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Avant-Propos

Les nanoparticules sont actuellement 1’objet de nombreuses études scientifiques dans le
domaine médical, pour la vectorisation de principes actifs, ou pour le diagnostique. Elles
possedent également des propriétés uniques qui les rendent attractives dans le développement
de futurs matériaux, comme leur taille, comprise en 1 et 100 nm, et les propriétés de leur
surface, qui peut étre modifiée a facon, afin qu’elles acquiérent des fonctions différentes, mais
également des solubilités et des capacités de ciblage particuliers.

Les travaux réalisés durant cette thése ont porté sur 1’étude de trois types de nanostructures
formées de nouveaux auto-arrangements polymérisables constitués d’amphiphiles
diacétyléniques : des micelles sphériques, des constructions lipidiques polymérisées adsorbées

a la surface de nanotubes de carbone et des nanotubules de lipide. (Figure 1)

Figure 1. Images de microscopie des différents auto-arrangements : micelles sphériques (a gauche),
constructions lipidiques polymérisées adsorbées a la surface de nanotubes de carbone (au milieu) et
nanotubules (& droite)

Ce manuscrit se compose de cing parties. Dans une introduction générale, nous allons
présenter les différents types d’auto-assemblages constitués de molécules amphiphiles : les
micelles sphériques, 1’adsorption a la surface de nanotubes de carbone puis les nanotubules.

Dans cette introduction, nous exposerons également les méthodes principales pour

~5~



fonctionnaliser des micelles sphériques ainsi que leurs applications. La deuxieme partie
portera sur I’étude de micelles sphériques polydiacétyléniques comportant une téte polaire
acide nitrilotriacétique (NTA), et en particulier sur I’influence de la photopolymérisation sur
la structure des micelles. La troisieme partie traitera de la fonctionnalisation de surface de ces
micelles polymérisées et du développement d’un nouveau type de micelles plus solubles,
portant une téte polaire polyéthyléneglycol, fonctionnalisation qui permettra d’en étudier le
comportement en présence de cellules. Dans une quatriéme partie, une technologie propre au
laboratoire sera examinée : la dispersion programmée en milieu aqueux de nanotubes de
carbone grace a I’adsorption d’amphiphiles synthétiques. Ensuite, nous décrirons I’obtention
de constructions lipidiques photopolymérisées, apres extraction des nanotubes. Dans une
derniere partie, nous étudieront les auto-arrangements obtenus a partir d’un amphiphile
particulier, qui contrairement aux autres amphiphiles que nous avons manipulés, ne forme pas

de micelles sphériques, mais des nanotubules et des hélices.



CHAPITRE 1

Introduction genérale






Chapitre 1

Introduction genérale

I. Les amphiphiles et leurs auto-arrangements

I.1. Les amphiphiles : définition
Les amphiphiles sont des molécules possédant une chaine hydrophobe liée & un groupement
hydrophile. La partie hydrophobe est généralement constituée d’une chaine hydrocarbonée,
tandis que la partie hydrophile est plus variable et permet de classer les amphiphiles en
fonction de leur nature : anionique, comme le dodécylsulfate de sodium (Figure 1.1, A),
cationique, comme le bromure d'hexadécyltriméthylammonium (Figure 1.1, B), neutre,
comme le copolymére bloc PEO-b-PCL (Figure 1.1, C) ou amphotére, comme les

phospholipides (Figure 1.1, D).
A VANV VA VYAV S /\/\/\/\/\/\/\/\@/ i~
SO; Na . N
A B
. y WO
NN W\/\/\Ok“ .

O
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Figure 1.1. Exemples des différents types d’amphiphiles. Anionique : A : Dodécylsulfate de sodium (SDS) ;
Cationique : B : Cétyltriméthylammoniumbromide (CTAB); Neutre : C : Poly(éthyleneoxide)-block-poly(e-
caprolactone) ; Amphotére : D :1,2-Dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phospho-éthanolamine

La structure moléculaire des amphiphiles leur confere des propriétés de tensioactif, c'est-a-

dire qu’ils ont la propriété de modifier la tension superficielle a une interface, comme
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I’interface air/eau. Dans ce cas, la partie hydrophile est localisée dans la phase aqueuse tandis

que la partie hydrophobe est tournée vers 1’air.

|.2. Les auto-arrangements d’amphiphiles

1.2.1. En milieu aqueux

Lorsqu’ils sont solubilisés en milieu aqueux, les amphiphiles peuvent s’auto-arranger pour
former différentes structures qui dépendent de facteurs liés au milieu, comme la température,
la concentration ou le pH,? et de facteurs liés & la géométrie de ’amphiphile lui-méme.
Israelachvili® a proposé la définition d’un paramétre d’assemblage P = v/(ag.lo), ou v est le
volume de la chaine hydrophobe, ao la surface de la téte polaire et I; la longueur de la chaine.
(Figure 2.1) Le type d’auto-arrangement formé dépendra, entre autres, de la valeur du

parametre P, et donc de la géométrie de I’amphiphile :

P < 0,33 : micelles sphériques
0,33 < P < 0,50 : micelles cylindriques
0,5 <P < 1: bicouches sphérigues

P =1 : bicouches planes

P > 1 : micelles sphériques inverses

Figure 2.1. Auto-assemblages obtenus en fonction
du paramétre P de I’amphiphile®

Ainsi, de nombreux types d’auto-arrangements peuvent étre obtenus : des micelles sphériques

aux bicouches, en passant par les micelles cylindriques.



1.2.2. A I’interface liquide/solide

L’interface liquide/solide a laquelle nous allons nous intéresser est ’interface eau/carbone.
Comme nous le verrons par la suite, le carbone peut étre sous forme de graphite ou de
nanotubes, mais le caractere hydrophobe qui permet les auto-arrangements reste le méme. A
I’interface eau/carbone, le phénomeéne est identique a celui observé pour la formation de
micelles sphériques en solution aqueuse : les parties hydrophobes interagissent avec la surface
de carbone, tandis que les tétes polaires se répartissent au contact de la phase aqueuse. Une
schématisation des auto-arrangements des amphiphiles a la surface des nanotubes de carbone

est présentee figure 3.1.

Figure 3.1. Schématisation des auto-arrangements des amphiphiles a la surface de nanotubes de carbone

Dans la suite de cette introduction, nous allons développer plus particulierement trois types
d’auto-arrangements des amphiphiles: les micelles sphériques de copolyméres, les

nanotubules et I’auto-assemblage sur des surfaces de carbone.

I1. Les micelles sphériques de copolymere

Bien qu’il existe des micelles de détergents qui sont les plus anciennement connues,* nous
allons nous focaliser dans ce paragraphe sur les micelles de polymeére, qui sont les plus
décrites et les plus fréeguemment utilisées. Comme nous le verrons, ces micelles ont des
structures proches des micelles que nous voulons synthétiser. Ainsi, établir un état de I’art des

micelles de polymere nous permettra de mettre en lumiere des points de comparaison entre les



micelles de copolymere et nos micelles polydiacétyléniques. Les premiéres micelles de
polymére ont été mises en évidence par Kataoka et coll. & la fin des années 80.> Ces micelles
sont constituées de blocs de copolymére qui s’auto-arrangent en solution aqueuse. Les
copolymeres sont nommes blocs car ils sont constitués d’un bloc hydrophobe et d’un ou

plusieurs blocs hydrophiles.

I1.1. Formation des micelles de copolymere

La formation des micelles de copolymeére se réalise trés souvent suivant le méme protocole :
le polymére est placé dans un solvant (THF ou DMF) qui permet de le solubiliser, a une
concentration supérieure a sa CMC, puis un solvant aqueux est ajouté. Le premier solvant est
ensuite completement remplacé par le second par dialyse. On obtient ainsi des structures

micellaires, solubles en milieu aqueux.

11.2. Les différents types de micelles de copolymere

Les micelles de polymére sont composées d’un ou plusieurs blocs hydrophiles et d’un bloc
hydrophobe. Les blocs hydrophiles sont généralement constitués de polyéthyleneglycol (PEG)
ou polyéthyleneoxyde (PEO), entre 1 et 15 kDa. Des poly(alcool vinylique) ou poly(N-
vinylpyrrolidone) ont plus rarement été utilisés. Le bloc hydrophobe est d’une taille
légérement plus petite que celle du bloc hydrophile.® Si le bloc hydrophobe est une simple
chaine, les micelles seront des micelles de copolymére blocs simples, et s’il est constitué
d’une chaine réticulable que 1’on polymérise aprés formation des micelles, les micelles seront
dites réticulées. Ainsi, les micelles de copolymére peuvent étre constituées de deux blocs’

(diblocs), trois blocs® (triblocs) ou parfois plus, en fonction de la structure du polymére.



11.2.1. Les micelles de copolymeére simples

Les blocs polaires des micelles sont souvent des PEG ou des PEO. La diversité des chaines

hydrophobes est quant a elle, beaucoup plus grande. Les plus courantes sont regroupées dans

la figure 4.1.
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Figure 4.1. Principaux blocs hydrophaobes utilisés pour la synthése de micelles de copolymere blocs

A titre d’exemple, les micelles PEO-b-PCL sont des micelles de copolymére diblocs,
constituées d’un bloc hydrophile (PEO) et d’un bloc hydrophobe (PCL), dont les longueurs
peuvent étre modulées. Les micelles PEO-PPO-PEOQ sont pour leur part, des micelles triblocs,

car elles sont composées d’un bloc hydrophobe et de deux blocs hydrophiles. (Figure 5.1)
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Figure 5.1. Exemples de structures de copolymére diblocs et triblocs



11.2.2. Les micelles de copolymeére réticulées

Les amphiphiles utilisés pour synthétiser les micelles réticulées sont constitués de blocs de
polymeéres contenant des groupements polymérisables qui sont, la plupart du temps, des
groupes allyles. Les micelles de copolymere diblocs peuvent étre réticulées a différents
niveaux : le coeur (core cross-linking), la couronne (shell cross-linking) et la surface.” (Figure

6.1)

Partie hydrophobe  Partie hydrophile
/\/\/\/\/\/\/

Formation de micelles
puis réticulation

s

'"""D%’VW o)
Réticulation Réticulation Réticulation
par le coeur par la couronne de surface

Figure 6.1. Réticulations les plus courantes des micelles de copolymeére blocs

Ces micelles ont été étudiées car elles possédent des caracteéristiques différentes des micelles
simples, notamment une plus grande stabilité vis-a-vis de la dilution, des changements de pH
ou de température.’® Nous allons donner quelques exemples de micelles réticulées dans cette

partie.

11.2.2.a. Les micelles de copolymere réticulées par le cceur

En 1979, les groupes de Prochaska et Baloch'! ont introduit le principe des micelles réticulées

par le cceur. Le cceur des micelles était lié grace a la réaction radicalaire entre des



polybutadiénes activés par irradiation. Par la suite, de nombreuses études ont porté sur la
réticulation du cceur des micelles de copolymére.?™3%*> par exemple, le copolymére bloc
PEG-b-P(LA-co-MAC), soit poly(éthylene glycol)-block-poly[(L-lactide)-co-(5-méthyl-5-
allyloxycarbonyl-1,3-dioxan-2-one)],** comporte des groupements allyliques qui peuvent
polymériser en présence d’AIBN par réaction radicalaire. La figure 7.1 présente la formation
schématique des micelles, le rond gris représentant le ceeur hydrophobe, et la polymérisation

des groupements allyliques dans le cceur des micelles, symbolisée par le rond rouge.

PEG-b-(LA-co-MAC)
CRRRTTR A Formation
des micelles
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— —
PEG-b-P(LA-co-MAC) 60 °C

Figure 7.1. Représentation du copolymere PEG-b-P(LA-co-MAC) et de la réticulation du cceur dans les
micelles™. Masses molaire des blocs n et m : N = 2000 g/mol ; M = 2500 g/mol

11.2.2.b. Les micelles de copolymere réticulées par la
couronne

Wooley et coll ont été les premiers a étudier les micelles réticulées par la couronne.’”*® Ces
micelles peuvent étre réticulées grace a des groupements chimiques réagissant entre deux
blocs une fois la micelle formée. Par exemple, des copolymeres portant des groupements
2,4-dinitrophényles (DNP), connus pour leur role d’antigene, ont été synthétisés :
DNP-PAAso-b-PMAg, et PAA7-b-PMAz,. Aprés formation des micelles, les acides
acryliques présents vont réagir avec la 2,2’-(éthylenedioxy)bis-(éthylamine) par couplage
peptidique, afin de former des micelles réticulées dans la couronne. (Figure 8.1)
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Figure 8.1. Formation de micelles réticulées par la couronne composées de deux copolyméres blocs différents'®

Un des inconvénients de ce type de réticulation est ’utilisation de réactifs organiques qui
doivent étre séparés des micelles apres réaction. La réticulation de couronne peut également
étre réalisée grace a des groupements inorganiques. Par exemple, la présence de silicium dans
un copolymere bloc permet, en conditions acides, de réticuler des micelles grace a la

formation de liaisons silicium-oxygéne-silicium dans leur couronne.*

11.2.2.c. Les micelles de copolymere réticulées en surface

Il existe plusieurs stratégies pour réticuler les micelles en surface. La premiére est de
synthétiser un polymere contenant un groupement polymérisable au bout de la chaine
hydrophobe. Par exemple, un polymére diblocs PEG-PLGA® a été utilisé pour former des
micelles. (Figure 9.1) Bien que la partie hydrophobe devrait se trouver au ceeur des micelles,
quelques groupements allyliques sont tout de méme disponibles en surface et ont été

polymérisés avec la N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP). La polymeérisation est notamment favorisée



car les groupements NVP polymérisés sont hydrophiles donc se situent naturellement proches

de la surface.

Figure 9.1. Schéma de formation des micelles PEG-PLGA stabilisées par polymeérisation entre les groupements
allylique et la NVP. M(PEG) = 400g/mol ; M(PLGA)=6800g/mol

Une autre stratégie consiste a munir les micelles de groupements fonctionnels en surface,
pouvant étre reliés entre eux par une entité extérieure.* Suivant une stratégie similaire a celle
décrite dans le paragraphe 11.2.2.b, des micelles composées de copolymere PEO-PPO-PEO,
plus couramment appelés Pluronic, ont été formées par oxydation des alcools en aldéhydes.
La reaction de deux groupements aldehydes avec une molécule de 1,2-diaminobutane, a

permis d’introduire en surface une réticulation des micelles. (Figure 10.1)
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Figure 10.1. Représentation schématique de la conversion des hydroxyles terminaux en aldéhydes puis couplage
des composés aminés par des bases de Schiff



La caractérisation de ces différents types de micelles simples ou réticulées, nécessite
I'utilisation de diverses techniques pour en étudier précisément la structure. La diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) est ainsi utilisée pour déterminer la taille des particules, la
microscopie électronique a transmission (MET) pour en déterminer la forme et la
chromatographie d’exclusion stérique pour déterminer le degré de polymérisation des
copolymeres. Ces analyses permettent aussi de vérifier si d’éventuels changements de
structure ont eu lieu dans les micelles aprés réticulation. D’autres paramétres, comme la
CMC, sont également utilisés, notamment pour évaluer la stabilité des micelles, comme nous

allons le voir dans la suite de ce chapitre.

[1.3. Techniques de caractérisation des micelles de copolymére

11.3.1. Diffusion dynamique de la lumiére

La diffusion dynamique de lumiére ou DLS, est utilisée pour déterminer le diametre
hydrodynamique des objets. Les mesures réalisées dépendent, entre autre, de la viscosité de la
solution et de son indice de réfraction. La DLS fournit trois types de résultats : I’analyse en
nombre, en volume et en intensité. Le résultat expérimental est celui donné en intensité car il
correspond a I’intensité lumineuse diffusée par les particules et collectée par le détecteur. Les
deux autres mesures, en nombre et en volume, correspondent a des valeurs calculées par des
algorithmes. De part ce calcul, les courbes obtenues peuvent étre différentes selon la
représentation choisie. Ainsi, si une solution contient deux types de particules en quantités
égales, les mesures en volume et en nombre ne donneront pas les mémes distributions. (Figure
11.1) Cependant, il est tres rare que les auteurs d’études traitant des micelles précisent si les

mesures sont réalisées en nombre, volume ou intensité.
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Figure 11.1 Exemples d’analyses par DLS d’échantillons contentant deux types différents de particules

Le diamétre des micelles dépend de la nature des blocs qui composent les copolymeéres et de

la masse molaire de chacun de ces blocs. Dans le cas de copolymeres simples, les tailles

peuvent fortement varier : de 1 nm a plus de 300 nm. La nature du copolymére a donc une

grande influence sur le diametre des micelles alors que dans une méme famille, la

modification des longueurs de chaines permet de le moduler raisonnablement.

Type de polymeére Masses molaires ou longueur | Diametre des micelles (nm)
des chaines
Pluronic?
(PEO-PPO-PEO) n=26; m=40; p=26 15
/{G)\/\H\ 0\/\1 H n=76; m=29; p=76 1,3
H n © m i n=100; m=65; p=100 3,3
PEO-b-PCL* N=2000 ; M=5000 33
N=5000 ; M=5000 40
(0) H
\o’[/\/ H](V\/\o}’ N=5000 ; M=13000 80
n m
O
mPEG-PLA*
WH\ i N=5000 ; M=5000 375,6
o o OH N=5000 ; M=10000 4421
M"anv' O&K( N=5000 ; M=20000 302,3
(o)

Tableau 1.1. Exemples de diametre de micelles de copolymére blocs ; N = masse molaire de la chaine n.




En ce qui concerne les micelles réticulées, les diamétres sont systématiquement déterminés
avant et apres réticulation. En effet, la DLS apres réticulation permet de montrer que les
structures micellaires sont conservées et ainsi, qu’aucune dégradation n’a eu lieu. Dans le cas
de micelles de copolymére PEG-b-P(LA-co-MAC), leur diamétre passe de 70 nm avant
réticulation & 62 nm aprés réticulation des groupes allyliques dans le cceur des micelles.'® De
la méme fagon, les micelles de copolymeére Pluronic possédaient des tailles de 110 nm avant
réticulation, sensiblement équivalentes a celles apres réticulation de surface, d’un diamétre de
99 nm.?* A P’inverse, des micelles PEG-PLGA et PEG-PLGA réticulées en surface présentent
respectivement un diamétre moyen de 90 et 219 nm.?° Cette augmentation de taille a dans ce
cas été considérée comme une preuve indirecte de la réticulation de surface. La seule analyse
en DLS ne permet cependant pas de conclure sur la forme des micelles aprés réticulation.
C’est pourquoi I’observation en microscopie des échantillons est indispensable pour leur

caractérisation.

11.3.2. Microscopie électronique a transmission, microscopie
électronique a balayage et microscopie a force atomique

Il existe de nombreuses techniques de microscopie pour observer les auto-arrangements, mais
chacune a ses caractéristiques et ses avantages. La microscopie électronique a transmission ou
MET, permet d’observer les auto-arrangements apres les avoir colorés, le plus souvent par
une coloration négative a I’acétate d’uranyle. Une fois déposées sur la grille, les structures
sont aplaties car 1’échantillon est observé sous vide. Les micelles de copolymere peuvent ainsi
étre visualisées de facon simple mais en une seule dimension. La microscopie électronigue a
balayage ou MEB, et la microscopie a force atomique ou MFA, fournissent quant a elles des
images tridimensionnelles. La MEB et la MFA révélent donc véritablement la forme et le

volume des objets et fournissent des images d’une meilleure résolution. La figure



12.1 présente des micelles de copolymere observées en TEM, MEB et MFA. La plupart du

temps, un seul type de microscopie suffit a caractériser des objets.
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Figure 12.1. Images de microscopies : TEM de micelles de copolymére Pluronic® (a gauche) ; SEM de micelles
PEG-b-P(LA-co-MAC)'® (milieu) ; MFA de micelles composées d’oligosaccharides® (droite)

Grace aux observations par microscope, les micelles de copolymére peuvent notamment étre
visualisées avant et aprés réticulation pour étudier les éventuelles modifications structurales
induites par la réticulation. Il est a noter que la plupart du temps, la réticulation n’induit pas de

changement de forme des micelles.

11.3.3. Détermination de la CMC

Historiquement, la CMC définit la concentration a partir de laquelle un amphiphile s’auto-
arrange sous forme de micelles en solution. En dessous de la CMC, I’amphiphile est libre en
solution. Le calcul de la CMC permet donc de caracteériser des micelles, car plus la CMC sera
basse, plus la forme micellaire existera a faible concentration. Par analogie, le calcul de la
CMC a été étendu aux polyméres d’amphiphiles, bien que la valeur ne représente par un
méme phénoméne d’organisation a I’interface, mais plutdt une transition entre deux
organisations du polymere. Dans le cas de micelles sphériques, la CMC trouvée apres
réticulation est donc plus faible que celle avant réticulation. Cette diminution peut étre par

exemple divisée par deux, comme dans le cas de micelles PEG-b-P(LA-co-MAC), dont la



CMC passe de 0,015 mg/mL a 0,007 mg/mL. Par contre, la CMC des micelles de copolymeére
Pluronic est divisée par dix passant de 0,05 mg/mL avant réticulation de surface,
a 0,005 mg/mL apres réticulation. Ainsi, lorsque la CMC des micelles réticulées est inférieure

a celle sans réticulation, une stabilité physique apportée par la réticulation est déduite.

Il existe plusieurs méthodes de calcul de la CMC. La mesure de la tension superficielle entre
I’air et une solution aqueuse contenant I’amphiphile, peut étre mise en place. Plusieurs
mesures sont réalisées avec une concentration croissante en amphiphile. Lorsque ces
concentrations sont inférieures a la CMC, ’amphiphile est libre en solution et la valeur de la
tension superficielle diminue avec I’ajout d’amphiphiles. Quand les concentrations sont
supérieures a la CMC, des micelles se forment en solution et la valeur de la tension
superficielle ne varie plus. (Figure 13.1)
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Figure 13.1. Mesure de la CMC par calcul de la tension superficielle a I’interface eau/air

D’autres techniques existent pour calculer la CMC, comme la mesure de la fluorescence du
pyréne aprés encapsulation dans les micelles.”® En effet, le spectre d’émission du pyréne,
caracterisé par cing pics entre 373 nm et 390 nm, dépend de I’environnement dans lequel il se

trouve. Plus le pyréne sera dans un environnement hydrophobe, plus le pic a 383 nm va



augmenter par rapport aux autres pics du spectre. Ainsi en présence de micelles, le pyréne va
se trouver encapsulé dans un environnement hydrophobe conduisant & une augmentation du
signal & 383 nm. Pour déterminer la CMC, le ratio des intensités des pics situés a 373 nm et
383 nm est donc calculé, puis reporté en fonction de la concentration en amphiphile.

(Figure 14.1)
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Figure 14.1. Détermination de la CMC par la mesure de fluorescence du pyréne

L’intersection des deux droites donne ainsi la valeur de la CMC de I’amphiphile en solution.



11.3.4. Chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) ou chromatographie par perméation de gel
(GPC) est fréquemment utilisée pour caractériser les polymeres. La SEC permet de séparer les
composés en fonction de leur volume hydrodynamique dans laquelle les plus gros composés
ont un temps de rétention plus court que les petits. Le temps de rétention du copolymére
constituant les micelles avant réticulation ne sera donc pas la méme qu’aprés réticulation et
sera fonction du degré de polymérisation. Apres réticulation, les chaines de polymere sont
donc plus longues et leurs tailles plus grandes. Cette analyse permet également de déterminer
les caractéristiques d’un polymére : sa masse molaire moyenne en nombre (Mn) et en masse
(Mw), et donc I’indice de polydispersité (PDI) qui indique le degré de polymérisation du
polymeére. A titre d’exemple, des micelles de copolymére PEG-DMPA contenant des
groupements allyliques a leurs extrémites ont été auto-assemblées puis réticulées en présence
d’AIBN.** L’analyse par SEC des micelles dans le THF a montré que le temps de rétention
des copolymeres était d’environ 16 minutes sans réticulation, et descendait a 13,5 minutes
apres réticulation. Cette diminution du temps de rétention a été attribuée a la réticulation des
polymeres constituant les micelles, car plus les molécules éluées ont des grosses masses
molaires, moins elles sont retenues par la colonne. Le principe de la SEC sera exposé plus en
détail dans le chapitre 2. Dans le cas de ces micelles, les masses molaires calculées ont montré
que chaque polymere réticulé est composé de 15 unités de copolymere de départ. La SEC est
donc une méthode d’analyse permettant de prouver la réticulation de micelles sphériques et de

déterminer la masse molaire des chaines polymériques les constituant.



11.4. Applications des micelles de copolymére
[1.4.1. Utilisation thérapeutique

Les micelles de copolymére sont actuellement étudiées en tant que nouvel agent de
délivrance, car elles sont capables de circuler dans le flux sanguin et de pénétrer dans des
cellules.?” Ces propriétés sont dues & leur taille, mais également & la polyvalence de leur
surface, qui permet d’y fixer des agents de ciblages, et au caractere hydrophobe de leur cceur,
qui permet d’encapsuler des principes actifS. Afin d’évaluer le comportement des micelles et
de pouvoir les tracer, une technique consiste a les marquer a I’aide de sondes d’imagerie. A
titre d’exemple de ce type d’étude, des micelles de copolymére Pluronic® décrites
précedemment, ont été marquées par de la rhodamine encapsulée, puis incubées avec des

cellules canceéreuses épidermiques (KBV).

