, n’influencait pas le taux de charge et 

l’efficacité d’encapsulation par rapport aux NPs « non Clickées ». En revanche, le système 

CuSO4/AAsc conduit à la réduction du taux de charge et de l’efficacité d’encapsulation 

probalement relié à l’ hydrolyse acide de la doxorubicine. Par la suite, la libération de la DOX 

hors des NPs a été suivie par deux mécanismes : la libération par simple diffusion et la 

libération photo-déclenchée par irradiation UV. Deux milieux de libération (PBS et DMEM) 

ont alors été employés. Nous avons pu observer que la libération par simple diffusion était 

plus rapide dans le PBS que dans le DMEM, en accord avec la solubilité limitée de la DOX 

dans ce dernier milieu. Cependant la quantité de DOX libérée n’atteigait pas les 20 % même 

après 48 h, quelles que soient les NPs étudiées. En revanche, lorsque la libération de la DOX 

est déclenchée sous irradiation UV, cette libération est favorisée par augmentation de la durée 

d’irradiation à une même puissance. De plus, nous avons alors montré que la présence de la 

chimie Click interfaciale lors du procédé d’élaboration des NPs n’affecte toujours pas le profil 

de libération de la DOX. Enfin cette photo-libération de la DOX est progressive après 
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l’irradiation des NPs, quel que soit le type de NPs et le milieu de libération. Ainsi, 30 

secondes d’irradiation à 54 mW/cm² permettent de libérer plus de 40 % (25,2 µM) de la DOX 

contenue dans le cœur des NPs. Ceci confirme le caractère photosensible des particules à 

cœur PANB qui se lysent sous l’effet de l’irradiation UV, entraînant leur dissolution 

progressive et une libération photodéclenchée de leur contenu. Tous ces résultats nous ont 

permis de valider l’utilisation de ces NPs comme potentiels systèmes stimulables de 

délivrance de médicament.  

Enfin, dans le dernier chapitre le potentiel biologique de ces NPs photosensibles a été 

évalué en menant plusieurs tests préliminaires. D’une part, leur biocompatibilité au contact 

des cellules Caco-2 a été vérifiée et il a été montré que les NPs élaborées par le procédé 

d’émulsion-évaporation de solvant organique, avec ou sans chimie Click interfaciale, 

pouvaient être utilisées jusqu’à 114 μg/mL in vitro sans présenter de toxicité avérée après 48 

h d’incubation. La résistance à l’irradiation des cellules Caco-2 seules et en présence des NPs 

a également été étudiée. Nous avons pu montrer que le renouvellement du milieu de culture 4 

h après l’irradiation (puissance de 54 mW/cm²) permettait de mimer le drainage naturel du 

côlon et était bénéfique à la viabilité cellulaire.  D’autre part, des tests de libération de la 

DOX in vitro par simple diffusion ou délenchée par irradiation UV ont été réalisés. Alors que 

la libération par simple diffusion est très lente, 30 secondes d’irradiation à une puissance 

égale à 54 mW/cm2 suffisent pour libérer suffisamment de DOX et éradiquer environ 50 % 

des cellules Caco-2, dans le cas de NPs présentant un taux de charge de DOX égal à 30 %. 

Enfin, des études préliminaires sur la post-fonctionnalisation des NPs ont été menées dans le 

but d’atteindre un ciblage actif des cellules Caco-2. Ces expériences préliminaires ont consisté 

à étudier le couplage de divers ligands (AF-N3 et Man-N3) ou peptide de ciblage (Peptide-N3) 

à la surface des NPs en réalisant une chimie Click CuAAC en mettant en jeu les alcynes 

résiduels présents dans leur couronne hydrophile surfacique. Au regard de ces premiers 

résultats, les NPs post-fonctionnalisées peuvent être considérées comme cytocompatibles. Les 

études de libération de la DOX hors des NPs post-fonctionnalisées montrent que la libération  

n’est pas influencée par la présence de ces ligands ou peptide de ciblage à la surface des NPs. 