1h
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A

Figure 15.1. Imagerie de fluorescence de cellules KBv aprés incubation avec A : la sonde rhodamine seule ; B :
sonde rhodamine avec micelles Pluronic ; C : sonde rhodamine avec micelles Pluronic réticulées.

La colonne A montre qu’en présence de sonde seule, aucune fluorescence n’est détectée
tandis qu’en présence de micelles, de la fluorescence est detectée dans le cytoplasme des



cellules. D’autre part, les micelles non réticulées semblent pénétrer plus rapidement dans les
cellules et en plus grande quantité que les micelles réticulées.

Les micelles de copolymeére sont donc facilement internalisées dans des cellules. De plus,
grace a leur cceur hydrophobe, elles peuvent encaspuler un principe actif, ce qui a permis de
mettre en évidence leur potentiel en tant qu’agent de délivrance de principes actifs.®?

Certaines micelles de copolymeére sont ainsi en cours de tests cliniques dans la thérapie contre

le cancer.?®

11.4.2. Utilisation en tant qu’agent d’imagerie

Les micelles possedent un fort potentiel dans le domaine du diagnostique car elles ont en
théorie la capacité de concentrer une forte quantité d’agent de contraste dans un petit volume.
Les trois principaux types d’imagerie sont :
v la scintigraphie gamma, qui utilise des agents radioactifs comme I'Indium (***In),
le Technétium (**™Tc) et le Gallium (°'Ga),
v la résonance magnétique, qui utilise les ions paramagnétiques tels que le
gadolinium et le manganese,
v' la tomographie aux rayons X, qui utilise des éléments comme I’iode, le brome ou

le baryum.

Les différents modes d’imagerie se distinguent principalement par la concentration requise en
agent de contraste dans les tissus et par leur résolution. En effet, alors que la scintigraphie
gamma nécessite une concentration en agents radioactifs de 10"°M, la résonance magnétique
nécessite une concentration en ions paramagnétiques de 10“M et la tomographie une
concentration en iode ou brome de 10?M.*® En ce qui concerne la scintigraphie gamma et la
résonance magnétique, les atomes radioactifs et paramagnétiques sont chélatés par des
groupes chélatants spécialement introduits sur les polymeres. Pour la tomographie, ’agent de



contraste est lié de maniere covalente sur chacun des polymeres avant la formation des

micelles ou est ensuite encapsulé dans leur ceeur hydrophobe.

11.4.2.a. Scintigraphie gamma et résonance magneétique

Pour ces deux types d’imagerie, les atomes radioactifs et paramagnétiques sont fixés par des
tétes chélatantes situées sur les polyméres.®! Ces tétes peuvent étre des groupements DTPA
(acide diéthylenetriaminepentaacétique), NTA (acide nitrilotriacétique) ou encore ’EDTA
(acide éthylenediaminetétraacétique). Ces groupements sont tous porteurs de plusieurs
fonctions acides carboxyliques ayant le role d’une pince pour chélater 1’agent de contraste.
Une étude récente a montré que des ions gadolinium, Gd*>* ont été fixés sur des micelles de
copolymeére poly(L-glutamic acid)-b-polylactide (PG-b-PLA) grace a la présence des tétes

DTPA.*? Le schéma de cette fonctionnalisation est présenté dans la figure 16.1.
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Figure 16.1. Structure du copolymere PG(DTPA)-b-PLA schématisation des micelles marquées par le
gadolinium

Cependant, des études in vivo concernant ces micelles n’ont pas encore été publiées. Par
contre, des micelles de copolymere PEG-b-poly(L-lysine-DOTA) ont permis de chélater des
ions Gd*" et d’en étudier la biodistribution.*® L’agent chélatant est le DOTA, un acide
tétratriacétique sur lequel le gadolinium a été chélaté, directement aprés synthése du

copolymeére. Ainsi, 7 atomes de gadolinium ont été fixés par copolymere, ce qui correspond a



7% de la masse molaire totale du polymere. Ces micelles d’un diamétre de 43 nm ont été
injectées a des souris a une dose de 0,05 mmolGd/kg de souris, soit 7,9 mgGd/kg de souris et
ont montré une circulation persistante dans le corps. Les micelles se sont fortement
accumulées dans la tumeur implantée, méme si la majorité a été détectée dans le foie et la rate
24 heures apres injection.

Les nombreuses études menées sur 1'utilisation des micelles de copolymére en tant qu’agent
de diagnostique montrent qu’elles ont un grand avenir dans ce domaine bien qu’a notre

connaissance, elles ne soient pas encore en tests cliniques.*

11.4.2.b. Tomographie aux rayons X

En ce qui concerne la tomographie aux rayons X, les atomes d’iode sont directement greffés
sur les chaines de polymeéres. Des micelles marquées par de 1’iode ont été produites grace a un
copolymére MPEG relié a de la poly-L-lysine, elle-méme fonctionnalisee par des groupes

dérivés de I’acide triiodobenzoique.®® (Figure 17.1)
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Figure 17.1. Représentation schématique de la formation des micelles iodées

Les micelles ainsi obtenues possédent un diamétre d’environ 80 nm. La dose de micelles
injectées aux souris est de 250 mgl/kg de souris soit 570 mg de micelles par kilogramme de
souris. Apres injection, elles ont été détectées en majorité dans le foie et la rate et jusqu’a

24 heures dans le sang.

Un mélange de lipides contenant de ’iode,*® le Lipiodol®, a également été encapsulé dans des

micelles de copolymeére pluronic/PEG. Ces micelles contenant des lipides iodés possédent un



diamétre de 153 nm avec un taux d’encapsulation trés important de 70 % massique par
rapport aux micelles. Par la suite, 80 mg de micelles par souris ont été injectees, soit 56 mg
de produit iodé par souris. Aprés 4 heures, les micelles ont été détectées dans le sang de
I’animal et elles se sont accumulées dans le foie et la rate aprés 24 heures. Un fort contraste a
¢été observé jusqu’a 72 heures aprés I’injection. De la méme fagon que pour la scintigraphie
gamma et la résonnance magnétique, a notre connaissance, les micelles marquées par des

atomes d’iode ne sont pas encore en cours de développement clinique.

11.5. Conclusion sur les micelles sphériques

Nous avons vu qu’il existe plusieurs sortes de micelles de copolymeére : simples ou réticulées.
Les micelles réticulées sont les plus étudiées, car elles possédent une plus grande stabilité que
les micelles simples. Ces micelles trouvent un interét particulier du fait de leur capacité a étre
marquées soit par une sonde fluorescente ou par des agents de contraste, comme des ions
radioactifs. Nous allons a présent nous intéresser a un deuxiéme type d’auto-arrangements :

les nanotubules de lipides.

I11. Les nanotubules de lipides

[11.1. Formation des nanotubules de lipides

Les premiers microtubules de lipides ont été formés a partir de phospholipides
photopolymérisables, en particulier le DCgoPC, (Figure 18.1, A) aujourd’hui
commercialement disponible.*” Les phospholipides possédent deux chaines hydrophobes et un
centre de chiralité, qui est longtemps resté la condition indispensable pour former des hélices.
Par la suite, de nombreuses molécules avec une seule chaine hydrophobe et possédant

toujours un centre chiral ont permis de former des nanotubules. A titre d’exemple, la



N-dodécylgluconamide, possédant une chaine hydrophobe saturée et une téte polaire

%39 (Figure 18.1, B) Dans ce type

constituée d’un sucre, a permis de former des nanotubules.
de molécules, la chaine hydrophobe peut également étre insaturée et la téte polaire étre
constituée de sucres ou d’acides aminés. Cependant, des molécules sans centre chiral ont
¢galement permis de former le méme type d’auto-arrangements, comme les bolaamphiphiles
qui possédent deux tétes polaires aux extrémités d’une chaine hydrophobe® (Figure 18.1, C et

D). Plus récemment, une molécule possédant une chaine hydrophobe et une téte polaire non

chirale a permis de former des nanotubules en solution aqueuse.*’ (Figure 18.1, E).
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Figure 18.1. Exemples de molécules formant des nanotubules, A : le phospholipide DCgoPC ; B : la N-
dodécylgluconamide ; C et D: exemples de bolaamphiphiles; E : le lipide bromure d’éthyl-2(pentacosa-10,12-
diynoylamino)éthanamminium

Il faut également noter qu’une grande partie des lipides utilisés pour la formation de
nanotubules contiennent des groupes diacétylenes dans leur partie hydrophobe, comme les
molécules A, D et E de la figure précédente. Ces fonctionnalités sont introduites afin de

photopolymériser les nanotubules, comme nous le verrons dans le paragraphe suivant.



La formation des nanotubules de lipides se réalise soit par hydratation d’un film
précédemment formé, soit par dissolution directe en solvant aqueux.

Le mécanisme de leur formation se déroule en plusieurs étapes décrites dans la figure 19.1 :
I’auto-arrangement sous forme de vésicules bicouches (A), la formation d’hélices (B), le
maintien du pas de I’hélice (C), le compactage de I’hélice (D et E) puis la formation du

nanotubule (F).*
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Figure 19.1. Mécanisme de formation des nanotubules a partir d’une molécule chirale. A : vésicules ; B :
intermédiaire en rubans bicouches ; C : maintient du pas de I’hélice ; D et E : compactage de ’hélice grace aux
interactions entre les molécules ; F : formation de la nanotubule®*

Les nanotubules de lipides polymérisables étant les plus étudiés, nous allons nous consacrer a

leur caractérisation et a leurs applications dans la suite de ce paragraphe.

[11.2. Les nanotubules de lipides polymérisables

[11.2.1. Formation des polydiacétylenes conjugués
La plupart des lipides utilisés pour former des nanotubules contiennent des polydiacétylénes.
Sous irradiation UV ou v, ces groupements diacetylenes peuvent réagir entre eux et former

des enchainements alcéne-alcyne, plus couramment appelés ene-yne. (Figure 20.1)
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Figure 20.1. Représentation de la polymérisation de polydiacétylénes

Le mécanisme de polymeérisation est radicalaire et consiste en une addition 1,4 des
polydiacétylénes. Le mécanisme réactionnel sera detaillé dans le chapitre 2. Cette
polymérisation va avoir une influence sur la structure des nanotubules et leur procurera des

propriétés spectrales intéressantes, comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant.

[11.2.2. Techniques de caractérisation des nanotubules de lipides
polymeérisables

[11.2.2.a. Microscopie électronique a transmission

Comme pour les micelles, une des techniques principales de caractérisation est I’étude par
microscopie. Elle permet d’observer directement les hélices, rubans et nanotubules formés.
Dans le cas de lipides contenant des diacétylenes, les structures sont observeées en microscopie
avant et aprés photopolymérisation, afin d’évaluer les changements de structures induits par la
polymérisation. Dans la plupart des cas, les structures des auto-arrangements sont modifiées,
comme dans le cas du mélange équimolaire de deux phospholipides: DCgoPC/DNPC, ou seul
le DCgoPC est polymérisable.”? Les images de MET montrent des nanotubules longs de
plusieurs micrometres, avant polymérisation. (Figure 21.1, A et B) Aprés polymeérisation,
certains nanotubules sont conservés mais leur structure est en majorité altérée sous forme de

rubans. (Figure 21.1, C)
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Figure 21.1. Image MET de microtubes avant polymérisation : a (échelle 500 nm) et b (échelle 50 nm) et aprés
polymérisation : ¢ (échelle 200 nm)*

111.2.2.b. Etudes par spectrophotométrie UV-visible

Avant irradiation, les spectres d’absorption des nanotubules de lipides ne sont caractérisés par
aucun pic. Apres irradiation UV, le spectre d’absorption évolue et un pic de forte intensité a
630 nm apparait ainsi qu’un plus faible a 580 nm. Ce spectre est caractéristique de la forme
bleue de ces systemes conjugués. Lorsque ces systéemes sont soumis a des perturbations
extérieures, de pH, solvant ou température, une nouvelle forme apparait : la forme rouge,
caractérisée par des pics a 530 nm et 480 nm. Les courbes UV obtenues apres polymérisation
de nanotubules de lipides poly(m-PA-1DA)* pour des températures comprises entre 25°C et
90°C sont présentees sur la figure 22.1.
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Figure 22.1. Structure du lipide poly(m-PA-1DA) et spectres d’absorbance des nanotubules polymerisées en
fonction de la température®
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L’analyse des courbes UV montre que lors du chauffage des nanotubules polymérisées, le
maximum d’absorption se déplace de 630 nm a 530 nm. La réversibilit¢ de ce
thermochromisme a été étudiée par refroidissement de la solution chauffée a 90°C. Apres
refroidissement a 25°C, les courbes UV montrent que le systeme ne revient pas a son état
d’origine. Des études sur le thermochromisme et la thermoréversibilité des nanotubules
formées de polydiacétylénes seront approfondies dans le chapitre 5, lors de 1’étude des auto-

arrangements tubulaires.

I11.2.2.c. Etudes par spectrométrie infra-rouge

Pour les nanotubules, les études infra-rouge, comme la Spectrométrie Infrarouge a
Transformée de Fourier ou SITR et la spectrométrie Raman sont fréquemment utilisées pour
étudier les interactions régissant les auto-arrangements. En effet, comme nous le verrons en
détail dans le chapitre 5, des bandes caractéristiques existent dans les auto-arrangements
comme les nanotubules. De plus, la polymérisation des diacéetylénes peut étre suivie par cette
technique, grace a la disparition de la bande caractéristique des diacétylénes vers 2150 cm™ et
I’apparition des bandes des alcénes conjugués avec les alcynes vers 1640 cm™. Cependant, ces

bandes sont de faibles intensités et leur observation n’est pas toujours aisée par FT-IR.

111.3. Applications

Les structures tubulaires ont attiré I’attention a cause de leur utilisation potentielle
principalement dans le domaine de la micro-électronique et le domaine médical.* Les
nanotubules de lipides peuvent étre utilisés en tant que gabarit pour créer des nanotubes
metalliques : I’habillage des nanotubules par des ions métalliques, comme le cuivre ou le
nickel, permet d’obtenir des nanotubules possédant une forte conductivité ionique ainsi qu’un

magnétisme important.”> Des ions Cd** ont ainsi été fixés & la surface de nanotubules



possédant des tétes sucres et la réaction des ions Cd?* avec un thiolate S%, issu de la
décomposition de la thioacétamide, a permis d’entourer totalement la surface des nanotubules

par enroulement des nanoparticules CdS sous forme d’hélice.*® (Figure 23.1)

Self-
‘ assembly

Figure 23.1. Structures du lipide 2 et du sucre 7 constituant les nanotubules. A : représentation schématique du
processus d’enroulement®® B : images MEB de I’enroulement de CdS autour des nanotubules.

Il faut noter que certains nanotubules de lipides possédent des affinités avec des protéines ce
qui leur procure la capacité de cristalliser de facon hélicoidale une grande variété de protéines.
Par exemple, de la Streptavidine s’est spontanément auto-assemblée en hélice autour de
nanotubules munis de biotines.*’

D’autre part, les nanotubules de lipides peuvent étre utilisés en tant qu’agent de délivrance ou
agent d’imagerie. Il présentent 1’avantage, pour la plupart, d’étre biocompatibles et d’avoir
une surface interne facilement accessible permettant I’introduction de composés a I’intérieur
du tube. D’autre part, le volume interne du tube est important et peut é&tre modulé en fonction
du lipide que I’on utilise. Ainsi, des insecticides et des pesticides peuvent étre encapsulés dans
les nanotubules, tout comme des nanoparticules magnétiques.

Il existe donc de nombreuses applications potentielles pour les nanotubules de lipides, mais
notre étude bibliographique a mis en évidence qu’ils étaient sujets a moins d’études que les

micelles sphériques de copolymere.



IV. Les auto-arrangements a la surface de nanotubes de carbone

IV.1. Formation et caractérisation

C’est en 1994 que Manne et coll. ont pour la premiere fois montré que les molécules
amphiphiles, comme le bromure d’hexadécyltriméthyl ammonium (CTAB) avaient la
particularité de s’auto-arranger & la surface d’un plan de graphite.*® Deux ans plus tard, Aksay
et coll. ont proposé une schématisation en hémi-micelles du SDS a la surface d’un plan de

graphite.**(Figure 24.1)

Figure 24.1. Image AFM d’arrangements hémi-micellaires de CTAB a la surface d’un plan de graphite par
Manne et coll. (A). Représentation des arrangements de SDS par Aksay et coll.(B)

En 1997, Bonard et coll.® ont montré qu’une solution aqueuse contenant 1% en masse de
SDS pouvait suspendre des nanotubes de carbone simples parois (SWNT) pendant plusieurs

semaines. Les nanotubes ainsi couverts de charges négatives n’ont pas subi d’agrégation.

L’adsorption des amphiphiles a la surface de nanotubes de carbone est devenu un axe de
recherche au laboratoire ou les études menées par Cyril Richard®! ont permis d’apporter des
précisions quant a la nature des arrangements du SDS autour de nanotubes de carbone. Les
images de microscopie électronique a transmission sur des nanotubes simple parois (SWNT)

aussi bien que sur des nanotubes multi parois (MWNT), ont permis d’observer des striations a



la surface du nanotube suivant I’axe de celui-ci. Les lipides s’arrangeaient sous forme d’hémi-

micelles, tout comme a la surface du plan de graphite. (Figure 25.1)

Figure 25.1. Image MET d’arrangements de SDS a la surface d’un MWNT

Par la suite, des lipides synthétiques ont été testés sur des nanotubes de carbone, et la plupart
ont montré les mémes propriétés d’adsorption que le SDS. Ces amphiphiles comportaient une

téte polaire nitrilotriacétique acide (NTA) et une ou deux chaines grasses. (Figure 26.1)

Figure 26.1. Amphiphiles synthétisés par Cyril Richard (6 <n < 14)

La téte polaire NTA avait ete introduite du fait de sa capacité a complexer du nickel (I1). Le
motif NTA est en effet utilisé en tant que fixateur de protéines marquées par des séquences
poly-histidines sur des monocouches lipidiques.>

Par la suite, d’autres amphiphiles ont été développés au laboratoire pour permettre I’extraction
des arrangements formés autour des nanotubes sous forme d’anneaux. Ainsi, des amphiphiles
possédant des unités photopolymérisables ont été synthétisés.>® Ces lipides contenant un motif
diacétylénique ont permis de consolider, par photopolymérisation, les auto-arrangements

autour des nanotubes de carbone. (Figure 27.1)
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Figure 27.1. Exemples de lipides photo-polymérisables synthétisés (4<n<1letl<m<9)



IV.2. Applications

IV.2.1. Dispersion des nanotubes de carbone en solution
aqueuse

Les NanoTubes de Carbone (NTC) ont de nombreuses propriétés électroniques, thermiques,

optiques et mécaniques qui leur donnent un grand intérét dans de nombreux domaines,

54-55 56-57

comme la nanoélectronique®™, le renforcement de polymeéres, ou les senseurs

biologiques.®*° Cependant, les dispersions stables de NTC sont difficiles & obtenir en
solution aqueuse & cause de leur facilité d’agrégation due aux forces de Van der Waals.% Il
existe ainsi deux grandes méthodes pour suspendre des NTC en solution aqueuse : la
fonctionnalisation non covalente et la fonctionnalisation covalente. La fonctionnalisation
covalente consiste a modifier chimiquement la surface des nanotubes en introduisant par
exemple des groupements acides carboxyliques, capables de réagir par la suite avec des
entités polaires, leur permettant de se suspendre en solution aqueuse.’*®* La
fonctionnalisation non covalente consiste, quant a elle, a Dlinteraction de la surface

63-64

hydrophobe des NTC avec des molécules comme des surfactants ou des lipides

6768 41 I’enroulement de

synthétiques®®®, les interactions m-m avec des composés aromatiques
polyméres.®® Un désavantage majeur de la fonctionnalisation covalente est que la présence de
groupes a la surface des NTC peut altérer les propriétes électriques, mécaniques ou optiques
de ces nanotubes.”® Ainsi, la fonctionnalisation non covalente est actuellement en fort

développement et nous allons a présent détailler une étude de Grunlan et coll. ou les

dispersions de SWNT en solution aqueuse peuvent étre modulées en fonction du pH.

En effet, cette étude a montré que des dispersions de NTC sont obtenues uniquement quand
les polymeéres utilisés peuvent se dérouler autour du nanotube. Ainsi, en fonction du polymeére

utilis€, une variation de pH de la solution permet d’obtenir des NTC en suspension ou



agrégés.”* La figure 28.1 explique ’hypothése avancée pour un polymére polyanionique
possédant des acides faibles. Ainsi, a faible pH, le polymére est partiellement déprotonné et il
se trouve sous forme d’hélices autour des NTC. Les NTC ne peuvent alors pas s’agréger ce
qui engendre la formation d’une suspension stable en solution aqueuse. (Figure 28.1,

a gauche) A l’inverse, lorsque le polymére est entierement déprotonné, il se déroule du fait
des répulsions électrostatiques et vient se coller sur la surface des NTC, ce qui provoque leur

agrégation. (Figure 28.1, a droite)

Low pH High pH

Figure 28.1. Représentation schématique de I’agrégation et de la dispersion en fonction du pH de la solution
aqueuse avec un polycation faible

Il en va de méme avec des NTC couverts d’acide folique, dont la suspension est possible a pH
basique car I’acide folique est lui-méme soluble. Par contre, par ajout d’acide chlorhydrique
(pH=5,8), I’acide folique précipite ce qui provoque I’agrégation des NTC. D’autre part, cette
propriété est réversible, car si le pH de la solution est basifié, les NTC se retrouvent a nouveau

en suspension.

IV.2.2. Les constructions lipidiques polymérisees

Le concept des Constructions Lipidiques Polymérisées ou CLP a été développé par Charles
Mioskowski et est basé sur la formation des hémi-micelles adsorbées a la surface des

NanoTubes de Carbone (NTC), puis sur leur extraction. Les NTC sont donc utilisés comme



gabarit pour la formation des CLP, ce qui permet de créer de nouvelles structures offrant une
surface externe hydrophile et un coeeur hydrophobe. (Figure 29.1) Idéalement, le coeur posséde
une cavité provenant du gabarit du nanotube. Cependant, cette cavité n’a jusqu’a présent

jamais pu étre directement observée.
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‘ Lipide 11,8-NTA
Figure 29.1. Représentation schématique des CLP

Des études ont été menées par Cédric Thauvin sur la formation des CLP a partir de
’amphiphile 11,8-NTA.”® Plusieurs modes d’extraction ont été envisagés: le gel
d’¢lectrophorése et 1’ultra-sonication. La deuxieme méthode a fourni une plus grande quantité
de CLP avec des diamétres de ’ordre de 20 nm. Par la suite, Alexandre Morere a travaillé sur
I’adaptation de la synthése des CLP a I’échelle industrielle, ce qui a permis d’optimiser les
conditions. Ainsi, lors de la synthése de CLP durant cette these, nous nous baserons sur les

conditions optimisees et décrites dans la figure 30.1.



Figure 30.1. Représentation schématique d’obtention des CLP a partir du lipide 11,8-NTA et de NTC

Les différentes étapes de ce processus sont :

1. Formation de micelles du lipide 11,8-NTA a une concentration supérieure a la CMC dans le
tampon TRIS pH 8,

2. Sonication en présence de MWNT nTec ratio 1/10, 30 minutes dans un bain a ultrasons,

3. Photopolymérisation dans un four UV (48 W) pendant 10h,

4. Centrifugation des échantillons pour séparer les micelles restantes des nanotubes habillés (3
fois 10 minutes a 14000*g), puis remplacement du milieu prélevé pas du TRIS,

5. Ultra-sonication, en présence d’éther diisopropylique, pour extraire les CLP de la surface
des nanotubes (30 minutes a 100W). La phase organique est évaporée sous pression réduite et
la phase aqueuse est récupérée pour 1’étape suivante,

6. Centrifugation des échantillons (10 minutes a 14000*g) et récupération du surnageant ou se

trouvent les CLP. (Figure 31.1) Les nanotubes nus se trouvant dans le culot.



Figure 31.1. Comparaison des images MET de CLP (a gauche) et de micelles polymérisées (a droite). Barre
d’échelle : 50 nm

Ainsi, les CLP ont été testées pour la solubilisation de molécules hydrophobes, comme le
Red30. Cependant, aucune différence significative n’a été remarquée par rapport aux micelles
polymérisées : les taux d’encapsulation sont de 1’ordre de 8% en masse dans les deux cas. Il
faut également noter que ces taux d’encapsulation sont légérement inférieurs a ceux obtenus

pour les micelles non polymérisées, qui étaient de I’ordre de 10% en masse.

Aprés cet exposé de trois types d’auto-arrangements en solution aqueuse, nous allons a
présent revenir aux micelles sphériques et détailler les différentes méthodes utilisées pour les
fonctionnaliser. En effet, lorsque l’on veut utiliser les micelles en tant qu’agent de
vectorisation ou de diagnostique, il est nécessaire de les rendre détectables par 1’introduction

d’une sonde fluorescente



V. Obtention de micelles sphériques fonctionnalisées

Il existe deux grandes méthodes pour obtenir des micelles sphériques de polymere
fonctionnalisées : la fonctionnalisation des polymeéres avant formation des micelles et la
fonctionnalisation aprés formation des micelles. La premiére méthode a 1’avantage de
permettre la caractérisation des polymeéres au niveau moléculaire, alors que la deuxieme
méthode ne permet qu’une caractérisation macroscopique et statistique. Aprés la formation
des micelles, leur structure est étudiée par les mémes techniques que celles décrites dans le
paragraphe Il. Des exemples des ces différentes méthodes vont étre exposées dans ce

paragraphe.

V.1. Obtention de micelles sphériques fonctionnalisées a partir
de polymeéres fonctionnalises

V.1.1. Exemples de polymeres fonctionnalisées

La fonctionnalisation la plus utilisée est la fixation d’une fluorescéine ou d’une rhodamine a
Iextrémité hydrophobe d’un polymére.”*”>7® Dans le cas du copolymére PEG;,-b-PBLA,, le
dérivé isothiocyanate de la fluorescéine (FITC) est couplé au groupe amine du polymére dans

le DMSO.”" (Figure 32.1)
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Figure 32.1. Structure du copolymére PEGy,-b-PBLA,-FITC”
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Cette technique permet aussi d’introduire des groupements fonctionnels a fagon, comme la
biotine, dont I'utilisation est trés répandue dans le domaine biomédical. Un copolymeére peut

donc a la fois contenir de la biotine et étre marqué par une sonde fluorescente, comme la



fluorescéine. C’est le cas du copolymere biotin-P-(NIPAAmM)-co-NDAPM)-b-PCL-FITC,"
synthétisé grace a trois couplages : un premier entre la biotine et le dérivé acide carboxylique
du polymére COOH-P-(NIPAAmM)-co-NDAPM)-OH pour obtenir le polymére biotin-P-
(NIPAAmM)-co-NDAPM)-OH. Un deuxiéme couplage entre le groupe hydroxyle du polymere
biotin-P-(NIPAAmM)-co-NDAPM)-OH et un dérivé poly-g-caprolactone (PCL) est réalisé pour

aboutir au copolymere biotin-P-(NIPAAmM)-co-NDAPM)-b-PCL présenté sur la figure 33.1.

Figure 33.1. Représentation du polymére biotin-P-(NIPAAm)-co-NDAPM)-b-PCL"®

Pour finir, un troisiéme couplage est réalisé entre I’hydroxyde terminal de I’e-caprolactone du
copolymere et la fluorescéine sous forme isothiocyanate (FITC). Le copolymere fluorescent
est ainsi obtenu avant d’étre auto-arrangé en solution aqueuse pour former des micelles

fluorescentes.

V.1.2. Formation des micelles

Les micelles peuvent étre formées de plusieurs fagons: par hydratation d’un film de
copolymeére précédemment formé, par une dialyse de la solution de copolymére en solvant
organique contre une solution aqueuse, ou par I’ajout de solution aqueuse dans une solution

organique de copolymeére.



Dans les deux exemples donnés précédemment, comme dans la plupart des cas, les sondes
fluorescentes se situent sur la partie hydrophobe du copolymeére donc se trouveront a
I’intérieur des micelles. Afin de représenter la formation de ces micelles, Zhuo et coll. ont
proposé une représentation schématique de 1’auto-arrangement du copolymeére biotin-P-

(NIPAAmM)-co-NDAPM)-b-PCL-FTIC en solution aqueuse. (Figure 34.1)

: conjugaison )
ossible : groupe fluorescent _
& potentieltraceur d'imagerie Compartiment pour
X molécules hydrophobes
/\/\/_ Auto-assemblage
PCL : bloc
NIPAAm)-co-
NDAPM:plos  Myciophobe
hydrop.hile Interface stable

Figure 34.1. Schématisation de la formation des micelles biotin-P-(NIPAAM)-co-NDAPM)-b-PCL-FTIC™

Les sondes fluorescences se retrouvent bien a I’intérieur du cceur hydrophobe de la micelle,
tandis que les biotines sont en surface. Le diametre de ces micelles, déterminé par DLS, a
montré que le fait d’introduire une sonde hydrophobe dans leur coceur de la micelle ne produit
pas de changement majeur de taille. Les micelles de copolymere biotin-P-(NIPAAmM)-co-
NDAPM)-b-PCL-FTIC possédent un diamétre d’environ 150 nm. Les images réalisées en
TEM de telles micelles marquées montrent la présence de particules sphériques, comme dans

le cas de micelles non marquées.

V.2. Obtention de micelles sphériques fonctionnalisées par
fonctionnalisation de micelles préformees

La fonctionnalisation de micelles préformées peut avoir lieu de deux facons différentes : par
fonctionnalisation covalente ou non covalente, c'est-a-dire par encapsulation. Des exemples

de ces deux fonctionnalisations vont étre donnés dans ce paragraphe.



V.2.1. Fonctionnalisation covalente de micelles préformées

Différents groupes fonctionnels peuvent étre introduits & la surface des micelles afin de

modifier leurs réactivités. Quelques unes de ces fonctions et les réactions de couplage qui leur

sont associées sont regroupées dans le tableau 2.1.”

Groupes fonctionnels Produit obtenu
présents Réactifs de couplage sur les micelles
sur les micelles
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Tableau 2.1. Exemples de groupes fonctionnels permettant la fonctionnalisation de micelles préformées et
réactions de couplage qui leur sont associées



Le couplage que nous allons plus particulierement développer dans la suite du paragraphe est
le couplage entre un acide carboxylique, présent sur les micelles et une amine primaire. Il peut
s’effectuer en deux temps par Dl'intermédiaire d’un acide activé, soit directement par
I’utilisation d’un agent de couplage. Cette derniére possibilit¢ est la plus fréquemment
utilisée. Dans ce cas, les micelles contenant des acides carboxyliques sont dissoutes dans un
tampon aqueux, dont le pH est compris entre pH 4,7 et pH 7,5. L’agent de couplage, en
général EDC ou EDAC, puis I’amine primaire sont additionnées. La réaction est agitée a 2
heures a température ambiante puis dialysée contre un tampon.

En utilisant cette réaction de dérivatisation, il est possible d’introduire une grande diversité de

fonctions réactives en faisant varier I’amine utilisée.

V.2.1.a. Introduction de thiols sur des micelles préformees
par couplage peptidique

Nobs et coll. ont décrit deux protocoles pour la fixation de fonctions thiols sur les
nanoparticules de poly(pL-lactic acid) ou PLA a partir de leurs acides carboxyliques, en
utilisant soit la cystamine, soit la cystéine comme espéce nucléophile.®® La premiére étape
commune consiste en I’activation des acides par ’EDAC dans le tampon phosphate (pH 4,7,
0,1M) suivi soit de :
v’ P’attaque nucléophile de la cystamine, suivie de la coupure du pont disulfure par le
DTT ou le TCEP (Figure 35.1, voie 1)

v’ Tattaque nucléophile de la cystéine (voie 2)



O

QL+ NN

OH N\
o NH, P déprotection o
activation ~ O—-{
- s > SH
S~g H/\/ \S/\/NH2 H/\/
HoN voie 1
o /
—-( N N
O —c? VNN voie 2
\

O X o

N
H
Figure 35.1. Voies de synthéses de fixation de thiols su(r:(lje%Hparticules PLA

L’activation des acides carboxyliques est réalisée dans le tampon phosphate pH 4,7 en
présence d’EDAC (570 équivalents par rapports aux acides) durant 3 heures, puis les
particules sont isolées par centrifugation. Apres resuspension dans le tampon phosphate, la
cystamine dihydrochloride ou la cystéine (1300 équivalents par rapport aux acides) est ajoutée
et les solutions sont a nouveau agitées pendant 3 heures, puis les particules sont isolées par
centrifugation. Pour la voie 1, les ponts disulfures sont coupés par ajout de DTT (dithiotreitol)
dans le tampon phosphate pH 4,7 ou de TCEP (Tris(2-CarboxyEthyl)-Phosphine
hydrochloride) dans le tampon MES pH 4,7. Les solutions sont agitées 24 heures puis les
micelles sont isolées par centrifugation. La quantité de thiols fixés est quantifiée par dosage
d’Ellman dans le tampon phosphate pH 7,2 en présence de DTNB (5,5’-dithio-bis-(2-
nitrobenzoic acid). Le DTNB réagit en effet avec les thiols pour libérer un chromophore
absorbant a 412 nm, le NTB. La quantité de NTB libérée permet ainsi de calculer le nombre
de thiols sur les particules. Les conditions de réactions se sont révelées plus efficaces pour la
voie 1 que pour la voie 2. En effet, avec la voie 2, une charge d’environ 8,5 mmoles de thiols
par mole de micelles a été déterminée, c'est-a-dire environ 1100 thiols par particule de PLA.

Alors que pour la voie 1, 0,9 mmoles de thiols par mole de PLA ont été détectées, soit



112 thiols par particules de PLA. Durant cette étude, des réactions contrdles ont été réalisées,
en mettant en solution des micelles et de la cystéine mais en absence d’EDAC. La
quantification par le dosage d’Ellman n’a pas révélé la présence de groupement thiol sur les
micelles, ce qui indique que dans les expériences précédentes, les thiols ont bien été fixés de

la maniere spécifique, par ’action de PEDAC sur les particules.

V.2.1.b. Introduction d’azides sur des micelles préformées
par couplage peptidique

Le groupe de Wooley®! a décrit une méthode de fonctionnalisation de micelles réticulées par
la couronne a l’aide d’un groupement azide. Ces micelles pourront ensuite é&tre
fonctionnalisées par chimie de «click » avec une fluorescéine alcyne. Le principe de la

fonctionnalisation se déroule en trois étapes et est décrite dans la figure 36.1.
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Figure 36.1. Principe de la fonctionnalisation des micelles poly(acrylic acid)-b-polystyréne®

La premiére étape est I’activation des fonctions acides carboxyliques présentes a la surface

des copolymeéres poly(acrylic acid)-b-polystyréne. Celle-ci est réalisée dans 1’eau, en présence



d’EDC méthiodide (0,3 équivalents par rapport aux fonctions acides), un dérivé de ’EDC, et
de 3-azidopropylamine (0,25 équivalents). Aprés dialyse et par analyse infra-rouge des
micelles obtenues, les auteurs ont déduit que la totalité de la 3-azidopropylamine avait réagi et
que 25% des acides carboxyliques était a présent substitués par des azides. Les micelles sont
ensuite réticulées par la couronne par la méthode décrite dans le paragraphe 11.2.2.b et les
azides fixés sont mis a réagir par chimie de « click » afin de rendre les micelles fluorescentes.
Pour cela, de la fluorescéine alcyne est ajoutée (1,1 équivalents par rapport aux azides) en
présence d’ascorbate de sodium (0,5 équivalents) et de cuivre (I) (0,25 équivalents) dans le
tampon phosphate pH 7,3.

Les produits obtenus a chaque étape sont purifiés par dialyse contre le tampon phosphate

pH 7,3. Le rendement de la réaction de click a été déterminé par spectrométrie UV-visible et
s’est révélé quantitatif, c'est-a-dire que la totalité des azides initialement présents ont eté
substitués par des fluorescéines. Ainsi, la surface de chaque micelle est constituée de 75%
d’acides carboxyliques et de 25% de fluorescéine. Des mesures d’émission de fluorescence de
ces micelles ont montré qu’une extinction de fluorescence était observée, par rapport a la
fluorescéine seule en solution, ce qui a permis aux auteurs de conclure que les fluorescéines
étaient bien fixées sur les micelles. Il n’a cependant pas été précisé a quel nombre de
fluorescéine ce pourcentage correspondait par micelle.

D’autre part, les analyses par DLS des micelles avant fonctionnalisation ont montré des
diametres de 47 nm, tandis que le diametre apres fixation de la fluorescéine était de 44 nm. Ni
la réticulation, ni la fonctionnalisation n’ont donc induit de modification de la taille des
micelles. Les analyses de microscopie, MET et MAF, ont révélé des structures sphériques

avant et apres fonctionnalisation.



V.2.2. Fonctionnalisation non covalente de micelles préformées

La deuxiéme grande méthode pour marquer des micelles de polymére est d’encapsuler une
molécule hydrophobe dans le cceur des micelles. Dans ce cas, le grand avantage est que la
molécule est naturellement adsorbée dans le cceur de la micelle et aucune réaction chimique
n’a besoin d’étre mise en place. Cette molécule peut étre une sonde fluorescente, un principe
actif ou les deux & la fois.?*®® En ce qui concerne les sondes fluorescentes, la fluorescéine ou
la rhodamine sont fréquemment utilisées, méme si des sondes infra-rouges sont de plus en

plus courantes.®*®

L’encapsulation de sondes fluorescentes dans les micelles peut avoir lieu pendant ou apres la
formation des micelles. Par exemple, dans le cas de I’encapsulation de la carboxyfluorescéine
dans des micelles de copolymére diblocs de polysilanes et d’acide poly(méthacrylique),®®
I’encapsulation a lieu par agitation de la sonde avec la solution aqueuse de micelles pendant
quatre jours. L’exces de sonde est ¢liminé par un gel d’exclusion stérique.

La sonde fluorescente peut également étre encapsulée pendant la formation des micelles,
comme lors de I’encapsulation de la tétraméthylrhodamine isothiocyanate ou TRITC dans les
micelles de copolymére MPEG-PAE (poly-aminoester).?” Pour ce faire, la sonde a été
dissoute dans du méthanol et agitée en présence du copolymere préalablement placé dans un
mélange chloroforme/méthanol (1/1). La solution a ensuite été concentrée pour former un film
qui a été réhydraté par du tampon phosphate dans des micelles de copolymere. Afin
d’éliminer I’exceés de TRITC, le mélange obtenu a été filtré sur un filtre 0,45um Millipore
puis dialyseé. Ainsi, des micelles de copolymere MPEG-PAE ont été chargées avec 10% de
TRITC par rapport a la masse des micelles. Les propriétés de ces micelles vont étre détaillées

dans le paragraphe suivant.



V.3. Applications des micelles sphériques fonctionnalisées

Afin d’étudier le comportement en presence de cellules et le comportement in vivo des
différentes micelles fonctionnalisées avant ou apres leur formation, ces derniéres ont été
munies de sondes fluorescentes. Les micelles marquées par liaison covalente (biotin-P-
(NIPAAM)-co-NDAPM)-b-PCL-FITC),” tout comme celles marquées par encapsulation®**
ont montré une forte internalisation dans des cellules. En ce qui concerne les études in vivo,
les micelles fonctionnalisées par liaisons non covalentes montrent un avantage important : la
possibilité de relarguer la sonde fluorescente. Cette propriété est exploitée grace a des
micelles qui sont par exemple, sensibles au pH du milieu dans lequel elles se trouvent. 288

Les micelles MPEG-PAE décrites dans le paragraphe précédent possédent cette particularité
d’étre sensible au pH de la solution aqueuse : pour un pH de 6,4, les micelles se dissocient,
tandis qu’elles conservent leur structure pour des pH supérieurs a 6,4, notamment au pH
physiologique 7,4. Les auteurs ont préalablement montré qu’au pH d’une tumeur (pH 6,4), la
libération d’un agent encapsulé était beaucoup plus rapide qu’a pH 7,4.%” Dans cette étude, de
la tétraméthylrhodamine isothiocyanate (TRITC) a été encapsulée dans les micelles avec un
taux d’encapsulation de 10 % en masse de micelles. Ces derniéres ont ensuite été injectees a
des souris porteuses d’une tumeur. Les tumeurs ayant un pH 6,4, plus faible que le pH
physiologique (pH 7,4), les auteurs ont utilisé ces micelles pour libérer la sonde fluorescente
spécifiqguement dans la tumeur. Des micelles contrdles de copolymere PEG-PLLA ont
également été marquées par fluorescence et injectées. Le principe de libération de la sonde

ainsi que les images des souris a 12 heures et 24 heures aprés I’injection sont présentées

figure 37.1.



‘\ ° g‘f TRITC-PEG-PLLA

/. (]

0. \\

@®-riTC
TRITC-MPEG-PAE

pH 6.4 pH-dependent

Tumeur

Figure 37.1. Schématisation de la dissociation des micelles MPEG-PAE a pH6.4 et images des souris aprés
injection de micelles TRITC-PEG-PLLA et TRITC-MPEG-PAE®

Les micelles dont la stabilité ne dépend pas du pH ont été détectées dans tout le corps,
poumon, reins, foie et tumeur jusqu’a 24 heures apres injection. A I'inverse, les micelles
dépendantes du pH, MPEG-PAE, ont été détectées dans la tumeur 24 heures apres injection.
Les organes ont ensuite été preleves et la fluorescence a été quantifiée. Pour les micelles
MPEG-PAE, la fluorescence a été détectée dans la tumeur avec une intensité 11 fois plus
importante que pour les micelles témoins, et 14 fois plus forte que dans les autres organes.
Ces expériences montrent que par leur caractére pH-dépendant, les micelles MPEG-PAE sont
capables de cibler plus efficacement une tumeur que des micelles classiques. Il est & noter
qu’une molécule anticancéreuse a également pu étre encapsulée dans ces micelles, ce qui
suggere qu’elles pourraient étre prochainement testées dans une thérapie contre le cancer. Il
faut tout de méme remarquer que ces resultats ont éteé déduits du fait que les micelles libérent
plus efficacement la sonde fluorescente a pH 6,4, mais cette étude ne tient pas compte de la
diffusion passive des micelles et on peut se demander si la détection d’une forte intensité de

fluorescence dans la tumeur apres 24 heures ne vient pas simplement d’une diffusion passive.



VI-Conclusion

Nous venons de voir que les amphiphiles pouvaient s’auto-arranger sous différentes formes
possédant chacune ses caractéristiques et ses fonctions. Nous nous sommes plus
particulierement attachés a décrire la synthese de micelles sphériques réticulées et leur
fonctionnalisation de fagon covalente ou non covalente, pour étre utilisées comme agent de
délivrance ou pour I’imagerie médicale.

L’étude que nous allons présenter maintenant porte sur 1’étude de micelles sphériques
comportant une partie hydrophobe diacétylénique et d’une téte polaire acide nitrilotriacétique,
appelée NTA. Aprés leur formation, ces micelles sont photo-polymérisées, grace aux
diacétylénes, ce qui induit des changements structuraux. L’étude de ces changements
structuraux et leur influence sur la stabilité des micelles vont étre étudiés dans la prochaine

partie.
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Chapitre 2
Préeparation de micelles sphériques par
photopolymérisation d’amphiphiles diacétyléniques
a téte polaire NTA

Les lipides amphiphiles étudiés au laboratoire contiennent des groupes diacétylénes pouvant
polymériser sous forme d’enchainements alcéne-alcyne, appelés ene-yne, sous irradiation UV
ou v. La polymérisation est ainsi initiée par de 1’énergie lumineuse ce qui est un mode de
polymeérisation « propre », car ne nécessitant pas 1’apport de composés chimiques externes.
Afin d’aboutir a la formation de conjugués ene-yne, deux conditions principales doivent étre
réunies : les chaines grasses doivent étre orientées avec un angle de 45° les unes par rapport

aux autres et les distances entre elles doivent &tre constantes et de moins de 0,5A.}

I. Mécanisme de polymérisation des polydiacétylénes
L’étape clé la polymérisation des polydiacétyléenes (PDA) est I’addition 1,4, c'est-a-dire entre
le premier carbone du diacétylene de la chaine I et le quatriéme carbone de la chaine II, d’un
diradical formé par irradiation lumineuse. Le mécanisme radicalaire impliqué se déroule en

quatre étapes : formation d’une espéce diradical par excitation des électrons sous I’effet d’une
irradiation UV ou v, excitation vibrationnelle des motifs diacétyleniques, addition d’un

diacétyléne voisin pour former un diradical dimeére puis propagation de la réaction entre les

chaines.?* (Figure 1.2)
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Figure 1.2. Mécanisme de polymérisation des PDA par un intermédiaire diradicalaire*

Les systemes eny-yne résultant de la polymérisation sont fortement conjugués et ont des
caractéristiques spectrales particuliéres qui dépendent de la délocalisation des électrons 7.*

Les deux orbitales frontiéres, 1’orbitale moléculaire la plus haute occupée (HOMO) et la plus

basse vacante (LUMO), possedent des niveaux d’énergie d’autant plus proches que la



conjugaison dans le polymere est forte. Ainsi, plus un polymeére sera conjugué, moins un
¢lectron aura besoin d’énergie pour étre excité et passer de la HOMO a la LUMO. Or, la
relation de Planck définit I’énergie E associée a une transition : E =h/ A, ou h la constante de
Planck et A, la longueur d’onde de cette transition. Ainsi, plus une énergie de transition sera
faible, plus la longueur d’onde associée a cette transition sera ¢levée. L’augmentation de la
délocalisation des électrons m est ainsi associée a une augmentation de la longueur d’onde
d’absorption par les électrons : c’est ’effet bathochrome.

Par exemple, les propriétés optoélectroniques d’oligodiacétylénes (ODA) se sont révélées

différentes en fonction de la longueur de conjugaison.>® (Figure 2.2)
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Figure 2.2. Structure de I’oligodiacétyléne 1 < n < 6 et spectres d’absorption des radicaux ODA*" en fonction de
la longueur de chaine

Pour cette étude, des oligodiacétylénes contenant des longueurs de chaines entre 1 et 8 unites
ont été synthétisés, afin de produire les radicaux issus de ces oligodiacétylénes (ODA®"). Les
mesures des énergies de transition de ces différentes especes ont montré une évolution
importante en fonction des longueurs de chaine. La figure 2.2 montre que quand les longueurs
de chaine augmentent, I’énergie mesurée diminue et par conséquent, la longueur d’onde
d’absorption augmente. Les longueurs d’ondes d’absorption associées sont les suivantes :

N=1-— Anax=413nM < N=3 — ALux=666nMm < N=6 —» A =840 nm

Une augmentation de la longueur de chaine de 1 a 6 maillons permet d’augmenter de fagon

importante la longueur d’onde d’absorption et confirme que la longueur de la délocalisation



électronique peut étre évaluée par spectrometrie UV-visible. Ainsi, les PDA fortement
conjugués ont des longueurs d’onde d’absorption situées dans le rouge, c’est dire entre 600 et
700 nm, et seront vus avec une couleur bleue : on dira alors qu’ils sont dans la forme
« bleue ». A I’inverse, des PDA faiblement conjugués absorberont dans le bleu, c'est-a-dire
entre 400 et 500 nm, ils auront donc une couleur rouge, et on dira qu’ils sont dans la forme

«rouge ».

I1. Etude de la photopolymérisation de I’amphiphile diacétylénique
a téte polaire NTA dans les micelles sphériques

Lorsque I’amphiphile diacétylénique possédant une té€te polaire acide nitrilotriacétique,
(Figure 3.2) est dissous dans de I’eau a pH basique (pH > 8) a une concentration de 5 mg/mL,

il forme des micelles sphériques.
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Figure 3.2. Structure de I’amphiphile diacétylénique possédant une téte polaire NTA

Cet amphiphile, comme tous ceux que nous verrons dans la suite du manuscrit, est un lipide
diacétylénique et peut donc polymériser sous I’effet d’une irradiation UV ou 7. Le but de cette

étude est d’évaluer les effets de la polymérisation sous irradiation UV, notamment les
changements structuraux qu’elle peut induire dans les micelles et la stabilisation qu’elle peut
apporter.

Dans la suite du manuscrit, nous noterons les micelles formées de I’amphiphile diacétylénique
a téte polaire NTA non polymérisées : MNPyta, et les micelles formés de I’amphiphile

diacétylénique a téte polaire NTA polymérisées : MPyra.



I1.1. Préparation des micelles

L’amphiphile diacétylénique a téte polaire NTA est dissous a une concentration de 5 mg/mL
dans une solution de tampon Tris pH 10 (0,1M) par sonication dans un bain a ultrasons
pendant 30 minutes. Les micelles sont ensuite photopolymérisées par irradiation sous une
lampe UV fournissant une puissance de 1000 Watt a 254 nm. Des études précédemment
menées au sein du laboratoire ont montré que 45 minutes d’irradiation sous 1000 W ¢étaient

nécessaires pour atteindre le maximum d’absorption. (Figure 4.2)
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Figure 4.2. Spectres d’absorbance des micelles NTA a 1mg/mL entre 0 minutes et 60 minutes de polymérisation
sous 1000W a 254 nm

Avant photopolymérisation, les groupes diacéetylénes présents dans les lipides absorbent entre
200 et 350 nm. (Figure 4.2. courbe bleue, sans polym) Mais apres polymeérisation,
I’absorbance des micelles augmente pour s’étendre jusqu’a 470 nm et la couleur de la solution
est jaune. Cette augmentation de I’absorbance indique que ’on obtient des systémes
conjugués, d’apres les observations faites dans le paragraphe précédent. D’autre part, nous
n’observons pas des absorbances élevées contrairement a la polymérisation dans des
liposomes polydiacétyléniques, pour lesquelles les absorbances atteignent 630 nm.”® Cette
différence peut étre expliquée par les plus grandes contraintes géométriques présentes dans les
MNPyTa. Nous supposons que les conditions nécessaires pour la formation de liaisons



ene-yne, c'est-a-dire un angle de 45° et une distance constante entre les chaines, sont
totalement réunies dans le cas des liposomes grace a leur plus faible rayon de courbure. A
I’inverse, les MNPyta, de tailles plus petites, ont un plus grand rayon de courbure ce qui
induit une mauvais orientation des chaines durant la polymérisation. Ainsi, la polymérisation

ne pourra avoir lieu qu’entre un petit nombre de chaines. (Figure 5.2)
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Figure 5.2. Comparaison de la longueur de conjugaison aprées photo-polymérisation dans des micelles et dans les
liposomes®

La figure 5.2 montre que par les contraintes imposées pour la polymérisation, les électrons ne
peuvent se délocaliser que sur une courte distance dans les MPnta, contrairement aux
liposomes, et que les longueurs d’ondes d’absorption associées sont plus faibles.