Cependant, les résultats ne sont pas aussi concluant qu’espérés et des expériences 

complémentaires doivent être réalisées pour conclure sur l’adhésion préférentielle/ 

l’internalisation de ces NPs post-fonctionnalisées à la surface des cellules Caco-2 et donc sur 

un ciblage actif efficace de celles-ci. 

Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent qu’il est possible d’obtenir des NPs 

composées d’un cœur photosensible (PANB) et d’une couronne biodégradable (dérivée du 
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dextrane (DexAlcyne-15). Les caratérisations physico-chimiques et les études biologiques 

réaslisées sur ces objets témoignent de leur potentiel à être utilisés comme des systèmes de 

délivrance photo-déclenchée d’un anticancéreux. Néanmoins, plusieurs points intéressants 

restent à approfondir : 

▪ Caractérisation plus poussée de la morphologie de NPs en réalisant par exemple des 

analyses par diffusion de neutrons aux petits angles pour mieux connaître la structure 

interne de ces NPs. 

▪ Tester l’encapsulation de la Doxorubicine dans les NPs élaborées par 

nanoprécipitation à partir des glycopolymèresDex-g-PANB. 

▪ Tester l’encapsulation d’autres anticancéreux tels que le Paclitaxel au sein des NPs ou 

encapsuler un mélange d’anticancéreux pour atteindre peut-être une synergie de leur 

action ; puis étudier leur cinétique de libération. 

▪ Etudier par tests ELISA les interactions spécifiques des ligands utilisés pour la post-

fonctionnalisation des NPsavec des récepteurs surexprimés à la surface des cellules 

Caco-2. 

▪ Etudier l’adhésion des NPs à la surface des cellules Caco-2, voire leur internalisation 

en formulant des NPs fluorescentes (utilisation de dérivé fluorescent du dextrane ou 

nanoparticule chargée de Doxorubicine par exemples). 
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Nanoparticules photosensibles pour un traitement anticancéreux plus efficace 

Résumé  

Ce doctorat portait sur le développement de nanoparticules (NPs) photosensibles constituées d’un 
cœur photolysablepoly(acrylate d'o-nitrobenzyle) (polymère hydrophobe biocompatible - PANB) et 
d’une couronne basée sur un dérivé du dextrane (polysaccharide bactérien, hydrophile et 
biodégradable).  

Dans un premier temps, le PANB-N3 a été synthétisé par i) polymérisation radicalaire contrôlée (SET-
LRP) de l’acrylate d’o-nitrobenzyle puis ii) modification chimique de l’extrémité de chaîne par une 
fonction azoture. En parallèle, le dextrane a été hydrophobisé par quelques chaînes grasses dotées d’un 
groupe alcyne (obtention du DexAlcyne-15). Ces polymères précurseurs peuvent alors réagir par 
chimie click CuAAC (Cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu(I)) pour engendrer divers 
glycopolymères greffés Dex-g-PANB. 

Dans un deuxième temps, les NPs ont été formulées par deux procédés puis caractérisées en termes de 
taille, recouvrement en dextrane (quantité par gramme de PANB, épaisseur de la couche surfacique) et 
stabilité colloïdale en milieu salin, en présence de tensioactif compétitif ou dans un milieu de culture 
(DMEM). Le procédé de nanoprécipitation a été appliqué aux Dex-g-PANB présentant de fortes 
fractions massiques en PANB (>40%) alors que le procédé d’émulsion-évaporation de solvant 
organique a été mis en œuvre en utilisant le DexAlcyne-15 comme tensioactif hydrosoluble et le 
PANB-N3 comme matériau hydrophobe. Grâce à leurs fonctionnalités complémentaires, une réaction 
CuAAC peut (ou non) avoir lieu à l’interface liquide/liquide pendant l’élaboration des NPs et conduire 
à l’obtention de NPs « non clickées » ou « clickées ». Enfin, le caractère photosensible des NPs a été 
validé par irradiation UV en observant une disparition progressive des NPs résultant de la photolyse 
des PANB. 