Nous verrons dans le chapitre 5 un exemple de polymérisation de nanotubules dans lesquelles
I’orientation des chaines est favorable, ce qui permet 1’obtention de solutions de couleur

violette apres irradiation.



I1.2. Etude comparative de la structure des micelles avant et apres
photopolymérisation

11.2.1. Analyse par diffusion dynamique de la lumiére et
microscopie électronique a transmission

Des analyses de diffusion dynamique de la lumiere ou dynamic light scattering (DLS) et de
microscopie électronique a transmission (MET) ont permis de déterminer le diamétre
hydrodynamique des micelles et leur forme. Ces deux analyses n’ont pas révélé de différences
majeures avant et aprés polymérisation. En effet, la taille obtenue par DLS pour les micelles
non polymérisées est de 7,2 nm + 0,5 nm tandis que celle des micelles polymérisées est de

6,7 nm £ 0,5 nm. Les mesures sont reproduites trois fois et les incertitudes sont calculées

comme étant la moitié de la largeur a mi-hauteur du pic. (Figure 6.2)
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Figure 6.2. Distribution en volume de la taille des MNPyt (a gauche) et MPyra (a droite).
Concentration : 5 mg/mL dans le Tris pH10 (0,1M)

Il faut noter que I’analyse réalisée en intensité révele la présence d’agrégats d’une taille de
100 nm qui sont toujours présents lors de la formation des micelles avant et apres
polymérisation ; ils représentent cependant une faible quantité de particules car ils ne sont pas
détectés par 1’analyse en volume. Des filtrations sur filtre MilliPore 0,45um ont été réalisées
afin d’éliminer d’autres poussiéres, mais aucune différence n’a été observée.

Des images en microscopie (MET) ont été réalisées a une concentration de 0,1 mg/mL sur des

grilles de carbone apres coloration a I’acétate d’uranyle. Cette concentration a été choisie car



pour des concentrations plus élevées, un tapis de micelles était présent sur la grille. Pour les
MNPt et les MPnta, des structures sphériques possédant un diamétre d’environ 10 nm ont

éte observeées. (Figure 7.2)

Figure7.2. Images MET des MNPyra (2 gauche) et des MPyra (a droite). Barre d’échelle : 50 nm.
Concentration : 0,1 mg/mL dans le Tris pH10 (0,1M)

Ces observations concordent avec celles réalisées sur les micelles de copolymeére introduites
dans le chapitre 1, ou peu ou pas de différences avaient été observées avant et apres
réticulation par analyse de DLS et de MET. On peut toutefois noter que les micelles que nous
obtenons ont des diamétres plus petits que des micelles de copolymere. A titre d’exemple, les
micelles de copolymére PEG-b-P(LA-co-MAC) décrites dans le paragraphe 11.3.1 du

chapitre 1, possédaient un diametre de 70 nm avant réticulation et de 62 nm apres réticulation.

11.2.2. Analyse par diffusion des neutrons aux petits angles

Afin de déterminer la structure interne des micelles, des expériences de diffusion des neutrons
aux petits angles (Small-Angle Neutron Scattering ou SANS) ont été réalisées par

Jean-Michel Guenet, du laboratoire des systemes complexes moléculaires et
macromoléculaires organisés, situé a I’Institut Charles Sadron. Ainsi, des solutions de
MNPNTA €t MPnTA dans de I’eau deutérée basique ont été réalisées afin d’étre analysées par

SANS. Les courbes obtenues par utilisation de la représentation de Kratky (g°1(q) vs g) sont



exposées dans la figure 8.2. En ce qui concerne les MNP, on peut superposer la courbe

obtenue avec le facteur de forme P(q) d’une sphére solide:
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Figure 8.2. Représentation de Kratky des MNPyra(ronds noirs) et des MPyra(ronds blancs)
Pour les MNPNTa, Une tres bonne corrélation est obtenue pour des valeurs de q faibles avec un
rayon r = 3,2 nm. Pour des q éleves, la courbe est plus éloignée du tracé théorique car le
rapport signal/bruit est plus fort, donc la qualité du signal moins bonne. Cependant, le fait
important est que le maximum de la courbe théorique corresponde a celui de la courbe
expérimentale. Cette bonne corrélation indique aussi que les MNPyta sont fortement
monodisperses en taille car dans le cas contraire, les oscillations seraient rapidement
atténuées. De plus, la valeur d’un rayon de 3,2 nm est en accord avec la valeur trouvée par
DLS, qui était de 3,6 nm.
En ce qui concerne les MPyra, la corrélation avec la courbe théorique d’une sphére dure n’est
satisfaisante que pour les faibles valeurs de q. La forte augmentation de I’intensité pour les
grandes valeurs de q peut indiquer que du matériel s’est détaché des micelles et posséde une

structure plus étendue.



I1.2.3. Analyse par chromatographie d’exclusion stérique

Comme nous I’avons vu dans le paragraphe 11.3.4 du chapitre 1, la chromatographie
d’exclusion stérique, ou Size Exclusion Chromatography (SEC), est une méthode de
chromatographie en phase liquide, qui permet de séparer des composés en fonction de leur
volume hydrodynamique. Les analyses de SEC présentées dans ce paragraphe ont été
réalisées par Alain Rameau, du laboratoire caractérisation de 1’Institut Charles Sadron.

Cette analyse est souvent utilisée pour déterminer le degré de polymérisation d’un polymére.10
Le choix de 1’éluant est important car il doit permettre d’optimiser la solubilité du polymeére
afin d’obtenir la meilleure dissociation des différents composés et ainsi la meilleure €lution
possible. La plupart du temps, la SEC est réalisée dans un solvant organique, comme le
tétrahydrofurane (THF). C’est le solvant que nous avons choisi pour nos analyses car nous
avons observé qu’il a permis une bonne solubilisation des micelles, notamment pour réduire
le nombre d’agrégats en solution. Avant de réaliser les mesures, les micelles polymérisées ont
da étre séchées pour étre redispersées dans le THF. Pour cela, la solution de micelles dans la
solution de Tris a été acidifiée avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré et les
micelles ont été extraites avec un mélange chloroforme/THF. La protonation des acides
carboxyliques a ainsi permis de transférer les micelles de la phase aqueuse a la phase
organique, qui est ensuite séchée pour récupérer le produit sec.

Les analyses de SEC ont été réalisées par deux modes de détections: une detection
réfractométrique et une détection par diffusion de lumiére. La détection réfractométrique
donne une réponse proportionnelle a la concentration du polymere en solution par rapport a la
courbe de calibration du polystyréne. Cette méthode est basée sur le fait que les
comportements en solution du polystyrene et du polymére sont identiques. On peut ainsi
déterminer une masse molaire apparente du polymeére. La deuxiéme méthode combine un

réfractometre et une détection par diffusion de lumiére grace a laquelle la masse molaire



absolue du polymeére peut étre déterminée. En effet, le signal détecté est proportionnel & une
valeur expérimentale dn/dc, correspondant la variation de n, I’indice de réfraction du
polymére, en fonction de sa concentration c¢. La valeur de dn/dc est déterminée grace a un
réfractométre. Lors d’une analyse de SEC, les pics détectés sont associés a une courbe
log(Mw) = f(Ve). Mw représente la masse molaire absolue du polymere dont les variations
sont tracées en fonction du volume d’élution Ve. L’interprétation de cette courbe permet alors
de déterminer la masse molaire absolue du polymere. Les deux méthodes réfractométrique et
par diffusion de lumiére ont été appliquées pour ’analyse des MNPyra et des MPyta, qui ont
éte filtrées avec un filtre

0,45 um avant ’injection.

En ce qui concerne les micelles non polymérisées MNPnta, I’analyse réfractométrique ne
révele qu’un seul pic, d’une masse molaire apparente de 620 g/mole. (Figure 9.2, courbe
rouge trait plein) Cette valeur est proche de la valeur théorique (618 g/mole). Le calcul de la
masse molaire absolue, par diffusion de lumiére, donne guant a elle une valeur de

2400 g/mole. Cette valeur est plus grande que la premiére a cause de la présence de quelques
gros agrégats qui perturbent ’analyse, mais dont la quantité est si faible, de I’ordre de 1 a 2%,
qu’ils n’étaient pas détectés par le réfractometre. En effet, leur présence est repérable par la
courbe log(Mw) = f(C) qui est décalée vers les volumes d’élution plus faibles, donc vers les

masses plus grandes. (Figure 9.2, courbe rouge en pointillés)
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Figure 9.2. Analyses SEC/MALS des MNPyra(en rouge) et des MPyra(en bleu)

Les analyses des micelles polymérisées MPnta montrent la disparition quasi-totale du pic de
I’amphiphile de départ et I’apparition d’un large pic entre les volumes d’¢lution 33 et 43 mL.
(Figure 9.2, courbe bleue trait plein) La présence de ce nouveau pic a des volumes d’¢lution
plus faibles montre que les MPynta sont constituées de polymeres de plus grandes masses
molaires que ’amphiphile de départ.

Par analyse de diffusion de lumiére, les masses molaires calculées sont comprises entre
150 000 g/mole et 2 000 000 g/mole. (Figure 9.2, courbe bleue en pointillés) Par analogie
avec la valeur trouvée pour les MNPyta, Ces deux masses molaires correspondent a des
chaines de polymeres constituées de 62 a 830 amphiphiles de départ. Nous pouvons supposer
que les petites valeurs (entre 62 et 150 amphiphiles) constituent les chaines polymeérisées dans
les micelles et que les grandes valeurs sont des agrégats que nous n’avons pas réussi a
dissocier. Ces agrégats sont attribués a une dissolution partielle des MPnta en solution. En
effet, lors de 'optimisation des conditions d’analyse, le nombre de ces gros agrégats s’est vu
diminuer lorsque les conditions de dissolution étaient plus dures, c'est-a-dire par chauffage et

sonication. Cependant, un long chauffage (3 heures) et une sonication intense (45 minutes), ne



nous ont pas permis d’éliminer complétement ces agrégats. L’analyse ainsi obtenue nous a
paru satisfaisante pour vérifier qu’aprés photopolymérisation, la disparition quasi-totale du

produit de départ est effective et que la formation de chaines de polymere a bien lieu.

11.2.4. Détermination des concentrations micellaires critiques

Comme nous I’avons vu dans I’introduction générale (I1.3.3), la détermination de Ia
concentration micellaire critigue (CMC) de micelles avant ou aprés polymérisation est
souvent utilisée pour évaluer la stabilisation apportée par la polymérisation. Plusieurs
techniques existent pour calculer les CMC, et dans notre étude, nous avons choisi la méthode
d’encapsulation du pyréne.'! Des solutions de concentrations croissantes en micelles dans le
Tris pH10 (0,1M) ont été préparées : de 0,5.10° mg/mL a 0,6 mg/mL. Ces solutions de
micelles (1 mL) ont ensuite ¢t¢ mélangées a 1uL d’une solution de pyréne (1 mM dans le
DMSO). Les spectres d’émission de fluorescence du pyréne ont été utilisés pour calculer les
CMC des MNPyta et des MPyta. Les spectres d’émission réalisés pour les MNPyTa soNt

présentés figure 10.2 pour une longueur d’onde d’excitation a 339 nm.
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Figure 10.2. Spectres d’émission du pyréne dans des solutions de concentrations différentes de MNPyta



Afin d’exploiter ces courbes, il faut tracer le ratio des intensités a 373 nm (ls73) et a 383 nm
(13g3) en fonction de la concentration en micelles, en mg/mL. La courbe ls73/l3s3 = f(C) est

représentée sur la figure 11.2.
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Figure 11.2. Courbes l373/l1333= f(C) pour les MNPyra

L’intersection entre les droites donne la valeur de la CMC : 15 mg/L. Les mémes mesures ont
été réalisees pour les MPyta. Les spectres d’émission du pyréne a différentes concentrations

de micelles ont permis de tracer la courbe ls73/l3g3 = f(C) correspondante présentée sur la

figure 12.2.
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Figure 12.2. Courbe l373/1353= f(C) pour les MPyra



La zone dans laquelle se trouve la CMC des MPyra correspond a de trés faibles
concentrations, a la limite de précision de la méthode, mais on peut estimer que sa valeur est
inférieure a 1 mg/L. Cependant, la mesure des tensions de surface ou des conductivités sont
des méthodes permettant quant & elles de déterminer des CMC pour de plus faibles
concentrations, que nous pourrions mettre en place pour obtenir une valeur exacte.

La forte différence de CMC entre les MNPnTa et les MPyta montre que la dissociation des
molécules dans les micelles polymérisées a lieu a une concentration bien plus faible (moins de
1 mg/L) que pour les micelles non polymérisées (15 mg/L) et que la photopolymérisation a

induit une stabilisation des micelles.

Il faut noter que les valeurs obtenues sont comparables avec les CMC de micelles de
copolymeére PEG-b-P(LA-co-MAC), présentées dans le chapitre 1. En effet, avant réticulation
du ceeur, la CMC était de 14,8 mg/L et a été diminuée de moitié aprés réticulation.*? Dans ce
cas précis, la valeur des MNPyra est similaire mais la stabilisation obtenue apres
polymérisation est plus grande, qu’aprés réticulation du cceur. Or, les MNPyra ONt été
polymérisées pour fournir des polymeéres linéaires non réticulés. Nous envisagerons donc, a la
fin de ce chapitre, de synthétiser des micelles polymérisables et réticulables, afin d’apporter

une stabilisation encore plus grande.

[1.2.5. Etude de I’encapsulation d’une molécule hydrophobe

Afin de calculer le taux d’encapsulation dans les micelles avant et aprés polymérisation, la
molécule hydrophobe Red30 a été utilisée. (Figure 13.2) Le coefficient d’extinction du Red30
a préalablement été déterminé et une expérience contréle ne contenant que du Red30 dans une

solution de Tris pH10 a montré que celui-ci était complétement insoluble.



Figure 13.2. Structure du Red30

La premiére étape est de dissoudre le Red30 dans du méthanol a la concentration de

15 mg/mL. 1mL de cette solution est ensuite ajouté a 5 mL d’une solution de MNPyra dans
du Tris pH10 (0,1M) a 1 mg/mL. Le méme protocole est appliqué aux MPyra. Les solutions
sont ensuite soniquées a 70°C puis centrifugées pour ¢liminer I’excés de Red30. Le chauffage
a 70°C permet I’élimination du méthanol et la décantation du Red30. Les micelles contenant
le Red30 sont dosées par spectrométrie UV pour calculer la quantité de Red30 présent dans
les micelles.

Les taux d’encapsulation massiques ainsi détermines dans les MNPyt sont de

10.1% + 1.4 wt/wt et 7.7% + 1.0 wt/wt pour les MPyra. Le taux d’encapsulation est donc 25%
plus important pour les micelles non polymérisées que pour les micelles polymérisées.
Comme nous l’avons vu lors du calcul de la CMC, les MNPynta €t MPnTa ONt des
comportements clairement différents en solution. Les MNPyra ont un caractére plus
dynamique, puisqu’elles sont dissociées plus facilement que les MPyra. Ce caractere plus
dynamique des MNPyra Se retrouve ici, car grace a la plus grande mobilité des amphiphiles
les constituant, elles peuvent mieux «emprisonner » le composé hydrophobe. Les MPnta
possedent une structure plus rigide et une cohésion plus grande que les MNPyTa, Ce qui ne
leur permet pas d’encapsuler autant de molécules que les MNPyra. Il faut également noter
que les images de MET et les analyses en DLS n’ont pas révélé de changement de forme ou
de taille aprés encapsulation du Red30, ce qui montre que les structures ont été conservées.
Les taux d’encapsulation que nous avons obtenus ont été comparés avec ceux obtenus avec

des micelles de copolymere décrits dans la littérature. Les taux d’encapsulation sont en



général compris entre 1,5% et 50 %."* Par exemple, de ’acétate de prednisone a été encapsulé
avec un taux de 21.5 wt%" et de I’octaéthylporphine avec un taux de 11.9 wt%." Ces valeurs
nous indiquent que nos micelles polydiacétyléniques sont des systemes compétitifs par

rapport aux systémes existants.

11.2.6. Etude du comportement dans un mélange avec un solvant
organique

Lors de I’étude réalisée sur I’encapsulation du Red30, il nous est apparu que les MNPnta
possédaient une structure plus rigide que les MPyta. 1l nous semblait alors intéressant
d’étudier leur comportement respectif en présence de solvant organique. En effet, I’addition
d’un solvant organique va perturber les systémes a cause des interactions entre ces solvants et
les chaines lipidiques qui peuvent détruire partiellement ou totalement les micelles.*® Ainsi, si
la taille des micelles ne varie pas avec I’ajout d’un solvant organique, cela signifie qu’elle n’a

pas été détruite et que sa structure micellaire est intacte.

Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudier I’effet de 1’addition d’éthanol sur la
structure des MNPyta et de MPyta. Pour ce faire, un pourcentage croissant d’éthanol a été
ajouté dans des solutions de MNPyt et de MPyta @ 5 mg/mL dans le Tris pH10 (0,1 M).
L’évolution de la taille des micelles non polymérisées et polymérisées a été suivie par
diffusion de lumiére, et nous avons calibré I’appareil en tenant compte du pourcentage
d’éthanol introduit. Nous avons choisi d’introduire un pourcentage volumique croissant, entre
0 et 100% d’éthanol, afin de détecter le pourcentage pour lequel les MNPyra et les MPnta

n’étaient plus détectables en solution.
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Figure 14.2. Evolution de la taille des MNPyra(carrés noirs) et MPyra(losanges rouges) en fonction du
pourcentage volumique en éthanol

Les courbes obtenues sur la figure 14.2 montrent que les variations de taille entre les deux
types de micelles sont sensiblement identiques. Dans les deux cas, au-dessous de 50%
d’éthanol, les micelles sont intactes, tandis que pour des pourcentages supérieurs a 50%, les
tailles augmentent considérablement. Cela indique une destruction des structures micellaires
et la formation d’agrégats probablement non structurés. Les deux types de micelles semblent
seulement se distinguer entre 50 % et 55% en éthanol. Ce faible écart nous a paru plut6t

décevant car aucune différence majeure entre les MNPyta et de MPnran’a pu étre détectée.

Nous avons alors poursuivi I’étude avec un autre solvant organique, afin de tenter de mettre
en évidence une différence de comportement entre les MNPynta et les MPynra. Le
tétrahydrofurane a alors été choisi et a été introduit a un pourcentage volumique compris entre
0 et 100% aux solutions de micelles dans le Tris pH 10. Les courbes obtenues sont présentées

dans la figure 15.2.
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Figure 15.2. Evolution de la taille des MNPyra(rectangle rouges) et MPyra(losanges noirs) en fonction du
pourcentage volumique de THF en solution

Cette fois, une difference a été observée pour un pourcentage de 100% en THF, ou les
micelles non polymérisées n’existent plus en solution, contrairement aux micelles
polymérisées qui ont conserveé leur taille. Par contre, pour des pourcentages en THF inférieur
a 80%, les tailles des MNPyra et des MPyta Se sont révélees identiques, c'est-a-dire environ

8 nm. Pour des pourcentages compris entre 80% et 100%, des mesures ont été réalisées mais
des valeurs trés faibles ont été trouvees (environ 2 nm). Ces valeurs nous on paru aberrantes et
nous en avons déduit que malgré la calibration de I’appareil en tenant compte du THF, celui-
ci n’était plus en mesure de fournir une analyse correcte en présence d’une aussi grande
quantité de solvant organique.

Cette expérience nous a cependant permis de conclure que la polymérisation a renforcé la
structure des micelles puisque les MPyta leur permettent de conserver leurs structures dans le
THF pur. Cependant, I’ajout de solvant organique par analyse DLS de la taille des micelles,
ne nous a pas conduis au pourcentage de solvant a partir duquel les micelles sont dissociées

en solution.



[1.2.7.Conclusion

Les différentes mesures effectuées sur les MNPnta et les MPyta ont montré que la
polymérisation ne modifiait pas la structure nanométrique des micelles, car leurs tailles et
leurs formes étaient conservées. Les analyses par DLS et SANS ont montré des micelles
d’environ 3,5 nm de rayon, proche de la valeur théorique de 3,9 nm.

Par la suite, la présence de liaisons ene-yne a été démontrée par spectrométrie UV-visible et la
structure des micelles avant et apreés polymérisation ont été décrites par SANS et par SEC.
Ces micelles polymérisées possedent d’autre part une CMC plus de dix fois plus basse
qu’avant polymérisation, ce qui nous a permis d’affirmer que leur stabilit¢ en solution
aqueuse avait fortement augmenté. Pour finir, ’encapsulation d’une molécule hydrophobe a
permis de découvrir que les micelles polymérisées pouvaient charger 25% de produit en
moins que les micelles non polymérisées, ce qui indique qu’elles ont une structure moins

flexible, certainement a cause des liaisons ene-yne formées.

I11. Vers des structures photopolymerisables et reticulables

La photo-polymérisation des amphiphiles diacétyléniques a téte polaire NTA dans les
micelles, a permis de produire des micelles sphériques stabilisées. Cependant, ces MPyra sont
constituées de chaines de polymeres linéaires, et on peut imaginer que [’ajout d’une
réticulation sur ces chaines pourrait encore augmenter la stabilisation. En effet, les MPnta
sont en équilibre avec des chaines de polymeres, et la concentration pour laquelle cet équilibre
a lieu a été déterminée par le calcul de la CMC. Le fait d’introduire une réticulation entre
deux amphiphiles devrait pouvoir empécher cette dissociation et permettre de conserver la
structure intacte, méme a de trés faibles concentrations. Une représentation schématique
montrant la formation des MPyra et des micelles polymérisables et réticulables (MPR) et leur

différence de comportement en solution est présentée dans la figure 16.2
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Figure 16.2. Représentation schématique de la formation des MPyra €t des MPR

C’est dans le but d’obtenir des micelles polymérisables et réticulées, que nous avons débuteé la

synthése d’amphiphiles diacétyléniques réticulables.

[I.1. Vers la syntheése d’un réticulant bibrin

Des amphiphiles munis de deux brins photopolymérisables ont déja été synthétiseés et utilises
pour I"auto-assemblage de liposomes diacétyléniques, sur le modéle des phospholipides.'” La
molécule cible que I’on souhaite synthétiser est représentée sur la figure 17.2. La téte polaire
P pourra étre soit la téte NTA soit une téte PEG. La téte polaire NTA a éte choisie afin de
rendre 1’étude comparative plus aisée par rapport a 1’étude réalisée précédemment. De plus,
nous devons tenir compte du parameétre d’assemblage P = v/(ap.lc), ou v est le volume de la
chaine hydrophobe, ag la surface de la téte polaire et I; la longueur de la chaine. Nous savons

que dans le cas de MPnta, nous obtenons des micelles sphériques, la valeur du parametre P



est donc infeérieure a 0,33. Si nous doublons le volume de la chaine hydrophobe, tout en
doublant I’aire de la téte polaire, la valeur du paramétre P ne devrait pas varier et il est

raisonnable de penser que nous obtiendrons également des micelles sphériques.

Figure 17.2. Structure de la molécule bibrin cible

Le schéma de synthése débute par la réduction de I’acide 10,12-pentacosadinoique en alcool 1
qui est ensuite transformé en groupe partant sous la forme du mesyle 2. La substitution du
mésylate par le méthyle malonate se fait par irradiation sous micro-ondes pendant 20 minutes
pour obtenir le lipide malonate 3. Celui-ci est ensuite mis a réagir dans une deuxieme réaction
d’alkylation du malonate avec une autre molécule mesylée 2 pour fournir la molécule 4 et un

produit secondaire 5. (Figure 18.2)
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Figure 18.2. Synthése de I’intermédiaire 4



Afin d’obtenir la molécule bibrin cible, nous avons voulu saponifier le diester 4 pour former

le diacide 4°. (Figure 19.2)
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) Figure 19.2. Schéma de synthése du diacide 4° a partir du diester 4

Afin d’effectuer la saponification, différentes conditions réactionnelles basiques et acides ont
été testées en nous inspirant de la littérature. Une sélection de ces conditions est présentée

dans le tableau 1.2.

Réactifs LiOH LiOH BBr; TMSCI (3eq) AICl;
(10eq) (10eq) (5eq) Nal (3eq) (6eq)
Solvant THF/MeOH | THF/MeOH DCM THF EtSH
Température/

temps de TA/14h 140°C/40min TA/14h Reflux/24h TA/14h
réaction

Produits - Produits de -4 (57%) - Produits de
formés 4 4 dégradation | - Produits de | degradation

dégradation

Tableau 1.2. Conditions réactionnelles testées pour la saponification du diester 4

Nous avons tout d’abord voulu saponifier le diester 4 dans des conditions classiques en
présence d’hydroxyde de lithium a température ambiante pendant une nuit. L’analyse RMN
du brut réactionnel a révélé uniquement la présence du produit de départ. Le diester 4 a
ensuite été engagé en présence d’hydroxyde de lithium sous irradiation micro-ondes a 140°C

successivement pendant 5 minutes, 20 minutes et 40 minutes. Pour chacune de ces conditions,



seul le produit de départ a été récupéré dans le brut réactionnel. Nous nous sommes alors
tournés vers des conditions de saponification en milieu acide. Ainsi, des acides de Lewis
comme le tribromure de bore™ (BBrs), et le trichlorure d’aluminium®® (AICls) en présence
d’éthanethiol (EtSH) ont été testés. Des conditions en présence de Nal et TMSCI® ont
également été testées. Pour chaque condition, le brut réactionnel a été extrait en présence
d’HCI IN et d’acétate d’éthyle, puis une analyse RMN a été réalisée. Malheureusement, les
différentes conditions testées n’ont pas permis d’obtenir le diacide souhaité, car nous avons
récupéré soit le produit de départ, soit des produits de dégradation.

Nous nous sommes alors tournés vers la synthése d’une autre famille de lipides pour lesquels
la téte polaire serait couplée par substitution nucléophile. Pour cela, nous avons envisagé de

réduire les esters de la molécule 4 en alcools. (Figure 20.2)
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Figure 20.2. Synthése du diol 11

Différentes conditions réductrices ont été testées : en présence de DIBAL-H, de LiAIH4 ou
encore de AI(OtBu)sH. Ces réducteurs ont été mis a réagir avec le diester 4 a température
ambiante ou sous irradiation micro-ondes et seule la réaction en présence de DIBAL-H
pendant 14 heures a température ambiante a fourni la molécule 11, avec un rendement de
15%. Les autres conditions n’ont permis de récupérer que le produit de départ et des produits
de dégradation. Cependant, ce rendement de 15% n’était pas suffisant pour permettre de
synthétiser une quantité raisonnable de produit, c’est pourquoi nous avons changé de stratégie
et avons envisagé la synthése d’un autre lipide pour lequel la réticulation post-polymérisation

reposerait sur la formation d’un pont disulfure. Mais avant de détailler les syntheses réalisées,



nous avons voulu optimiser la synthése du composé secondaire 5, obtenu lors de la synthese

de la molécule 4, et obtenu avec un rendement presque aussi important.
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Figure 21.2. Structure du composé 5 obtenu lors de la synthese du diester 4 et sa sonification en acide 6

Le composé 5 est issu de la décarboxylation du composé 4 lors de la réaction sous micro-
ondes. Ce composé étant obtenu en grande quantité et possédant une structure proche des
lipides utilisés habituellement, nous avons voulu le saponifier en acide carboxylique

(6, figure 21.2) et I’engager dans un couplage peptidique avec une téte polaire
hexaéthyleneglycol 9 pour obtenir le composé 10. (Figure 22.2) La téte polyéthyleneglycol,
notée PEG, a été choisie car elle est plus simple a engager dans la réaction que la téte NTA.
D’autre part, ce composé ne rentrera pas dans 1’étude de comparaison avec les MPyta, donc
I’utilisation de la téte polaire NTA n’est pas nécessaire. La premiére étape de la synthese est
la mono-mésylation de I’hexaéthyléneglycol pour obtenir le composé 7. Ce dernier est mis en
présence d’azoture de sodium pendant 48 heures sous reflux afin d’obtenir le composé 8, qui
est ensuite réduit sous atmosphére d’hydrogéne en présence de palladium sur charbon pour
conduire au produit 9 désiré.?! Dans une derniére étape, le composé 9 est engagé en présence
d’EDC et d’HOBt avec I’acide 10,12-pentacosadinoique pour fournir I’amphiphile 10 voulu.

(Figure 22.2)
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Figure 22.2. Schéma de synthese du composé 10

Le composé 10 a ainsi été obtenu et ses auto-arrangements dans 1’eau se sont révélés trés
différents de ceux des autres lipides. En effet, ce ne sont pas des micelles sphériques qui ont
été obtenues, mais des tubules et des hélices. L’étude structurale de ces arrangements sera

présentée dans le chapitre 5.

II1.2. Vers la synthése d’un amphiphile réticulant muni d’un pont
disulfure ou d’un thiol

[11.2.1. Vers la synthése d’un amphiphile bibrin comportant un
pont disulfure

Nous avons envisagé d’introduire un pont disulfure sur un amphiphile diacétylénique afin de
moduler la stabilité des micelles en fonction du milieu redox dans lequel elles se trouvent. En
effet, en conditions réductrices et de maniére réversible, le pont disulfure peut étre rompu en
libérant les thiols.”*** Ainsi, les micelles formées n’ont pas les mémes propriétés physiques
en conditions oxydantes ou réductrices. Nous avons alors envisagé de synthétiser une
molécule possédant deux chaines alkyles, introduites avec I’acide 10,12- pentacosadinoique et

reliées entre elles par un pont disulfure. Les tétes polaires NTA seront ensuite introduites afin



de permettre la formation de micelles en solution aqueuse et par la suite, d’obtenir des

résultats comparables a ceux des MPyra. (Figure 23.2)
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Figure 23.2. Molécule cible bibrin contenant un pont disulfure

La voie de synthese developpée est décrite dans la figure 24.2. Le diméthylester de la

L-cystine est tout d’abord mis a réagir sur 1’acide 10,12-pentacosadinoique pour obtenir le
composé 12, possédant deux chaines lipidiques, avec un rendement de 47%. Les esters sont
ensuite saponifiés en présence d’hydroxyde de lithium pour fournir le diacide 13. Par la suite,
nous avons engageé le diacide 13 avec la molécule NH,-NTA, en présence d’EDC, d’HOBt et
de DIPEA. Ces conditions de couplage ont été choisies car ce sont celles utilisees
efficacement sur ’acide 10,12-pentacosadinoique. Cependant, aucun produit de couplage n’a
été récupéré dans ces conditions. Afin de vérifier que I’activation des acides est possible, nous
avons voulu effectuer une réaction séquentielle par isolation des acides activés intermédiaires
en présence de N-hydroxysuccinimide et d’EDC dans le dichlorométhane (DCM). La
purification du brut réactionnel a été réalisée de facon similaire a celle utilisée pour la
synthése de ’amphiphile a téte polaire NTA, c'est-a-dire par ajout d’une solution saturée de
chlorure de sodium et une extraction avec du DCM. Ainsi, le brut réactionnel analysé par
RMN a montré les pics caractéristiques des amphiphiles diacétyléniques mais pas de pics

pouvant étre attribués a des acides actives. (Figure 24.2)
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Figure 24.2. Schéma de synthése de la molécule bibrin 13

Nous avons alors pensé que I’activation des acides était délicate et une autre voie de synthése
a été imaginée pour arriver a un produit dérivé permettant les mémes caractéristiques
fonctionnelles. De fagon similaire a la réduction effectuée dans une synthese précédente
(Figure 20.2), nous avons choisi de réduire les esters en alcools afin d’obtenir la molécule 14
en présence de NaBH,. Le diool 14 a ainsi été obtenu avec un rendement de 60%. Puis, nous
avons envisagé soit d’oxyder les alcools en aldéhydes pour obtenir le dérive 14°, soit de les

substituer par deux atomes de brome afin d’obtenir le dérivé 14°°. (Figure 25.2)
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Figure 25.2. Schéma de synthése des dérivés dialdéhydes 14’ et dibromos 14°°

Malheureusement, les fonctions hydroxyles du composé 14 n’ont pu étre bromées ni par
PBrs,® ni par utilisation de la combinaison CBr, avec PPhs,*® pour obtenir le dérivé 14°°.
Dans les deux cas, des purifications sur silice ont été effectuées, mais aucun des produits
isolés et analysés par RMN ne se sont révélés étre le dérivé 14°. Nous avons alors voulu
oxyder le composé 14 avec le réactif de Dess-Martin®’ et avec le réactif de Swern®® afin
d’obtenir le dialdéhyde 14°°, mais 1’analyse du brut réactionnel par RMN n’a pas montré la

présence caractéristique des protons des aldéhydes.



[I1.2.2. Vers la synthése d’un amphiphile monobrin comportant
un thiol

Par la suite, nous avons voulu synthétiser un amphiphile synthétisable a partir de I’amphiphile
23, dont la synthése est décrite dans le chapitre 3, afin d’obtenir I’amphiphile 23°. Cette
synthése présente I’avantage de partir d’un amphiphile possédant déja une téte polaire sur
laquelle il faut ajouter un groupement thiol. La rétrosynthese de la molécule cible est

représentée sur la figure 26.2.
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Figure 26.2. Structure de la molécule 23’ cible

Pour cela, nous avons d’abord fait réagir 1’alcool terminal de ’amphiphile 23 sur I’anhydride
S-acétylmercaptosuccinique pour obtenir la molécule 24 avec un rendement de 46 %. Les
conditions classiques de déprotection de thioacétate sont réalisées en présence de méthoxyde
de sodium (NaOMe) en quantité catalytiques dans le méthanol.?® Le composé 24 a donc été
mis a réagir avec 0,25 équivalent de NaOMe puis 1 équivalent de NaOMe : dans les deux cas,
I’intégralité du composé de départ 24 a été récupéré. Nous avons donc introduit un plus grand
nombre d’équivalents de NaOMe (10 eq), mais cette fois, la réaction a abouti a la
saponification de I’ester et seul le produit 23 a été isolé. Les conditions basiques d’hydrolyse
du thioacétate n’ayant pas abouti, nous avons tenté une déprotection en milieu acide®>*! par

ajout d’acide chlorhydrique en solution dans le méthanol (1,7 eq). Apres 14 heures a

température ambiante, seul le composé de départ 24 était visible en chromatographie sur



couche mince mais 1’ajout d’acide chlorhydrique supplémentaire (1,7 eq) puis le chauffage a
reflux pendant 2 heures ont conduit a la dégradation du composé 23 et n’ont pas permis

d’obtenir le composé 23’ voulu. (Figure 27.2)

O
N DCM, 14h, TA b o
N O ) ) N O
b 2 O(\/ >7H — > - a \/\O WOH
o 46% o 70
23 24
H SH O
N O
N o A O{\/ WOH
(@] 23, (@)

Figure 27.2. Schéma de synthese envisagé pour la molécule 23’

Lors de la déprotection de la molécule 24, la liaison ester formée entre I’amphiphile 23 et la
partie thioacétate est la partie sensible de la molécule et sa rupture qui n’a pas permis
d’obtenir la molécule 23°. En effet, les liaisons esters sont beaucoup plus sensibles aux
conditions acides ou basiques que les amides par exemple. Ainsi, nous pourrions envisager de
reprendre la synthése d’un amphiphile de type 23, mais muni d’'une amine primaire a son
extrémité. De cette fagon, une fois la partie thioacétate fixée sur I’amphiphile, la déprotection
devrait étre beaucoup plus aisée, et 1’étude portant sur la synthése de micelles polymérisables

réticulées devrait étre menée a bien.



I\VV-Conclusion

Des amphiphiles diacétyléniques munis d’une téte polaire NTA ont été auto-arrangés en
solution aqueuse. Ces micelles ont été photopolymérisées sous irradiation UV pour fournir
des MPnta qui se sont révélées posséder la méme forme et la méme taille qu’avant
polymérisation. L’efficacit¢ de la polymérisation a cependant été attestée par plusieurs
méthodes d’analyses et 1’étude structurale de ces MPnta a été acceptée pour publication dans
le journal scientifique Macromolecular Chemistry and Physics cette année.

Suite a cette étude, nous avons voulu synthétiser des amphiphiles photopolymérisables et
réticulables. Méme si aucune voie de synthése n’a abouti, des possibilités sont encore
envisageables. Ainsi obtenus, ces amphiphiles pourraient étre étudiés par les mémes
techniques que celles décrites précedemment, notamment par le calcul de leurs CMC, leurs
distributions en SEC et en SANS. De grandes différences devraient alors étre observées dans
ces micelles réticulées pour fournir des composés encore plus stables et qui révéleront peut-
étre d’autres surprises structurales, comme ce fut le cas pour I’amphiphile 10, dont nous

décrirons les auto-arrangements dans le chapitre 5.
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Chapitre 3
Fonctionnalisation de micelles polydiacétyléniques

Etude de leur comportement sur cellules et in vivo

Suite a I’étude menée sur la stabilisation induite par la photopolymérisation dans les micelles
portant une téte NTA (MPyta), Nous avons voulu mettre en place un protocole permettant
d’évaluer leur potentiel en tant qu’agent de vectorisation ou agent d’imagerie. Les MPnta
possedent trois acides carboxyliques par amphiphile, ¢’est pourquoi nous nous sommes
tournés vers la fonctionnalisation de surface afin d’envisager I'utilisation des MPyta €n tant
que plateforme multivalente, pour y fixer soit des sondes fluorescentes, soit des agents de
ciblage. La fonctionnalisation des tétes acides par couplage peptidique paraissait donc
relativement simple a mettre en ceuvre. Cependant, avant de fixer des sondes fluorescentes,
nous avons voulu mettre des conditions au point en fixant des molécules plus simples, comme

I’éthylénediamine.

I. Etude de la fonctionnalisation de surface des MPynta

I.1. Principe

Avant de realiser le couplage avec des sondes fluorescentes, nous avons voulu mettre au point
le couplage des tétes NTA avec des groupes amines qui pourront potentiellement étre couplés
a des groupements spécifiques, comme des anticorps. Les deux voies de couplages envisagées

sont présentées dans la figure 1.3.
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Figure 1.3. Représentation schématique de la fonctionnalisation de surface des micelles NTA

Le but de cette étude est de produire des MPnra possédant des amines et des sondes
fluorescentes uniquement par marquage de surface. La fonctionnalisation de surface des
MPyra Se déroulera en trois étapes : le couplage entre les acides carboxyliques des MPyra et
un dérivé contenant une amine primaire, la purification du mélange afin de séparer les MPnta
couplées des reactifs restants, puis le dosage des groupes fixés pour déterminer le taux de
fonctionnalisation. Un grand soin sera apporté a I’optimisation des conditions de couplage et

de purification, afin de discriminer le marquage spécifique du marquage non spécifique.

I.2. Etude de la fonctionnalisation de surface par fixation
d’éthylénediamine

1.2.1. Principe

La fonctionnalisation des MPnta par des amines primaires aura lieu en trois temps : couplage

avec I’éthylénediamine, purification pour séparer les micelles fonctionnalisées (MPnta-NH2)
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obtenues et 1’éthylénediamine restante, puis dosage des amines fixées de maniére covalente

sur les MPyra. (Figure 2.3)
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Figure 2.3. Schéma général de synthése des MPyra fonctionnalisées par des amines primaires

Avant d’optimiser les conditions de couplage, nous allons exposer le mode de purification

choisi, puis la méthode de dosage des amines fixées sur les MPyra.

1.2.2. Choix de la méthode de purification

La purification est une étape clé du processus car elle permet de séparer les micelles des
molécules libres en solution. Selon la littérature, la purification de micelles fonctionnalisées
se réalise avec trois principales techniques : la centrifugation, *? la dialyse®* et les gels

d’exclusion stérique.”®”®

Dans notre cas, la centrifugation n’est pas envisageable car les
micelles ne sont pas en suspension mais solubles dans I’eau. Nous avons donc le choix entre

la dialyse et les gels d’exclusion stérique. La dialyse étant un processus qui dure plusieurs
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heures, nous avons choisi d’utiliser des gels d’exclusion stérique. Les purifications seront
donc beaucoup plus rapides a réaliser, ce qui sera un avantage pour I’optimisation des
conditions de couplage. Ainsi, les colonnes pré-conditionnées PD-10 (GE Healthcare)
contenant un gel Séphadex G-25 Medium ont été choisies car elles possédent une limite de
séparation 5000 g/moles et peuvent séparer entre 1 et 2,5 mL de mélange réactionnel. Les
micelles seront donc présentes en début d’élution tandis que les molécules libres seront

retenues par les billes et éluées plus lentement.

1.2.3. Méthode de dosage

Le dosage des amines est souvent réalisé en présence de trinitrobenzénesulfonate (TNBS)**%

1 car la réaction entre les amines primaires et le TNBS permet de former un anion de
Mesenheimer, absorbant fortement en UV-visible. Le dosage de cet anion permet alors de
quantifier le nombre de moles d’amine en solution.

Comme nous nous attendons a ne pas effectuer une réaction totale entre les acides des MPyta
et I’é¢thylénediamine, une certaine quantité de cette derni¢re sera encore présente en solution
en fin de réaction. C’est pourquoi nous avons réalisé deux courbes d’étalonnage : la premiére
avec la propylamine et la deuxieme avec 1’éthylénediamine. L’étalonnage de la propylamine
permettra de quantifier les amines sur les MPyra, car celles-ci ne présentent que des amines
primaires sur leur surface, et I’étalonnage de I’éthylénediamine permettra quant a elle de
quantifier les molécules n’ayant pas réagi.

Les conditions de dosage des amines en solution sont les suivantes : 20 uL d’une solution de
TNBS a une concentration de 15 mg/mL dans ’cau sont placés dans 200 UL de tampon
bicarbonate pH 10,5 a 0,8 M. La solution contenant les amines est ajoutée ainsi qu’un certain

volume d’eau, pour maintenir le volume total constant & 1 mL. Le mélange est incubé
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2 heures & 37°C puis un dosage UV est effectué et la valeur a 410 nm est relevée. Les courbes
UV obtenues pour les différentes concentrations de propylamine ainsi que la droite

d’étalonnage de la propylamine sont représentées dans la figure 3.3.

0,8 -

——0,0672mM
——0,0897mM

0,1121mM
———0,1345mM

0,7 -
0,6 A
0,5 -
0,4 A
0,3 -

Absorbance

0,2 A
0,1 -

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Longueur d'ondes (nm)

0,8 -
0,7 A

0,6 -
y=5,470x + 0,010

0.5 1 R2=0,996

04 -

Absorbance

0,3 A

0,2 . ; ;
0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Concentration (mM)

Figure 3.3. Courbe d’étalonnage du dosage de la propylamine par le TNBS dans le tampon bicarbonate pH10.5

La courbe d’¢talonnage de la propylamine obtenue fournit la droite de régression linéaire qui

permet de déterminer la valeur du coefficient d’extinction de la propylamine dosée par le
TNBS : € = 5470 M™*cm™. La méme droite d’étalonnage a été réalisée pour I’éthylénediamine
et a donné un coefficient d’extinction : € = 11897 M™cm™. La valeur que 1’on trouve pour
I’éthylénediamine est logiquement le double de celle de la propylamine, car pour la méme
concentration, les deux amines primaires de I’éthylénediamine réagissent avec le TNBS

quand la seule amine de la propylamine réagit avec le TNBS.
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1.2.4. Mise au point des conditions de couplage

Les couplages peptidiques a la surface de nanoparticules ou de micelles se réalisent souvent
en milieu aqueux en présence 1-(3-diméthylaminopropyl)-3-éthylcarbodiimide hydrochloride
(EDAC) pour activer les acides carboxyliques, puis par couplage avec une amine primaire.*?
La réaction peut étre effectuée dans différents tampons de pH 4,5 a pH 8. Nous avons donc
envisagé de réaliser le couplage dans le tampon phosphate pH 7,5. Pour toutes les réactions,
une réaction contréle est réalisée : les MPyta sont agitées en solution en présence des réactifs
contenant les amines primaires mais en absence d’agent de couplage. Cette réaction contrdle
permettra de Vvérifier que les amines détectées avec les micelles sont bien fixées de maniére

specifique.

1.2.4.a. Couplage en milieu aqueux

Une solution de MPnta (1 mg/mL, leq d’acides) dans le tampon phosphate pH 7,5 (0,1 M) est
agitée 14 heures en présence d’EDAC (0,5 eq par rapport aux acides) et d’éthylénediamine
(0,5 eq).* Le mélange est ensuite chromatographié sur Séphadex G-25 et fractionné en tubes
de 0,5 mL. Chaque fraction est ensuite incubée avec du TNBS, puis dosée par UV afin de
déterminer le taux de fonctionnalisation. Une réaction contrdle est effectuée pour chaque
expérience : les micelles sont agitées en présence d’éthylénediamine mais sans agent de
couplage (EDAC). D’autre part, les MPnTa qui ont été éluées seules sur Séphadex G-25 a une
concentration de 1 mg/mL, ont été détectées par UV grace a I’absorption des groupes
diacétylénes et sortent du gel entre les tubes 1 et 4. Chaque tube est dosé par le TNBS, ce qui
permet de déterminer le nombre de mmoles d’amines présentes ; les profils d’¢lution obtenus

sont tracés dans la figure 4.3.
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Figure 4.3. Elution du couplage et des réactions controles des micelles NTA avec 1’éthylénediamine

La courbe bleue représente 1’¢lution de 1’éthylénediamine seule ou un pic est présent entre les
tubes 6 et 14. La courbe rouge représente 1’¢lution du mélange réactionnel ou deux pics sont
présents : un pic majoritaire entre les tubes 6 et 14 et pic minoritaire entre les tubes 2 et 4. Le
pic majoritaire correspond exactement a celui observé dans le cas de 1’éthylénediamine seule,
ce qui signifie qu’une grande partie n’a pas ¢été couplée aux acides durant la réaction. Le
deuxiéme pic minoritaire (tubes 2 a 4) correspond, quant a lui, aux amines éluées en méme
temps que les MPyra. D’autre part, la courbe verte représente 1’élution de la réaction sans
agent de couplage pour laquelle les deux mémes pics sont également détectés. Cela signifie
que des amines ont été détectées en méme temps que les MPyra, dans le pic correspondant
aux micelles mais sans étre liées de maniére covalente aux MPyta. Nous en avons conclu
qu’elles doivent étre adsorbées sur les micelles et que la purification par Séphadex n’a pas
permis la dissociation de cet ensemble.

Toutefois, il est possible de déterminer la quantité d’amines dosées par rapport aux acides de
départ. Ainsi, pour le couplage en présence d’EDAC, le pourcentage d’amine ayant réagi sur
les acides est de 1,9% alors que sans EDAC, il est de 0,5%, a la précision de la mesure pres.

Si I’on calcule le ratio de ces deux pourcentages, cela signifie que 25% du couplage serait non
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spécifique. Il est a noter que le pourcentage de fixation sur les acides est tres faible et d’autre

part, le pourcentage de couplage non spécifique est trés élevé.

Nous avons donc modifié les conditions réactionnelles pour essayer d’augmenter le
pourcentage de fixation et d’éliminer la fixation non spécifique. L’ajout du

N-hydroxydesuccimidine sulfonate comme deuxieme agent de couplage a été envisagé ainsi
que l'utilisation d’un tampon MES pH 4,7 (0,IM) comme solvant de la réaction.” Les

résultats comparatifs de ces différents essais sont regroupés dans le tableau 1.3.

Solvant Tampon phosphate | Tampon phosphate MES pH4.7
Agents de couplage (ADC) EDAC EDAC/NHS-Sulfo | EDAC/NHS-Sulfo
Nombre d’équivalent 0,5¢eq 0,5eq/0,5¢eq 0,5e0/0,5¢eq

Réaction avec ADC
% NH; par rapport aux 1,9% 5,3% 6,4%
acides des MPynta

Réaction sans ADC
% NH; par rapport aux 0,5% 3,9% 1,8%
acides des MPynta

Tableau 1.3. Pourcentages de couplages sur les MPyra avec 0,5 equivalents d’éthylénediamine par rapport aux
acides en milieux aqueux

La présence d’un deuxieme agent de couplage (NHS-Sulfo) ainsi que 'utilisation du tampon
MES, ont permis d’augmenter le taux de fixation sur les MPyta de 1,9% a 6,3%. Cependant,
le signal attribué a de la fixation non spécifique n’a pour sa part pas été réduit. Nous en avons
déduit que les conditions réactionnelles dans 1’eau ne sont pas optimum, c’est pourquoi des
réactions en solvants organiques ont été envisagées pour réduire ce pourcentage d’amine lié

de maniere non spécifique aux micelles.
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1.2.4.b. Couplage en milieu organique

[.2.4.b.a. Purification en milieu aqueux

Trois solvants organiques ont été choisis : le tétrahydrofurane (THF), la diméthylformamide
(DMF) et le méthanol (MeOH). Notre premier choix s’est tourné vers le THF car nous avons
vu dans le chapitre précédent que les MPyta conservaient leur structure quand elles étaient
dissoutes dans le THF pur. D’autre part, la DMF et le méthanol ont été testés car ils sont
fréquemment utilisés pour réaliser des couplages peptidiques. Les conditions réactionnelles
testées sont celles utilisées dans ces solvants : EDC/HOBLt (0,5 eq) pour activer les acides
carboxyliques (1 eq) en présence de triéthylamine(0,5 eq) puis ajout d’éthylénediamine (1 eq).
Aprés 14 heures d’agitation a température ambiante, les solutions sont concentrées puis le
résidu est redissous dans du tampon phosphate pour étre purifié sur Séphadex G-25. Deux
concentrations différentes en micelles ont été également testées : 1 mg/mL et 3 mg/mL, afin
d’évaluer si ce facteur peut influencer le taux de fixation spécifique et non spécifique. Les

résultats obtenus avec ou sans agents de couplage (ADC) sont présentés dans le tableau 2.3.