Afin d’utiliser ces NPs comme systèmes stimulables de délivrance de médicaments, un anticancéreux 
(Doxorubicine - Dox) a été encapsulé au sein des NPs, pendant leur élaboration.  

Cette encapsulation a été optimisée et les NPs chargées de DOX ont été caractérisées en termes de 
taille et d’efficacité d’encapsulation. La libération de la DOX hors des NPs a ensuite été suivie par 
simple diffusion, ou provoquéepar irradiation UV.  

Enfin, le potentiel biologique de ces NPs a été évalué vis-à-vis d’une lignée cellulaire tumorale 
humaine d'origine intestinale isolée d'un adénocarcinome colique (Caco-2). Après vérification de leur 
biocompatibilité et de la résistance des Caco-2 aux irradiations UV, nous avons pu montrer que les 
NPs chargées pouvaient libérer suffisamment de DOX en seulement 30 secondes d’irradiation 
(puissane: 54mW/cm2) pour éradiquer plus de 50% de ces cellules cancéreuses. 

Mots clés: 

Nanoparticules, photosensible, polysaccharide, biocompatible, biodégradable, émuslion-évaporation 
de solvant organique, nanoprécipitation, anticancéreux, encapsulation 
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Photosensitives nanoparticles for more efficient cancer treatment 

Abstract 

This work was focused on the development of light-sensitive nanoparticles (NPs) based on a 
photodegradable poly(o-nitrobenzyl acrylate) core(PNBA, hydrophobic and biocompatible polymer) 
and a dextran derivative shell (dextran is a biodegradable and hydrophilic bacterial polysaccharide).  

Firstly, PNBA-N3 was synthesized by i) Single-Electron Transfer Living Radical Polymerization 
(SET-LRP) of o-nitrobenzyl acrylate then ii) introduction of one azide end-function. In the same time, 
DexAlkyne-15 carrying several alkyne groups was produced by hydrophobization of dextran. Such 
DexAlkyne-15 and PNBA-N3 can react by CuAAC (Cu(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition) click 
chemistry leading to Dex-g-PNBA glycopolymers with various macromolecular parameters. 

Secondly, NPs were produced by comparing two processes then characterized in terms of size, dextran 
amount, shell thickness and colloidal stability in NaCl or cell culture media, or in presence of one 
strong surfactant. On one hand, NPs were made by nanoprecipitation of Dex-g-PNBA exhibiting high 
PNBA weight fractions (>40 %). On the other hand, NPs were produced by emulsion-evaporation of 
the organic solvent using DexAlkyne-15 as water-soluble surfactant and PNBA-N3 as hydrophobic 
materials. In this case, in situ CuAAC occurred (or not) at the liquid/liquid interface during the NPs 
formulation, leading to “clicked” and “not-clicked” NPs. Finally, NPs disruption was studied by UV 
irradiation according the PNBA chains photolysis.  

To use such NPs as smart drug delivery systems, Doxorubicin (DOX - an anticancer agent), was 
loaded inside the NPs during their elaboration. The experimental conditions were optimized to 
enhance the DOX encapsulation. The kinetics release of encapsulated DOX were studied by diffusion 
or under UV irradiation.  

Finally, the biological potential of these NPs was estimated towards Caco-2 (continuous line of 
heterogeneous human epithelial colorectal adenocarcinoma cells). After checking the NPs 
biocompatibility and theCaco-2 strength under UV irradiation, we proved that such loaded NPs can 
release enough DOX under 30 second irradiation (power: 54mW/cm2) to decrease the Caco-2 viability 
about more than 50%. 

Keywords:  

Nanoparticles, photosensitive, polysaccharide, biocompatible, biodegradable, emulsion-evaporation of 
the organic solvent, nanoprecipitation, anticancer, encapsulation 
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