Solvant THF DMF MeOH

Concentrationen | 1mg/mL | 3mg/mL | 1 mg/mL | 3 mg/mL | 1 mg/mL | 3 mg/mL
micelles

Réaction avec ADC

% NH; par rapport | 14,5% 8% 4% 9,2% 9% 12%

aux acides des
MPnta

Réaction sans ADC

% NH; par rapport | 5,5% 3,1% 2,1% 2,8% 3,1% 3,1%

aux acides des
MPnta

Tableau 2.3. Pourcentage d’amines dosées avec les MPyra dans des solvants organiques en présence de
0,5 équivalents d’éthylénediamine, 0,5 équivalents d’EDC et d’HOB par rapport aux acides
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Parmi les différentes conditions testées, les pourcentages avec et sans agents de couplage sont
trés proches. Cependant, la condition dans le méthanol & une concentration de 3 mg/mL en
MPnTa semble 1égérement meilleure car c’est celle pour laquelle le pourcentage d’amine non
specifique est le plus faible, tout en possédant un taux de marquage important. A partir de 3,
nous avons fait varier les quantités d’agent de couplage dans le méthanol a 3 mg/mL en
MPnTa. Les nombres d’équivalents en EDAC ont ét¢ augmentés de 0,5 équivalents en acides
a 1, 2 et 4 équivalents. D’autre part, les nombres d’équivalents en HOBt ont également été
variés, a 1, 2 et 4 équivalents (Entrée 4, Tableau 3.3) mais la purification sur Séphadex G-25
n’a pas €té possible a cause de la précipitation du milieu réactionnel lors de la redissolution

dans le tampon phosphate. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3.3.

1 2 3 4
Nombres d’équivalent leq 2¢eq 4 eq leqouZ2eq
d’EDAC oudeq
Nombres d’équivalent 0,5eq 0,5€eq 0,5€eq leqouZ2eq
d’HOBt oudeq
Réaction avec ADC 13% 16% 11% -
% NH; par rapport
aux acides des MPyta
Réaction sans ADC 4,0% 4,0% 3,9% -
% NH; par rapport
aux acides des MPyta

Tableau 3.3. Pourcentage d’amines dosées en fonction des quantités d’agents de couplage EDC et HOBt
introduites dans le méthanol & 3 mg/mL en MPyra
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Les entrées 1, 2 et 3 du tableau montrent que les taux de fixation sont légerement supérieurs a
ceux obtenus précédemment, mais aucune évolution majeure n’est apparue. La condition
choisie pour la suite de I’étude sera a 3 mg/mL en MPyra dans le méthanol en présence de

0,5 équivalents d’EDAC/HOBUt/NEt; et 1 équivalent d’amine. 11 est a noter que dans ces
conditions, le pourcentage total d’amine récupérée apres la purification est de 70% par rapport
a la quantité d’éthylénediamine introduite. Ce pourcentage est calculé grace a la quantité
d’amine qui n’a pas réagi, apres chromatographie sur gel Sephadex et par dosage UV. Toute
I’amine introduite n’a donc pas ¢€té récupérée. Or, chaque extrémité de la diamine pouvant
réagir sur un acide des micelles, nous avons émis d’hypothése qu’elles avaient pu réagir
toutes les deux. Afin de remédier a ce probleme, nous avons mis a réagir les micelles en
présence d’une diamine monoprotégée puis nous les avons purifiées en solvant organique. La
purification en solvant organique pourrait en effet permettre également de diminuer la

quantité de liaisons non spécifiques.

[.2.4.b.B. Purification en milieu organique

Afin de purifier les micelles en solvant organique, nous nous sommes tournés vers les gels
Biobeads qui ont les mémes propriétés d’exclusion stérique que les Séphadex milieu aqueux.

Aprés réaction dans le méthanol, le milieu réactionnel est concentré puis redissous dans le
THF, qui est un solvant plus adapté aux Biobeads. Le principe de purification reste identique :
chaque tube est dosé en UV afin de calculer le nombre de groupements protecteurs sur les
micelles. Le premier groupe protecteur envisagé est le diméthoxytritryle (DMT), qui est
déprotégé en présence d’acide trifluoroacétique. L’amine « mono-DMT » 15 a donc été

synthétisée. (Figure 5.3)
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Figure 5.3. Structures des diamines monoprotégées 15 et 18

Les MPnta ONt ainsi été mise a réagir avec le composé 15 en présence d’agent de couplage
mais la purification du milieu réactionnel sur gel Biobeads s’est révélée inefficace : tout le
DMT de la réaction se trouvait dans les premiers tubes durant 1’élution sur le gel. Cela signifie
que tout le DMT était présent avec les micelles. Par la suite, 1’élution de la diamine 15 permis
de vérifier qu’elle était également éluée dans les premiers tubes.

Un autre groupement protecteur, le groupement (9-fluorénylméthyl)carbamate ou Fmoc a
alors été envisagé car nous pouvons le déprotéger facilement en milieu basique pour libérer
I’amine primaire.* L’éthylénediamine monoprotégée par un groupement Fmoc 18 (Figure
5.3) a donc été synthétisée puis mise a réagir avec les acides carboxyliques des MPyta, €n
présence d’EDAC et d’HOBt mais sans triéthylamine car celle-ci est susceptible de
déprotéger le Fmoc. Le mélange réactionnel est ensuite purifié et les profils d’¢lution sont
établis par quantification du nombre d’amines fixées sur les micelles grace un dosage UV du

nombre de moles de groupements Fmoc. Le coefficient d’extinction du Fmoc a préalablement
été calculé grace a une courbe d’étalonnage: € = 7965 M em™. Les profils obtenus présentés

dans la figure 6.3 sont comparables a ceux obtenus précédemment avec les Séphadex.
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Figure 6.3. Profils d’élution du couplage entre les micelles NTA et ’amine primaire mono-Fmoc

La courbe verte correspond a I’¢lution de I’amine monoprotégée par le Fmoc pour laquelle un
seul pic est présent entre les tubes 10 et 15. La courbe bleue correspondant a I’¢lution du
mélange réactionnel avec agent de couplage est composee de deux pics : le premier pic
observé correspond a celui des MPynta contenant des amines tandis que le deuxiéme est celui
de ’amine monoprotégée. Comme précédemment, la courbe rouge correspondant a la réaction
contr6le sans agent de couplage présente les mémes pics que la réaction avec agent de
couplage. La quantification du nombre de Fmoc sur les MPyra indique que 10% des acides
ont été couplés avec les amines. Cependant, 4,4% ont été détectés dans la réaction de contréle.
En conclusion, I'utilisation d’une diamine monoprotégée et la purification en milieu

organique n’a pas permis d’améliorer la sélectivité du couplage.

|.2.5. Conclusion

De nombreuses conditions réactionnelles ont ainsi été testées pour fixer des amines sur les
acides carboxyliques des MPyra. Cependant, les différents solvants testés ainsi que la
variation des agents de couplage et de leur nombre d’équivalent n’ont pas permis d’obtenir un
couplage spécifique.
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I.3. Etude de la fonctionnalisation par fixation de sonde fluorescente

1.3.1. Principe

Le but de cette étude est de produire des MPyta fluorescentes, potentiellement utilisables en
imagerie de fluorescence. La 5-aminofluorescéine a été choisie pour réaliser le couplage avec
les acides carboxyliques des MPnta & cause de sa grande disponibilité commerciale. La
fluorescéine que nous voulons coupler possede une structure trés différente des petits
composés couplés dans le cas de la fixation d’amines. Elle posseéde ainsi une solubilité
différente, c’est pourquoi nous avons décidé d’essayer de la fixer de maniere covalente sur les
micelles et de tester les conditions réactionnelles en milieux aqueux et organiques. Le

couplage est realise suivant le schéma présenté figure 7.3.

Figure 7.3. Schématisation de la fixation de la 5-aminofluorescéine sur les MPyta

Le but de cette étude est de fixer un maximum de fluorescéine sur les micelles pour pouvoir
étudier leur comportement sur cellules et in vivo. En effet, pour réaliser une expérience in

vivo, il faut introduire sélectivement 3 nmoles de sonde fluorescente par injection.

1.3.2. Etude des conditions de couplage

1.3.2.a. Couplage en milieu agqueux

Les MPyta ONt été placées dans du tampon phosphate pH 7,4 (0,1 M) a une concentration de
1 mg/mL puis les agents de couplage ont été ajoutés, EDAC et la 4-diméthylaminopyridine

(DMAP), avec le méme nombre d’équivalent que la S-aminofluorescéine. L’HOBt
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précédemment utilisé a été remplacé par la DMAP, car la solubilité de cette derniére est plus
grande en milieu aqueux. Aprés 14 heures d’agitation a température ambiante, la solution est
purifiée sur Biospin 30. Le taux de fluoresceines fixées sur les MPyta est ensuite calculé par

dosage UV. Le calcul du coefficient d’extinction de la fluorescéine dans le tampon
phosphate a ainsi été effectué : &€ = 72665 M~ cm™. Deux réactions témoins sont réalisées en

parallele pour attester le caractere spécifique de la réaction. Plusieurs quantités de
fluorescéine ont été testées, avec des nombres équivalents en chaque agent de couplage et en
fluorescéine égaux dans chaque expérience. Les milieux réactionnels sont purifiés sur des gels
Biospin 30 qui sont des gels d’exclusion stériques spécifiques a la purification de particules
marquées par des sondes fluorescentes. Le tableau 4.3 présente les taux de fixation obtenus
pour les réactions avec ou sans Agent De Couplage (ADC) en fonction du nombre

d’équivalents d’aminofluorescéine introduits.

Nombre d’équivalent
de fluorescéine et 1eq 3eq 4 eq 5eq
d’ADC

% fluorescéine avec
ADC par rapport aux 0,3% 2,6% 2,5% 5%
acides

% fluorescéine sans
ADC par rapport aux 0,1% 0,3% 0,3% 0,2%
acides

Tableau 4.3. Pourcentages de fluorescéine dosés apres réaction sur les MPyra dans le tampon phosphate pH 7,5
en fonction du nombre d’équivalent de S-aminofluorescéine introduits en présence d’EDAC et de DMPA

Les taux de fluorescéine dosée sont compris entre 0,3% et 5%. Ces pourcentages
correspondent a des nombres de moles de fluorescéine compris entre 7,4 nmoles et 123

nmoles. Ainsi, ces micelles contiennent assez de sonde fluorescente pour étre testées in vivo.
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De plus, le pourcentage sans agent de couplage est beaucoup plus faible que lors de la fixation
d’amines, pour laquelle il était de 3,9% (Paragraphe 1.2.4.a). Toutefois, ce pourcentage est
statistique, vu le peu de différence observé entre les réactions. Ces conditions de couplage
nous ont donc permis de fixer une grande quantité de fluorescéine, mais nous avons souhaité
réaliser le méme couplage en milieu organique, dans le méthanol, afin de Vérifier si le

marquage non spécifique pouvait étre totalement supprimé.

1.3.2.b. Couplage en milieu organique

Les MPyta ONt €té placées dans du méthanol a une concentration de 3 mg/mL puis les agents
de couplage ont été ajoutes (EDAC/HOBL : 0,5 eq) et la 5-aminofluorescéine. Apres 14 heures
d’agitation a température ambiante, la solution est concentrée, redissoute dans du tampon
phosphate pH 7,4 et purifiée sur Biospin 30. Le nombre de fluorescéines fixées sur les MPnta
est ensuite calculé par dosage UV. Deux réactions témoins sont toujours réalisées en paralléle
pour attester le caractére spécifique des réactions. Différentes quantités d’aminofluorescéine

ont été testées afin d’optimiser le marquage. (Tableau 5.3)

Nombre d’équivalent de 0,6 eq 0,8 eq leq
fluorescéine

% fluorescéine avec ADC 2% 3,8% 2,8%
par rapport aux acides

% fluorescéine sans ADC 0,4% 0,4% 0,2%
par rapport aux acides

Tableau 5.3. Pourcentages de fluorescéine dosés apres réaction dans le méthanol sur les MPyra en fonction du
nombre d’équivalents introduits en présence de 0,5 équivalents d’EDC et d’HOBt

La réaction en milieu organique permet de récupérer autant de fluorescence avec moins de 1
équivalent de fluorescéine qu’avec 3 équivalents en milieu aqueux. Cependant, la fluorescéine

est toujours présente dans la réaction sans agent de couplage. Les micelles dosées avec 2% de
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fluoresceine seront nommeées MPnta-Fiuo- NOUS les avons ensuite été analysées en DLS et en
spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) afin de déterminer si elles étaient
suffisamment propres pour étre testées sur des cellules. En effet, pour étre testées, les micelles
doivent se présenter comme une population unique, ce que nous allons Vérifier par DLS et la
FCS puisque ces méthodes permettent, par des moyens de détection différents, de déterminer

la répartition en taille des micelles marquées.

1.3.2.c. Analyse par DLS et par spectroscopie de corrélation de
fluorescence des MPnta-Fiuo

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, la DLS est souvent utilisée pour
déterminer le diamétre de micelles. Nous avons donc analysé les micelles marquées MPyra-

Fluo par DLS a une concentration de 0,02 mg/mL. (Figure 8.3)

re Dustribution by Violame

Figure 8.3. Analyse DLS des MPyra-riuo avec 2% de fluorescéine 0,2 mg/mL

Les diametres obtenus sont de 9,8 + 0,8 nm. Ces valeurs sont legérement supérieures a celles
avant marquage (6,7 £ 0,5 nm), a cause d’une légere agrégation due a la présence des

fluorescéines.

L’analyse de spectroscopie de corrélation de fluorescence ou FCS permet de mesurer
I’intensité de fluorescence et d’analyser ses fluctuations. Dans cette analyse, le temps de

corrélation mesuré dépend de la taille des particules en solution. Ainsi, cela permet de
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déterminer si ce sont bien les micelles elles-mémes qui sont marquées. Les micelles MPyra-
Fluo Marquées se sont révélées étre composées de deux populations différentes : la premiere
avec un temps de corrélation court (0,034 ms) et la seconde avec un temps de corrélation long
(3,9 ms). Le temps court correspond a celui de la fluorescéine seule en solution (0,03 ms)
mais il pourrait aussi correspondre a un lipide marqué qui n’a pas été polymérisé et qui est en
équilibre dynamique avec les micelles polymérisées. Le temps long donne des rayons de 29
nm. Cette valeur est tres élevée par rapport a celle calculées par DLS (9,8 nm). La différence
entre la DLS et la FCS montre que les micelles ne sont pas bien dispersées en solution, peut-
étre a cause d’une agrégation provoquée par la fluorescéine. L’analyse de FCS aurait détecté
la présence de plusieurs populations contrairement a la DLS, gréace a la plus grande précision
de ’analyse.

Les MPnra-Fiuo NE se présentent donc pas comme une population unique ce qui nous indique
que le marquage de surface sur les MPnta ne pourra pas étre utilisé pour étudier le
comportement des micelles sur des cellules. En effet, si nous exposions des cellules aux
MPnTa-FIuo, NOUS Ne saurions pas si nous regardons la fluorescence due aux micelles ou la
fluorescence due aux lipides marqués en équilibre avec les micelles, ou encore a celle de la
fluoresceine seule.

Nous avons envisagé que le probléeme pouvait venir de la nature des MPyra et de sa téte
polaire, qui a besoin d’un pH Iégérement basique pour étre parfaitement soluble et sur laquelle
le couplage peptidique a 1’air problématique. En effet, les MPnta possédent trois acides par
amphiphile et sont peut-étre trop encombreées vis-a-vis du couplage. Nous avons alors voulu
synthétiser des amphiphiles présentant un seul acide sur leur téte polaire. Ainsi, nous nous
sommes tournés vers un autre type de micelles constituées de tétes polaires
polyéthyleneglycol. Cependant, si le lipide marqué non polymérisé perturbe effectivement

I’analyse, nous aurions pu envisager de 1I’éliminer en augmentant le temps de polymérisation
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des micelles ou en fonctionnalisant la surface de micelles polymérisables et réticulables,

constituées d’amphiphiles semblables a ceux présentés dans le chapitre 2, paragraphe III.

I1. Etude de la fonctionnalisation externe des micelles possédant une
téte polyéthyleneglycol

Suite a notre étude sur les MPyta, Nous avons décidé de synthétiser des micelles munies
d’une téte polyéthylene glycol dont la solubilité¢ en milieu aqueux neutre sera plus grande que
celles des MPnrta. Les nouvelles micelles que nous voulons réaliser doivent également
contenir des acides carboxyliques sur leurs tétes polaires, qui pourront étre couplées a une

sonde fluorescente. Pour cela, nous avons synthétisé les amphiphiles 23 et 25. (Figure 9.3)

10 10

Mo RSN A BAARAL,

Figure 9.3. Structures des amphiphiles 23 et 25

Nous allons tout d’abord étudier les micelles constituées uniquement de I’amphiphile 23 en
DLS, MET et calculer la valeur de leur CMC. Avant polymeérisation, ces micelles seront
respectivement notées MNPpeg.on et MPpec-on aprés polymerisation. Par la suite, les micelles
de I’amphiphile 25 seront étudiées par les mémes techniques. Avant polymérisation, elles
seront notées MNPpeG-acide €t MPpec-acige 2pres polymérisation. Dans un troisieme paragraphe,
nous étudierons les micelles formées d’un mélange 50/50 massique des amphiphiles 23 et 25,

qui seront notées MNPpeG.-mixte avant polymeérisation et MPpeg-mixte 8pres polymeérisation.

~ 119 ~



I1.1. Synthese et caractérisation des micelles formées de I’amphiphile
23 avant et apres polymérisation

I1.1.1. Synthése de ’amphiphile 23 et formation des MNPpgg.on

Pour la synthése de ’amphiphile 23, nous avons choisi une téte polaire contenant 8 unités
polyéthyléne glycol, de sorte & rendre les micelles suffisamment solubles en milieu aqueux
neutre. L’amphiphile 23 a donc été synthétisé par couplage entre I’acide

10,12-pentacosadinoique et 1’octaéthyléneglycol portant une amine primaire 22, produit de la
méme fagon que le dérivé d’hexaéthyléne glycol décrit dans la figure 22.2 du chapitre

précédent. (Figure 10.3)
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Figure 10.3. Schéma de synthése de 1’amphiphile 23

L’amphiphile 23 est dissous dans de 1’eau MilliQ a 5 mg/mL puis soniqué pendant 30 minutes
au bain a ultra-sons pour former des micelles MNPpeg.on analysées en DLS et en MET,

possédant un diametre de 9,3 nm £ 0,9 nm et une forme sphérique. (Figure 11.3)

e Dhstelta oo by Viohrtod

Figure 11.3. Analyse en DLS (5 mg/mL dans I’eau) et en TEM (0,1 mg/mL dans 1’eau) des MNPpgg.on
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Les micelles sont ensuite photopolymérisées 10 heures dans le four UV afin de produire des
MPpec.on. Les spectres d’absorbance présentés dans la figure 12.3 montrent la formation des

liaisons conjuguées ene-yne dans les micelles.
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Figure 12.3. Spectres d’absorption des micelles avant et aprés photo-polymérisation a 1 mg/mL dans 1’eau

[1.1.2. Determination de la concentration micellaire critique
des MNPpec-oH

Les MNPpeg.on ONt ensuite éte caractérisées par la détermination de leur CMC. Cette derniere
a été calculée a partir de deux méthodes différentes : les spectres d’émission de fluorescence
du pyréne et la méthode de ’anneau de Nouy. Les deux méthodes ont été réalisées afin de
pouvoir valider les valeurs trouvées uniquement par la méthode du pyréne. Pour ces

MNPpec-on, la CMC apres polymérisation n’a pas été calculée, car nous savons qu’elle sera
beaucoup plus faible que celles des micelles non polymérisées et que la valeur ne sera pas
exacte. La figure 15.3 représente la courbe l373/lsgs = f(C) issue de 1’émission du pyréne en

présence de concentrations différentes en micelles.
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Figure 15.3. Courbes représentant le ratio des intensités de fluorescence en présence de pyréne (ls73/lsgs) €n
fonction de la concentration en MNPpgg.on

La CMC est calculée a I’intersection des deux tangentes et donne une valeur de 14,6 mg/L ou
20,1 uM. Nous remarquons que cette valeur est tres proche de celle trouvée pour les MNPNta

(15 mg/L), malgré la grande différence entre les tétes polaires des amphiphiles.

La méthode de I’anneau de Nouy consiste quant a elle, a mesurer la tension superficielle de
solutions de micelles a des concentrations différentes. Elle est basée sur la mesure de la force
capillaire qu’exerce un liquide sur un anneau immergé. Un anneau en platine-iridium est ainsi
immergé juste au-dessous de l'interface. Aprés équilibre en température, I'anneau est tiré de
I'interface en abaissant le plateau du tensiomeétre. (Figure 16.3). Durant ce déplacement, on
mesure le poids (force) du film de liquide soulevé par I'anneau en fonction du temps. Cette
force est enregistrée directement sous forme de "tension™, en mN/m, grace a un étalonnage

préalable avec un objet dont le poids est connu avec précision.

Fmax

Figure 16.3. Schématisation de I’anneau tirant un film de liquide pour en mesurer le poids
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La force atteinte a une valeur maximum Fmax qui sert a calculer la tension superficielle du
liquide. Au-dela de cette valeur, le point de rupture est proche, mais ne doit pas étre atteint,
afin de conserver I’équilibre thermodynamique du film. Cette méthode a cependant des
inconvénients, comme la présence de I’anneau, un corps étranger, a [’interface, la

détermination d’un facteur de correction ou encore le volume important de I’échantillon de

20 mL minimum. La courbe obtenue est représentée dans la figure 17.3.
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Figure 17.3. Représentation de la valeur de la tension superficielle des solutions de MNPpgg oy dans 1’eau
MilliQ a différentes concentrations

La partie gauche de la courbe voit la valeur de la tension superficielle diminuer avec
I’augmentation de la concentration en micelles car les molécules se placent a I’interface
eau/air avec une concentration toujours plus forte. Au point d’inflexion, les micelles
commencent a se former puis la partie droite de la courbe correspond a une zone palier ou la
tension superficielle ne varie plus et ou les micelles sont présentes en solution. Le point
d’intersection entre les deux tangentes correspond a la CMC de I’amphiphile.

Grace a cette technique, la CMC trouvée est de 21,09 mg/L ou 29,05 uM. La valeur est

proche de celle trouvée par I’émission de fluorescence du pyrene.
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11.1.3. Formation et analyses des micelles polymérisées MPpeg.on

[1.1.3.a. Analyse de DLS, MET et potentiel Zeta

Les analyses de diffusion de lumiére et de microscopie des micelles polymérisées, réalisées
dans les mémes conditions que pour les micelles non polymérisées, révelent qu’aucun
changement majeur n’est apparu lors de la polymérisation. En effet, le diamétre des micelles
polymérisées est de 9.4 nm + 1.2 nm et les images de MET realisées montrent toujours des
structures sphériques. D’autre part, le potentiel Zeta des MNPpeggon a été déterminé. Le
potentiel Zeta est fréqguemment utilisé pour déterminer le degré de charge de la surface des
nanoparticules. Un potentiel Zeta négatif signifiera que la charge globale de la surface est

négative. (Figure 13.3)
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Figure 13.3. Analyse en DLS et potentiel Zeta des MPpeg.on (5mg/mL dans I’eau)

Le potentiel Zeta des MPpeg-on €St légérement négatif et constitué d’une seul pic a - 10 mV,
Ce résultat est assez surprenant car comme la surface des micelles est constituée de

polyéthylene glycol neutre, nous nous attendions a trouver un potentiel Zeta nul.

[1.1.3.b. Chromatographie d’exclusion stérique

Les MNPpeg-on €t MPpeg.on ont ensuite été caractérisées par chromatographie d’exclusion
stérique (SEC) afin de confirmer la formation de chaines de polymeéres. La SEC a été réalisée
en solution dans le THF dans les mémes conditions décrites dans le chapitre précédent pour

les MPnta. Pour les MNPpeg-on, la courbe issue de I’analyse réfractométrique (Figure 14.3,
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courbe bleue) révéle une population principale (96% en masse), possédant une masse molaire
absolue de 1600 g/mole par combinaison avec la diffusion de lumiére. Cette valeur est
supérieure a la masse molaire théorique de 726 g/mole, certainement a cause de la présence de

quelques gros agrégats toujours présents en solution dans le THF.

6 dRI chromatogram
10x10 Molecular Weight

+ polymerized micelles

lipid

1.0x10° —  polymerized micelles

1.0:10‘

1000.0:

100.0-

molar mass (g/mole)

01

Volume (mL)

Figure 14.3. Analyse SEC/MALS des MNPpgg oy €t des MPpeg.on

En ce qui concerne les MPpgg.on, 1’analyse réfractométrique montre I’apparition d’un
nouveau pic (65% en masse) entre les volumes d’¢lution 40 et 43 mL. Le pic de I’amphiphile
de départ n’a cependant pas complétement disparu (35% en masse) ce qui montre une
polymérisation incompléte, contrairement a [I’analyse réalisée pour les MPyra. Cette
différence peut étre expliquée par la différence du mode de polymérisation. En effet, les
micelles NTA avaient été polymérisées sous une lampe d’une puissance de 1000 Watt
pendant 45 minutes, et ’analyse par diffusion de lumiére avait révélé la présence de tres
grosses masses molaires, jusqu’a 2 000 000 g/mole. Pour les MPpgg.on, la polymérisation a eu
lieu dans un four UV de 48 W pendant 10 heures : elle est plus simple & mettre en place, car

elle ne nécessite pas un refroidissement en continu. Les deux méthodes de polymérisation
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aboutissant aux mémes spectres d’absorbance, nous en avions déduit que la polymérisation
pendant 45 minutes sous lampe ou 10 heures dans le four induisaient a la méme efficacité de
polymérisation. Il semble cependant ici qu’il y ait une différence entre les analyses SEC des
MPpec.on polymérisées au four et des MPyra polymérisées sous la lampe. La courbe

(Mw) = f(Ve) des micelles MPpeg.on est trés linéaire, (Figure 14.3) en comparaison avec celle
des MPynta, ce qui montre que trés peu d’agrégats sont présents dans I’échantillon. Cette
polymérisation au four UV ne conduit donc pas totalement a la polymérisation des
amphiphiles dans les micelles, mais permet d’éviter la formation de trés gros agrégats qui
perturbent I’analyse et compliquent 1’interprétation des résultats. Ainsi, on peut déterminer la
masse molaire moyenne des MPpec-on étant de 14 120 g/mole, ce qui signifie que les chaines

de polymeéres au sein des micelles sont constitué¢es d’environ 9 unités de monomeres.

[1.2. Synthése et caractérisation des micelles formées de I’amphiphile
25 avant et apres polymeérisation

I1.2.1. Synthése de ’amphiphile 25 et formation des MNPpgg_acige

L’amphiphile 25 est synthétisé a partir de I’amphiphile 23 par réaction entre 1’alcool terminal

et I’acide bromoacétique. (Figure 18.3)

e AN,

10

23

NaH, DMF/THF
(0]

31%
’ Br\)J\OH
o
H
B = BANCAA,
25 o

10

Figure 18.3. Synthése de I’amphiphile PEG-acide 25 & partir de I’amphiphile 23
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L’amphiphile 25 est dissous a 5 mg/mL dans de I’eau MilliQ. et soniqué 30 minutes au bain a
ultra-sons. Les micelles ainsi obtenues sont analysées en DLS et leur forme est étudiée en

MET. (Figure 19.3)

Size Distribution by Yolume
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Figure 19.3. Analyses DLS (5 mg/mL dans I’eau) et MET des MNPpeg.aeige (0,1 mg/mL dans 1’eau)

Les mesures de DLS révelent que les MNPpgg_acige ONt Un diametre de 5,4 nm £ 0,5 nm et un
une forme sphérique en MET. Nous pouvons remarquer que ces micelles ont une taille un

plus petite que les MNPpeG-on.

11.2.2. Détermination de la concentration micellaire critique des
MN IDPEG-acide

Les CMC des micelles MNPpgG-acide @ €té déterminée par la méthode de ’anneau de Nouy. La

courbe obtenue est presentée dans la figure 21.3.
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Figure 21.3. Représentation de la valeur de la tension superficielle des solutions de MNPpgg.4cige dans 1’eau

La valeur trouvées a I’intersection des deux tangentes donne une valeur de la CMC de

16,70 mg/L. Cette valeur est tres proche de celle des MNPpeg.on, C& @ quOi NOUS nNOuUS

attendions a cause de leurs structures tres proches.

11.2.3. Formation et analyse des micelles polymérisées MPpec_acige

Les micelles MNPpgg.acige SONt ensuite photopolymérisées 10 heures dans le four UV pour

obtenir les MPpeg_acide- Elles sont caractérisées par DLS et leur potentiel Zeta est déterminé.

(Figure 20.3)
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Figure 20.3. Analyses DLS et potentiel Zeta des MPpgg_qcige @ Smg/mL dans 1’eau

Le diametre des MPpeg-acige €St de 6,5 £ 0,6 nm tandis que leur potentiel Zeta est composé de

deux pics, avec un pic majoritaire a - 61 mV (89%) et un minoritaire a - 35 mV (11%). Le
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potentiel Zeta est négatif a cause des acides carboxyliques déprotonés a la surface des

micelles. (pKa = 3,5)

Les amphiphiles 23 et 25 ont donc été auto-arrangés individuellement en solution aqueuse
neutre sous forme de micelles sphériques pour former les MNPpeg.on €t les MNPpeg_acide-
Avant polymérisation, les MNPpgg.on Ont des diametres de 9,4 nm et les MNppeg-acige d€S
diameétres plus petits de 5,4 nm. Aprés polymérisation, leurs diametres ne varient presque pas,
ils sont respectivement de 9,4 nm et 6,4 nm. D’autre part, leurs potentiels Zeta ont été
mesurés et se sont révelés légérement négatif pour les MPpeg.on (- 10 mV) et composé d’un
pic négatif majoritaire & - 61 mV pour les MPpeg.acide. A présent, nous allons former des
micelles mixtes des amphiphiles 23 et 25 et réaliser les mémes analyses que pour les micelles

simples.

[1.3. Synthese et caractérisation des micelles mixtes formées
des amphiphiles 23 et 25 avant et apres polymérisation

11.3.1. Formation et analyses des micelles mixtes MNP pgg-mixtes

Les amphiphiles 23 et 25 sont dissous a une concentration totale de 5 mg/mL dans du tampon
phosphate pH 7,4 avec un ratio 50% en masse. La similarité de structure entre les deux
amphiphiles nous a permis d’émettre I’hypothese que les micelles formées sont mixtes, c'est-
a-dire avec une répartition statistique des amphiphiles dans les micelles. Les diameétres des
MNPpeG-mixtes 0btenus en DLS sont de 4,6 nm £ 0,4 nm, comparables a ceux des MNPpeG-acide
(4,9 nm £ 0,5nm). Les micelles mixtes possedent donc un diametre plus proche de celui des

MNPpeG-acige que de celui des MNPpeg.on. (Figure 22.3)

~ 129 ~



Size Distribution by Yolume

Valume (%63
v
=

100 1000 10000
Size (d.nm)

Figure 22.3.Analyses DLS (5 mg/mL dans I’eau) et MET (0,5 mg/mL dans I’eau) des MNPpeg._mixte

D’autre part, les images de MET montrent la présence de micelles sphériques.

11.3.2. Détermination de la concentration micellaire
critique des micelles mixtes MNPpgG_acige

Les CMC de I’amphiphile PEGgige €t des amphiphiles mixtes ont été déterminées par la

méthode de ’anneau de Nouy. Les courbes obtenues sont présentées dans la figure 24.3.
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Figure 24.3. Représentation de la valeur de la tension superficielle des solutions de MNPpgg. mixte dans 1’eau a
différentes concentrations

L’intersection des tangentes donne la valeur de la CMC : 17,60 mg/L. Avec cette méthode, on
voit que la valeur de la CMC des MNPpeg-mixtes €St comprise ente la CMC des MNPpeg-oH

(21,09 mg/L) et la CMC des MNPpgg-acige (16,70 mg/L).
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11.3.3. Formation et analyses des micelles mixtes polymérisées

MPpeG.mixtes
Les micelles MNPpeg.-mixtes SONt ensuite photopolymérisées 10 heures dans le four UV pour
fournir des MPpeg-mixtes: COmme pour les autres types de micelles, la photopolymérisation de
10 heures au four UV n’induit pas de changement de taille des micelles mixtes par DLS :

5,8 nm = 0,5 nm. (Figure 23.3)
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Figure 23.3.Analyses DLS et potentiels Zeta des MPpeg-mixtes (23/25 : 50/50 en masse) a 5 mg/mL dans 1’eau

En ce qui concerne le potentiel Zeta, il ne montre pas une population unique. En effet, deux
populations sont présentes : une majoritaire a - 62,2 mV (60%) et une minoritaire a - 36,1 mV
(40%). Nous pouvons observer que le pic correspondant aux MPpeg.on n’apparait pas a

- 10 mV, ce qui signifie que les amphiphiles se sont mélangés dans le pic a - 36,1 mV, méme
si la présence du pic a - 62,2 mV indique que les MNPpeg_acige €Xistent également en solution.
La répartition des amphiphiles n’est donc pas parfaitement homogéne a cause des équilibres

dynamiques toujours présents dans ces systemes.

I1.4. Etude de la fonctionnalisation de surface des micelles mixtes
polymérisées MPpeg.mixte

11.4.1. Etude des conditions de couplage

Les MPpeg-mixtes formées comportent au total 50% d’acides carboxyliques et 50% d’alcools,
avec une distribution non aléatoire, a une concentration totale de 5 mg/mL. La présence des

acides permet d’envisager des couplages avec des amines primaires, et notamment la
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5-aminofluorescéine. Nous avons donc testé la fonctionnalisation de surface des MPpec-mixte,
en premier lieu en tampon phosphate pH 8, afin d’étudier la réactivité en solution aqueuse et
d’assurer une bonne déprotonation des acides. Nous avons choisi les conditions réactionnelles
en milieu aqueux afin de pouvoir comparer les taux de fixations avec ceux obtenus dans le cas
des MPnta dans le paragraphe 1.3.2.a. Une solution de MPpgg-mixte @ 5 mg/mL dans le tampon
phosphate a été mise a réagir en présence de différentes quantités d’agents de couplage
(EDAC/DMAP) et de 5-aminofluorescéine. Le mélange est ensuite purifié sur un gel
Biospin30. Des réactions controles sans agents de couplage (ADC) sont effectuées pour
chaque condition réactionnelle. Les pourcentages de fluorescéines dosées sont regroupés dans
le tableau 6.3 ou les nombres d’équivalents sont calculés en fonction du nombre d’acides sur

les micelles.

Nombre d’équivalent de 2¢eq 2,5¢eq 3eq 6 eq
fluorescéine

Nombre d’équivalent

d’agents de couplage leq 1,5¢eq 1,5¢eq 3eq
(EDC/DMAP)
% fluorescéine avec ADC 1% 1,7% 3,5% 14%

par rapport aux acides

% fluorescéine sans ADC 0,3% 0,3% 0,4% 0,7%
par rapport aux acides

Tableau 6.3. Pourcentages de fluorescéine dosés apres réaction sur les MPpeg.mixte

Nous observons ainsi que 1’on peut fixer de 1% a 14% de fluorescéine sur les MPpeg-mixte,
avec cependant des réactions contr6les qui montrent toujours la présence de fluorescéine dont
la présence est statistique et ne dépend pas des réactions. D’autre part, si I’on compare les

taux de fluorescéine récupérée par réaction sur les MPpeg-mixte €t Sur les MPnta pour le méme
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nombre d’équivalent de fluorescéine introduite, ceux-ci sont peu différents. Le tableau 7.3.
indique les taux de fixation obtenus pour les deux types de micelles et pour le méme nombre

d’équivalent de fluorescéine introduite.

Type de micelles MPpEG-mixte MPnra

Nombre d’équivalent 3eq 3eq
de fluorescéine

% fluorescéine avec
ADC par rapport aux 3,5% 2,6%
acides

% fluorescéine sans
ADC par rapport aux 0,4% 0,3%
acides

Tableau 8.3. Pourcentage de fluorescéine dosée par réaction sur les MPpeg.mixte €t 1€S MPyta

Ainsi, le taux de fixation de la fluorescéine sur les MPpeg-mixtes n’est pas beaucoup plus grand
que obtenu sur les MPnta. D’autre part, comme les MPnta possedent 3 acides carboxyliques
sur chaque amphiphile, nous avons méme fixé plus de fluorescéine sur la surface des MPnta

que sur la surface des MPpeg-mixtes-

11.4.2. Analyse par DLS et par spectroscopie de corrélation de
fluorescence

La solution de MPpeg-mixte & 1,7% de fluorescéine, appelée MPpec-fio @ €té choisie pour
réaliser les mesures de DLS et de FCS, car c’est dans celle-ci que 1’on devrait trouver en
moyenne un fluorophore par micelles et pour laquelle la qualité des mesures devrait étre

optimum. L’analyse des MPpgg-fiuo €n DLS montre une population d’un diamétre de

7,9 nm = 0,5 nm. (Figure 25.3)
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Figure 25.3. Analyse DLS des MPpgg-iuo avec 1,7% de fluorescéine a 0,1 mg/mL dans tampon phosphate pH 8

Le diamétre des micelles obtenues est donc légerement supérieur a celui des MP peg-fiuo avant
fonctionnalisation (5,8 nm = 0,5 nm). On peut cependant dire que la structure des micelles a
été conservée et que la présence des fluorescéines n’a induit qu’une légére agrégation des
MPpec-mixte. L€S analyses par spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) ont révélé
deux temps de corrélation différents : un temps court a 0,034 ms et un temps long a 0,47 ms.
Le temps court est le méme que pour celui détecté avec les MPnra-fio- Par contre, le temps
long correspond a des particules de 2,9 nm de rayon, ce qui est plus faible que la valeur
trouvée en DLS, mais pourrait correspondre a des micelles marquées de fagon spécifique.
Cependant, la population au temps de corrélation court (0,034 ms) représente 50% des
especes détectées en solution. Cette deuxieme population a été attribuée soit a de la
fluorescéine libre, soit a des lipides marques libres en solution qui seraient en équilibre avec
les MPpeg-fivoe. Dans les deux cas, ces espeéces n’auraient pas été éliminées pendant la
purification sur le gel Biospin. Nous n’avons pas poussé¢ plus loin cette analyse en
synthétisant, par exemple, un amphiphile 25 couplé & I’aminofluorescéine, puis en ’analysant
en FCS. Cependant, d’autres gels de purification ont été testés : le gel Séphadex G50, une
résine « fluorescent dye removal » de chez Thermofisher et 1’élution sur Séphadex 25 en
présence de 20% d’éthanol. Aucune de ces purifications n’a permis d’éliminer les entités

présentes dans le mélange avec les MPpec-fivo.
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Nous n’avons ainsi pas voulu tester ces MPpeg-fivo marquées sur des cellules car elles ne se
présentaient pas comme une population unique. Nous nous sommes alors tournés vers un

autre type de marquage des micelles : I’encapsulation de sonde fluorescente.

I11. Encapsulation d’une sonde fluorescente dans les micelles MPpeg.on
Pour cette étude, nous avons utilisé des micelles polymérisées constituées uniquement de
I’amphiphile 23 (MPpec.on), dont la synthése est décrite dans le paragraphe 11.1.1, c'est-a-dire
des micelles possédant une surface entierement constituée de groupes hydroxyles. En effet,
les acides carboxyliques ne sont plus nécessaires car aucun couplage n’interviendra en
surface.
En collaboration avec Andrey Klymchenko du laboratoire de biophotonique et pharmacologie
dirigé par Yves Mély, nous avons envisagé d’encapsuler la sonde NR12S, dérivée du Nile
Red, dans les MPpeg.on.™ Le Nile Red est une sonde connue pour caractériser les domaines
hydrophobes de protéines, de dendriméres ou de micelles.'® Elle ne peut cependant pas étre
utilisée comme marqueur membranaire car elle est internalisée rapidement. La sonde NR12S
utilisée dans cette étude est formée a partir du Nile Red attaché a un groupe zwitterionique et

a une chaine hydrophobe. (Figure 26.3)
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Figure 26.3. Stucture des sondes fluorescentes Nile Red et NR12S

Contrairement au Nile Red, la sonde NR12S a la propriété de s’intercaler dans les membranes

des cellules, grace a sa chalne grasse et d’étre internalisée trés lentement. De plus, en
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conditions réductrices, la fluorescence de la sonde est éteinte. Cette propriété permet de
vérifier si la sonde est internalisée car immédiatement apres contact avec le réducteur, seule la
fluorescence membranaire est éteinte et non la sonde internalisée. Le phénomene étant
réversible, en conditions oxydantes, la fluorescence réapparait, par exemple sous oxygéne. La
réduction réversible de la partie Nile Red de la sonde est présentée dans la figure 27.3,
pendant laquelle la cétone est réduite en alcool. Cette réduction a pour effet de rendre les
cycles C et D conjugués, et en méme temps de supprimer la conjugaison entre les cycles A, B
et C. Ainsi, aprés réduction, les électrons m ne sont plus délocalisés que sur deux cycles. Cette

suppression de conjugaison induit une extinction de la fluorescence de la sonde.
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Figure 27.3. Schéma de la réduction réversible de la sonde Nile Red

L’¢étude suivante va étre divisée en plusieurs parties. Tout d’abord, 1’étude de 1’encapsulation
du NR12S dans les MPpec.on Sera examinée, puis les micelles contenant le NR12S seront
analysees par FCS. La cytotoxicité des MPpeg.on Sera ensuite évaluée pour veérifier si des tests

sur cellules sont réalisables.

[11.1. Encapsulation du NR12S dans les micelles MPpgg.on

[11.1.1. Analyse des spectres de fluorescence du NR12S en
présence de micelles MPpgg.on

Afin de prouver que le NR12S est encapsulé a I’intérieur des MPpgg.on, Nous allons les mettre
en solution puis réaliser le spectre d’émission de fluorescence de la sonde. En effet, la
longueur d’onde d’émission de NR12S dépend de son environnement. La figure 28.3 présente

les spectres de fluorescence de la sonde NR12S en fonction du solvant dans lequel elle se
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trouve. Ainsi, plus la sonde se trouve dans un milieu hydrophobe, plus sa longueur d’onde

d’émission est faible.
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Figure 28.3. Spectres de fluorescence normalisés du NR12S en fonction du solvant

Dans notre cas, si le NR12S est bien encapsulé dans le cceur hydrophobe des MPpgg-on, NOUS
devrons voir un décalage entre la longueur d’onde d’émission du NR12S dans I’eau (environ
660 nm) et sa longueur d’onde d’émission en présence de micelles.

Ainsi, les MPpeg.on sont formées dans le tampon phosphate pH 7,4 a une concentration de

5 mg/mL puis photopolymérisées 10 heures dans le four UV. Une solution de NR12S dans le
tampon phosphate pH 7,4 est également préparée a une concentration de 0,2 uM.

Nous avons tout d’abord vérifié si le NR12S pouvait étre encapsulé dans les micelles puis
nous avons déterminé le nombre d’équivalent de sonde a partir duquel elle était enticrement
encapsulée. Pour cela, nous avons fait varier le nombre d’équivalents de micelles par rapport
a une quantité fixe de sonde. Les nombres d’équivalents de micelles introduits par rapport a la
sonde sont compris entre 35 a 414 équivalents et sont calculés a partir de la masse
d’amphiphile introduit pour leur formation. En ajoutant un grand excés de micelles par
rapport a la sonde, nous nous attendions a voir une saturation du spectre d’émission du
NR12S. Les spectres d’émission de fluorescence enregistrés sont représentés dans la figure

29.3.
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Figure 29.3. Emission de fluorescence de la sonde NR12S encapsulée dans différentes quantités
de MPpeg on

Lorsque le NR12S est seul en milieu aqueux, son émission est trés faible et son maximum
d’émission est de 657 nm (Figure 29.3, courbe bleue). Quand des MPpeg.on SONt ajoutées au
milieu, 'intensité de I’émission du NR12S est beaucoup plus importante et le maximum
d’émission se déplace a 620 nm. Ce déplacement indique que la sonde ne se trouve plus dans
le méme environnement et qu’elle s’est déplacée du milieu aqueux vers le coeur hydrophobe
des micelles. De plus, une forte augmentation de I’émission est observée jusqu’a

276 équivalents de micelles. Au-dela, I’augmentation est trés faible ce qui montre que tout le
NR12S présent a été encapsulé. Lors de nos expériences sur les cellules, nous devrons donc

nous placer a plus de 276 équivalents de micelles par rapport a la sonde.

I11.1.2. Analyses par spectroscopie de corrélation de fluorescence
des micelles PEG-OH contenant du NR12S

Suite aux expériences précédentes, nous avons décidé d’introduire 345 équivalents de sondes
dans une solution de MPpgg.on puis d’analyser la distribution en taille de ces micelles
marquées par analyses de FCS. Ces analyses ont révélé une population unique possédant un
temps de corrélation de 0,55 ms et un rayon de 3,9 nm. Cette valeur est en accord avec celle

trouvée par DLS des MPpec.on avant encapsulation du NR12S (4,7 nm) et permet de
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confirmer que les micelles ainsi marquées par 1’encapsulation d’une sonde fluorescente
peuvent étre utilisées pour des applications sur cellules. Ces micelles seront dans la suite du

manuscrit notée M Prec-oH-NR12S.

[11.2. Etude sur cellules des MPpgg.on marquées par
encapsulation de NR12S

Avant d’étudier le comportement des micelles MPpeg-on-nr12s SUF les cellules, il nous a
d’abord fallu vérifier que les micelles n’étaient pas cytotoxiques. Pour notre étude, nous avons
choisi d’utiliser des cellules HeLa, qui sont couramment utilisées en biologie et qui sont
facilement observables au microscope. Ainsi, un test de cytotoxicité sur des cellules HeLa a

été réalisé grace & un test colorimétrique au sel de tétrazolium.*"*8

[11.2.1. Etude la cytotoxicité des MPpgg.onH

La cytotoxicite des MPpeg.on a €té évaluée par un test MTT sur cellules quiescentes. Les
cellules HeLa sont d’abord ensemencees a 50 000 cellules par puits. Les micelles a différentes
concentrations (0,00625 mg/mL < C < 0,02 mg/mL) sont ensuite ajoutées dans les puits
contenant les cellules, avant d’étre incubées 4 heures a 37°C. Le réactif MTT est ensuite
ajouté puis les cellules sont incubées 2 heures a 37°C. La lecture de la fluorescence est
réalisée a 495 nm et le taux de viabilité des cellules HeLa est calculé en fonction de la
concentration en micelles introduites. Les taux de viabilité sont présentés dans la figure 30.3.
D’autre part, nous avons voulu comparer la cytotoxicité des micelles non polymérisées
MNPpeg-on, avec celle des MPpeg.on, ¢’est pourquoi nous avons inclus leurs taux de viabilité

dans la méme figure 30.3.
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Figure 30.3.Viabilité des cellules HeLa en fonction de la concentration en MNPpeg on €8 MPpeg.on

Nous pouvons remarquer qu’au-dessus d’une certaine concentration, les taux de viabilité
obtenus sont différents si les micelles sont polymérisées ou non. En effet, pour des
concentrations comprises entre 0 et 0,0125 mg/mL, les MNPpgg.on et les MPpeg.on SONt tres
peu toxiques car les taux de viabilité sont supérieurs a 80%. Par contre, a partir de 0,025
mg/mL, le taux de viabilité des MPpec.on Ne varie pas tandis que celui des MNPpeg-on
descend a 68%. Cette tendance se confirme pour des concentrations plus élevées. Par exemple
a 0,1 mg/mL, le taux de viabilité des MPpec.on €st de 68%, quand celui des MNPpeg.on a
chuté a 15%. Ce test de cytotoxicité confirme que les MPpeg.on Sont plus adaptées pour des
études cellulaires que les MNP peg-oH.

Au vu des taux de viabilité obtenus pour les MPpec.on, peu de différences sont observées
entre les concentrations de 0,0125 mg/mL et 0,05 mg/mL. Par contre, quand les
concentrations dépassent 0,1 mg/mL, les taux de viabilité sont inférieurs a 70%. Comme nous
voulions concilier une faible cytotoxicité et une concentration en MPpeg.on assez élevee, nous
avons choisi de les utiliser a la concentration de 0,05 mg/mL. En effet, a cette concentration,

le taux de viabilité des cellules est de 81%, ce qui est convenable. Pour conclure, ces résultats
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montrent que pour étre utilisées en tests cellulaires, les micelles doivent étre

photopolymérisées, et utilisées avec une concentration inférieure ou égale a 0,05 mg/mL.

[11.2.2. Comportement des MPpgg.on au contact de cellules HelLa

Afin de mettre en évidence le role joué par les micelles, deux expériences sont menées en
parallele. Dans la premiere, les MPpec.on contenant la sonde NR12S sont incubées en
présence de cellules. Dans la deuxieme, seule la sonde NR12S est incubée. Chaque
expérience est incubée pendant 15 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures. Pour chaque temps
d’incubation, les cellules sont observées au microscope a fluorescence.

En tenant compte des tests de cytotoxicité, les micelles sont introduites sur les cellules a une
concentration de 0,05 mg/mL (69 uM) avec un excés de 345 équivalents par rapport a la
sonde. Pour ce faire, 20 uL d’une solution de MPpeg.on @ 5 mg/mL dans le tampon phosphate
pH 7,4 sont mélangés avec 2 uL d’une solution de NR12S a 0,2 mM puis dilués a 1mL avec
du tampon Optimem. Par la suite, 400 pL de cette solution sont déposés sur les cellules Hel a,
sur lesquelles 400 pL d’optimem sont a nouveau ajoutés. Une expérience contréle est réalisée
en paralléle avec uniquement du NR12S a une concentration de 0,2 UM, soit la méme
concentration que pour l’essai en présence de micelles. Les cellules HelLa sont ensuite
incubées a 37°C pendant 15 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures. Aprés incubation, le
surnageant est ¢liminé et remplacé par de I’Optimem. Les cellules sont ensuite observées avec
un microscope a fluorescence afin de voir la répartition de la sonde dans les cellules. Les

images enregistrées aux différents temps d’incubation sont présentées dans la figure 31.3.
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Figure 31.3. Images de microscopie des MPpeg.on-nr1zs (0,05 mg/mL) et de NR12S seul (0,2uM) aprés
incubation & 37°C avec les cellules HeLa (15 minutes, 1 heure, 2 heures et 4 heures)

Pour les temps d’incubation de 15 minutes et 1 heure, les images avec et sans micelles sont

semblables : une grande quantité de sonde est fixée sur la membrane cellulaire (en vert) tandis
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qu’une petite partic est déja internalisée par les cellules (en violet). Aprés 2 heures
d’incubation, les cellules avec micelles semblent conserver moins de fluorescence
membranaire que les cellules sans micelles. La différence est trés claire aprés 4 heures
d’incubation : les cellules avec micelles ne présentent plus aucune fluorescence membranaire,
tandis que les cellules sans micelles en conservent toujours. Afin de Vérifier que la
fluorescence détectée provient bien de I’intérieur de la cellule, nous nous sommes placés en
conditions réductrices en ajoutant 20 pL. d’une solution de dithionite a 1 M sur les cellules.
Nous savons que des conditions réductrices vont permettre d’éteindre la fluorescence
membranaire et de conserver la fluorescence présente dans le cytoplasme. Les images
enregistrées avec et sans micelles, pour un temps d’incubation de 4 heures avant et apres ajout

de dithionite sont présentées dans la figure 32.3.

+ dithionite
(20mM)
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sans micelles
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Figure 32.3. Images de microscopie des MPpeg.on-nr1zs (0,05 mg/mL) et NR12S seul (0,1uM) sur les cellules
HeLa & 4 heures d’incubation a 37°C avec ou sans dithionite (20mM)
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L’ajout de dithionite sur les cellules incubées en présence de sonde seule, montre la
suppression de la fluorescence membranaire, tandis que la fluorescence du cytoplasme
demeure intacte. Pour les cellules incubées avec les MPpeg.on-nrizs, €S images restent
semblables, puisqu’aucune fluorescence membranaire n’était détectée avant 1’ajout de
dithionite.

Ces expériences permettent de conclure que I’ajout de micelles contenant la sonde NR12S
augmente la vitesse d’internalisation de la sonde dans les cellules. Aprés 4 heures
d’incubation, plus aucune fluorescence n’est en effet détectée sur les membranes des cellules,

toute la sonde ayant été internalisée par les cellules.

Afin d’obtenir des informations permettant de discuter le mécanisme d’internalisation des
micelles, il serait nécessaire de réaliser des manipulations complémentaires, comme une
incubation a 4°C ou I’ajout d’un agent bloquant ’endocytose, comme la chloropromazine.
Nous pouvons cependant supposer que I’internalisation a lieu par endocytose, comme c’est le

: : : 5 19-20-21-22
cas pour nombres de particules le taille est comprise entre 10 nm et a plus de 1 pm.

Pour I’heure, nous n’avons pas réalisé ce type d’expérience car notre but était de montrer que

les micelles MPpeg.on permettaient de jouer le role de vecteur cellulaire.
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V. Etude de la distribution in vivo des micelles polydiacétyléniques
par tomographie a émission monophotonique

Afin de compléter notre étude sur les applications potentielles des micelles
polydiacétyléniques en tant qu’agent de délivrance ou de diagnostique, nous avons voulu
étudier leur comportement in vivo. Pour cela, nous sommes revenus aux micelles portant une
téte polaire NTA afin d’exploiter la présence des acides carboxyliques pour chélater un agent
d’imagerie radioactif comme le technétium 99. Ainsi, nous pourrons étudier la biodistribution
des MPyra par tomographie a émission monophotonique (SPECT). La biodistribution des
MPnta Va étre étudiée mais également celle de micelles mixtes formées d’amphiphiles
possédant une téte polaire NTA et des tétes polaires neutres ou des micelles formees
d’amphiphiles cationiques. De cette fagcon, nous pourrons déterminer si les tétes polaires des

micelles jouent un réle dans leur biodistribution.

IV.1. Etude de la fixation du technétium sur les MPyta

Grace aux triacides présents sur les tétes NTA, des atomes métalliqgues comme le technétium
(**™Tc) peuvent étre chélatés.”®*" Les manipulations présentées dans ce paragraphe ont été
effectuées par Ali Ouadi, du département de recherches subatomiques de I’Institut Herbert
Curien, dirigé par le Dr. David Brasse. Le technétium utilisé est le ®"™Tc, un isotope qui
possede un temps de demi-vie de 6,03 heures. La premiére étape a été de mettre en solution,
30 pL d’une solution de micelles NTA (10 mg/mL dans du tampon Tris pH 8) en présence de
30 puL de dichlorure d’étain (0,25 mg dans 1 mL 0,1 N HCI), 30 pL d’acide ascorbique

(5 mg/mL dans le PBS). 1,4 mL d’une solution de technétium sous forme pertechtenate TcO4
dans NaCl 0,9% est ensuite ajoutée puis le mélange est agité 30 minutes. La présence du
dichlorure d’étain (SnCl,.2H,0) permet de réduire le technétium de la forme TcO,, d’état

d’oxydation VII  la forme TcO®", d’état d’oxydation V. Cependant, d’autres formes réduites
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du technétium sont également présentes, notamment les formes d’oxydation III et IV, ainsi
que des produits d’hydrolyse. Il n’est donc pas possible de savoir exactement sous quelle
forme est présent le techninium, mais on peut représenter une structure probable de sa

chélation en présence d’un groupe chélatant comme le NTA. (Figure 33.3)
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Figure 33.3. Représentation supposée de la chélation du *™Tc sur les tétes NTA

La solution brute est ensuite éluée sur une colonne Sephadex G-25 afin de verifier la fixation
du technétium sur les micelles. Les courbes présentées dans la figure 34.3 (courbe bleue, rose
et jaune) montrent 1’¢lution des micelles NTA marquées par le technétium en presence de
BSA, une protéine présente dans le sang. D’autre part, la BSA seule en présence de
technétium a également été éluée en parallele. (Figure 36.3, courbe violette) Le fait de
mélanger les micelles et la BSA permet de mimer les conditions d’une injection, et de vérifier

si les micelles conservent le *™Tc. Chaque fraction a été analysée a ’aide d’un activimétre.
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Figure 34.3. Elution des solutions de micelles NTA en présence de ®™Tc et de BSA jusqu’a 3 heures
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Les élutions ont été effectuées & 0 minute, 30 minutes et 3 heures et montrent que du *™Tc est
fixé sur les micelles méme 3 heures aprés fixation. Ainsi, le complexe formé est stable.
D’autre part, la courbe d’¢lution des micelles avec la BSA n’étant pas la méme que celle de la
BSA seule, aucune compétition n’a lieu et les micelles marquées peuvent bien étre testées in

Vivo.

IV.2. Etude de la biodistribution de différents types de micelles
diacetyléniques aprées chélation du technétium

Par le méme procédé de marquage que pour les MPyra, plusieurs micelles ont été marquées
par le #™Tc et testés in vivo : les micelles NTA seules, les micelles mixtes NTA/PEGg : 80/50
en masse, NTA/PEGg : 50/50 en masse et des micelles diamines. Ces derniéres ont été
synthétisées par Emmanuelle Morin au laboratoire. Les micelles marquées ont éte injectées
par voie intraveineuse a des souris et ’imagerie a été réalisée entre 0 et 3 heures apres
injection. Comme point de comparaison, la figure 35.3 présente I’injection a une souris du
%™Tc seul. Cette image montre que le technétium se situe au niveau de la thyroide et les

glandes salivaires.

Figure 35.3. Images de souris aprés injection de *™Tc

Par la suite, les différents types de micelles marquées ont été injectés aux souris.
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La biodistribution des micelles marquées par le ®™Tc & différents dates aprés I’injection est

présentée dans la figure 36.3. La souris est positionnée la téte en bas de ’image.
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Figure 36.3. Images des souris apreés injections des différents types de micelles a différentes dates : 1h, 2h et 3h
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Pour les micelles NTA (1% ligne), la radioactivité est détectée dans la vessie jusqu’a 1 heure
aprés I’injection, ce qui signifie que les micelles circulent dans le corps de I’animal puis sont
évacuées dans Dlurine. Les micelles mixtes NTA/PEGs (2°™ et 3*™ lignes) ont un
comportement assez similaire. Elles restent plus longtemps en circulation dans le corps que
les MPnta, puisqu’elles sont encore détectées 3 heures aprés I’injection. Cette augmentation
est probablement due a la présence du PEG, qui est connu pour augmenter le temps de
circulation des particules dans le corps. Quant aux micelles munies d’une téte polaire diamine
(4°™ ligne), elles sont bloquées au niveau du foie et ne circulent pas du tout dans le sang.

Ainsi, ces données nous permettent d’envisager 1’utilisation de micelles mixtes NTA/PEGg
pour I’imagerie nucléaire, car elles sont circulantes dans le sang et d’une bonne intensité de

radioactivité. La prochaine etape sera de fixer des agents de marquage, comme des anticorps a

la surface des micelles afin cibler un élément précis dans la souris.
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V. Conclusion

Dans cette étude, nous avons d’abord voulu fonctionnaliser la surface de MPyra €t de
MPeec.on par liaisons spécifiques entre les acides carboxyliques des micelles et un réactif
possédant une amine primaire. Malgré de nombreux essais, la fonctionnalisation n’a jamais pu
étre totalement sélective et n’a pas permis d’obtenir des micelles constituées d’une seule
population utilisable pour des tests sur cellules et des tests in vivo. Cependant, plusieurs voies
restent envisageables, comme une amélioration du degré de polymérisation des micelles ou
I’¢tude de la fonctionnalisation de micelles polymérisables et réticulables.

Nous nous sommes alors tournés vers I’encapsulation d’une sonde fluorescente dans des
micelles pégylées et les études sur cellules ont révélé que la présence des micelles permettait
une internalisation plus rapide dans les cellules HelLa. D’autre part, les micelles pouvant
encapsuler une molécule hydrophobe, leur potentiel en tant que vecteur de principe actif dans
les cellules pourra étre développe. Pour finir, nous avons obtenu des images in vivo, montrant
une longue circulation dans la souris, grace a la chélation de technétium a la surface de
micelles mixtes polymérisées NTA/PEGs. Cette étude est actuellement poursuivie par
Emmanuelle Morin afin d’injecter ces micelles marquées a des souris porteuses d’une tumeur

pour évaluer leur diffusion passive.
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CHAPITRE 4

Dispersion des nanotubes de carbone en
solution aqueuse et obtention des

constructions lipidiques polymerisées
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Chapitre 4
Dispersion de nanotubes de carbone en solution
agueuse et obtention des constructions lipidiques
polymérisées

Comme nous ’avons vu dans le chapitre 1, la dispersion des NanoTubes de Carbone (NTC)
en milieu aqueux est un enjeu important et on peut a cette fin, mettre en place des méthodes
covalentes ou non covalentes. Une précédente étude realisée au laboratoire a permis de
montrer que la suspension de différents NTC (simple parois, double parois, et multi parois)
était possible dans le Tris pH 8 grace a ’amphiphile diacétylénique possédant une téte NTA.!
Dans cette étude, il a été montré que la présence de ’amphiphile permettait de suspendre un
grand nombre de NTC différents, mais que les taux d’absorption dépendaient énormément du
type de nanotube de carbone utilisé.

Les travaux décrits dans ce chapitre s’inscrivent dans la suite de cette étude. Cette fois, nous
allons utiliser des amphiphiles synthétiques, possedant des tétes polaires différentes, afin de
disperser en milieu aqueux un seul type de NTC : les NTC nTec. Les nTec ont été choisis car
ce sont des NTC multi-parois, dont les suspensions ont montré une bonne stabilité aprés

1 mois de décantation. Le but de cette étude est d’évaluer la stabilité des suspensions de NTC
nTec habillés par nos amphiphiles synthétiques, dans des milieux aqueux possédant des pH
différents. Nous essaierons ainsi de mettre en évidence si les suspensions de NTC peuvent
étre modulées en fonction de ’amphiphile utilisé et du pH de la solution. Par la suite, la

cytotoxicité de ces nanotubes habillés par les différents amphiphiles sera évaluée sur des
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cellules épithéliales bronchiques humaines. Nous pourrons ainsi déterminer si les suspensions
de NTC sont plus ou moins cytotoxiques que les NTC non habillés et si une cytotoxicité est
induite par une modification de la surface des NTC, grace a l’utilisation d’amphiphiles

possédant des tétes polaires différentes.

I. Dispersion de nanotubes de carbone en solution aqueuse

Le but de notre étude est de déterminer si la stabilité des suspensions de NTC nTec habillés
par des amphiphiles diacétyléniques dépend de I’amphiphile utilisé. Nous pouvons en effet
supposer que si ’amphiphile forme des micelles dans un milieu aqueux possédant un certain
pH, les NTC couverts par cet amphiphile produiront une suspension stable a ce méme pH.
Cette supposition a éte faite en étudiant le procéde de suspension des NTC, pendant lequel la
premiere étape consiste en la formation de micelles puis en leur adsorption sur la surface
hydrophobe des NTC. (Figure 1.4, étape 1) Par la suite, les auto-arrangements sont
photopolymérisés par irradiation UV (Figure 1.4, étape 2), puis les NTC couverts sont isoles

des micelles en exces par centrifugation. (Figure 1.4, étape 3)

Figure 1.4. Représentation du procédé d’obtention des NTC couverts. 1 : auto-arrangement des micelles autour
des NTC ; 2 : photopolymérisation des structures autour des NTC et de I’excés de micelles; 3 : centrifugation
pour isoler les NTC couverts de 1’excés de micelles
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Ainsi, un amphiphile ne pouvant pas former de micelles, ne pourrait pas s’auto-arranger a la
surface du NTC. Nous avons alors imaginé quatre amphiphiles synthétisables possédant des
tétes polaires différentes et capables de former des micelles a des pH particuliers. Pour chacun
des amphiphiles et a un certain pH, nous devrions alors obtenir des suspensions stables de
NTC. Nous pourrons ensuite évaluer si la modification du pH de ces suspensions a une

influence sur leur stabilité.

I.1. Synthése des amphiphiles

Pour cette étude, différents amphiphiles munis de tétes polaires spécifiques ont eté
synthétiseés. Les tétes polaires ont été choisies en fonction de leurs solubilites a différents pH,
afin de couvrir une large gamme allant de pH 11 a pH 4,7. Ainsi, des amphiphiles possédant
des tétes polaires munies d’acides carboxyliques ont été¢ imaginés, pour étre solubles dans des
solutions aqueuses aux pH basiques, apreés déprotonnation. Pour ce faire, I’amphiphile Al
(Figure 2.4) a été muni d’une téte polaire acide malonique, dont la solubilité est obtenue a
partir de pH11 et ’amphiphile A2 muni d’une téte polaire NTA, soluble au-dessus de pH8.
Un amphiphile A3 a été synthétiseé pour étre soluble dans des solutions aqueuses aux pH
acides, grace a la présence d’une amine tertiaire protonnable sur la téte polaire. De plus, nous
avons synthétisé un amphiphile A4 muni d’une téte polaire neutre, polyéthyléneglycol, dont la

solubilité est indépendante du pH. (Figure 2.4)
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Figure 2.4. Structures des amphiphiles synthétisés avec des tétes polaires variables
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Les synthéses des amphiphiles A2 et A3 ne seront pas décrites ici. En effet, ’amphiphile A2
est commercial et ’amphiphile A3 a été synthétisé par Emmanuelle Morin au laboratoire. La
synthése de I’amphiphile A4 a été décrite dans le chapitre 3. La synthése de I’amphiphile Al a
quant a elle été réalisée suivant le schéma de synthése décrit dans la figure 3.4. L’acide 10,12-
pentacosadinoique a été réduit en alcool 1 en présence d’hydrure d’aluminium, puis activé par
du chlorure de mésyle afin d’obtenir le composé 2. Ce dernier est ensuite mis a réagir avec du
diméthylmalonate sous reflux, pour fournir le composé 28, qui aprés saponification en

présence d’hydroxyle de lithium, conduit a I’amphiphile Al désiré.
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Figure 3.4. Schéma de synthése de I’amphiphile Al
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1.2. Dispersion des nanotubes de carbone nTec par auto-arrangement
d’amphiphiles diacétyléniques

1.2.1. Etude de la formation des micelles dans différents tampons

Nous pouvons donc supposer que si les amphiphiles s’auto-arrangent sous forme de micelles
dans certaines conditions de pH, ils seront capables de suspendre les nanotubes de carbone
dans les mémes conditions. Les quatre amphiphiles A1, A2, A3 et A4 ont donc été dissous a
une concentration de 3 mg/mL dans des solutions de tampons a quatre pH différents :

Tris pH 11, Tris pH 8, HEPES pH 7,4, Acétate pH 4,7. Les solutions sont ensuite soniquées

30 minutes au bain a ultra-sons puis analysées par DLS. Les résultats sont présentés dans le

tableau 1.4.
Amphiphiles Acétate pH 4,7 | HEPES pH 7,4 TrispH 8 TrispH 11
Al non non non oui
A2 non oui oui oui
A3 oui non non non
A4 oui oui oui oui

Tableau 1.4. Capacité des amphiphiles a former des micelles dans les différents milieux aqueux

La présence de micelles en solution est déduite par la taille des particules détectées en DLS.
En effet, si les valeurs trouvées sont comprises entre 8 et 10 nm, cela signifie que des micelles
sont présentes en solution. Si les valeurs trouvées sont supérieures a 10 nm, cela signifie que
seuls des agrégats sont présents en solution et donc que des micelles ne se sont pas formées.
Comme nous le pensions, les amphiphiles forment des micelles lorsque leurs tétes polaires

sont sous forme ioniques, c'est-a-dire au-dessus de pH 11 pour Al, pH 7,4 pour A2 et au-
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dessous de pH 4,7 pour A3. Pour I’amphiphile A4, des micelles sont observees quelque soit le

pH du milieu.

1.2.2. Observations des auto-arrangements des amphiphiles
synthétisés sur les nanotubes de carbone nTec en MET

Les amphiphiles sont placés dans le tampon le plus favorable pour la formation de micelles a
une concentration de 6 mg/mL: Al dans une solution de Tris 0,1 M a pH 11, A2 dans le
tampon Tris 0,1 M a pH 8, A4 dans le tampon acétate 0,1 M a pH 4,7 et A3 dans le tampon
HEPES 0,1 M a pH 7,4. Des NTC nTec (36 mg) sont ensuite ajoutés a 2 mL de chaque
solution de micelles et les milieux obtenus sont soniqués 30 minutes dans un bain a ultra-sons.
Les suspensions de NTC obtenues sont ensuite irradiees 10 heures dans un four UV de 48W a
254 nm puis centrifugées afin d’éliminer les micelles en exces. Les NTC couverts purifiés
sont ensuite redispersés dans le tampon initial puis observés en MET. Quelques exemples

d’auto-arrangements observés sont présentés dans la figure 4.4.
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Figure 4.4. Images MET des NTC nTec couverts de ’amphiphile a et b : A2 dans Tris pH 8 (échelles : 0,2 um
et 0,5 um) et ¢ : Al dans Tris pH11 ; b (échelle : 0,5um) et d : A2 dans Tris pH 8 ; e : A4 dans HEPES pH 7,4 ;
f: A3 dans acétate pH 4,7. Echelles : 50 nm. Concentration en NTC : 4,5 mg/mL.

Les images a et b montrent que les NTC sont isolés en solution, tandis que les zooms plus
forts montrent qu’ils sont couverts de stries, correspondant aux auto-arrangements des
amphiphiles. Une expérience controle ne contenant que des NTC a montré qu’ils précipitent

immédiatement apres I’étape de sonication.

1.2.3. Etude des suspensions de nanotubes de carbone nTec en
fonction de ’amphiphile choisi et du pH de la solution

Par la suite, nous avons voulu établir une relation entre le comportement des amphiphiles en
solution dans différents pH et celui des NTC couverts. Pour cela, chacun des échantillons de

NTC couverts par les quatre amphiphiles a été divisé en quatre. Chague aliquot a ensuite été
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centrifugé afin d’éliminer les micelles en excés puis le culot a été redispersé dans chacun des

quatre tampons. Un des aliquots sert de référence, puisque les NTC sont redispersés dans le

méme milieu que le milieu initial. Les décantations des NTC couverts ont été observées a

partir de 5 minutes a 1 mois et sont présentés dans la figure 5.4.
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Figure 5.4. Dispersions de NTC couverts par les différents amphiphiles Al, A2, A3 et A4 dans les tampons :
tampon acétate pH 4,7 ; tampon HEPES pH 7,4 ; tampon Tris pH 8 ; solution de Tris pH 11 aprés 5 minutes,
1 jour et 1 mois de décantation. Concentration en NTC nTec : 4,5 mg/mL.

Aprés 5 minutes de décantation, des dispersions noires sont observées pour Al et A2 en

milieu neutre et basique, en milieu acide pour A3 et dans tous les milieux pour A4. Les

nuances de couleurs sont peu visibles sur les photos, mais les suspensions sont observées sont

grises pour A2 a pH acide et pour A3 en pH neutre a basique. Apres 1 jour et un mois de

décantation, les dispersions sont similaires a celles observées aprés 5 minutes. La seule

exception est Al dont toutes les suspensions ont décanté aprés 1 mois et ou seule la

suspension a pH 11 est stable. Lorsque les solutions observées sont grises ou transparentes,

cela signifie que les NTC précipitent sous forme d’agrégats. Avec les mesures réalisées en

DLS dans le paragraphe précédent, nous pouvons ainsi corréler 1’obtention de dispersions

noires stables avec la capacité des amphiphiles a former des micelles. A titre d’exemple,
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I’amphiphile A3 ne forme des micelles qu’a pH acide et les suspensions stables de NTC
obtenues le sont uniquement & pH acide. 1l en va de méme pour ’amphiphile A4 qui s’auto-
arrange sous forme de micelles a tous les pH testés, et qui fournit des suspensions stables de

NTC a ces mémes pH.

Afin d’évaluer la réversibilité¢ des suspensions de NTC couverts, nous avons voulu modifier le
pH de la solution aqueuse d’une suspension stable de NTC puis le faire revenir a sa valeur de
pH initiale. Pour cela, nous avons choisi de remplacer la solution de Tris pH 11 de la
suspension de NTC couverts par I’amphiphile A1, par le méme volume de tampon acétate pH
4,7. Le tampon acétate a été choisi car le comportement des NTC en présence de Al

(figure 4.5), montre une décantation immédiate des NTC. Le tampon acétate sera a son tour
éliminé pour étre remplacé par la solution de Tris pH 11, afin de Vvérifier qu’une suspension
noire est a nouveau obtenue.

Ainsi, la suspension de NTC en présence de Al a eté centrifugée (20 minutes a 14000*g) afin
d’¢éliminer le Tris pH 11, puis dispersée dans un tampon non favorable (acétate pH 4,7) avant
d’étre centrifugée 3 minutes a 14000*g pour I’éliminer. Finalement, les NTC sont
resuspendus dans le tampon Tris pH11. Nous avons alors observé une suspension noire,
indiquant que les NTC couverts se sont bien redisperses dans le tampon Tris. La nouvelle
suspension ainsi obtenue a été observée aprées 1 jour de décantation, ce qui montre que le fait
de changer le pH de solutions de NTC couverts n’altére pas la stabilité de la suspension une

fois replacée dans un tampon adéquate.

1.3. Conclusion

L’étude réalisée nous a permis de montrer que les suspensions de NTC habillés par des

amphiphiles synthétiques possédant des tétes polaires différentes avaient le méme
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comportement en solution aqueuse que les amphiphiles utilisés. Les stabilités des suspensions
de NTC peuvent donc étre anticipées en fonction de 1’amphiphile synthétisé. On peut alors
imaginer apporter d’autres propriétés particuliéres aux suspensions de NTC couverts et
modulables a souhait a partir d’un amphiphile synthétique. Afin de poursuivre notre étude sur
la mise en suspension de NTC grace aux amphiphiles diacétyléniques, nous avons évalué leur
cytotoxicité, pour évaluer si en milieu professionnel, des NTC nTec couverts seraient moins
cytotoxiques que des NTC nTec seuls et si la cytotoxicité dépendait de 1’amphiphile auto-

arrangé autour des NTC.

I1. Evaluation de la cytotoxicité des nanotubes de carbones nTec
habillés par des amphiphiles diacétyléniques

Depuis leur découverte,? les NTC sont ’objet de nombreuses études, notamment dans le

domaine biomédical. Ainsi, le potenticl de NTC en tant qu’agent de délivrance d’acides

3-4-5-6

nucléiques ou de molécules thérapeutiques’®° a été mis en évidence, notamment grace a

leur propriété de penétrer dans les cellules. En effet, les nanotubes de carbones simples parois

10-11

sont en général non cytotoxiques et la modification de la surface de ces nanotubes par des

acides carboxyliques n’induit pas de cytotoxicité, ce qui permet leur utilisation dans le

domaine medical.*?

En ce qui concerne les nanotubes de carbone multi parois (MWCNT), des
cytotoxicités différentes ont été observées en fonction du type de nanotube utilisé. Ainsi, des
MWCNT de 60 nm a 80 nm de diametre se sont montrés plus cytotoxiques que des MWCNT
de 90 & 150 nm sur des cellules du rein (HEK293)."* D’autres études ont également montré
que les MWCNT étaient cytotoxiques sur plusieurs lignées cellulaires et que plus les
nanotubes étaient courts, plus la cytotoxicité augmentait.***

La cytotoxicité des nanotubes dispersés par adsorption de polymeére ou de lipide par liaisons

non covalentes dépend quant a elle énormément de la nature du polymére ou du lipide +-

utilisé.®**" De plus, bien que la dispersion des nanotubes de carbone par adsorption augmente

~ 166 ~



la biocompatibilité des nanotubes de carbone, cela ne signifie pas qu’ils seront moins
cytotoxiques : ¢’est pourquoi il est difficile de prévoir la cytotoxicité des NTC.*

En ce qui concerne la toxicité in vivo, les études réalisées ont montré que des
MWCNT, mis en suspension dans du Tween 80, se logent dans les tissus du poumon apres
contact par voie inhalatoire.’®?° De méme, les SWCNT fonctionnalisés par des acides

carboxyliques® démontrent aussi une forte toxicité au niveau pulmoniare.

Le but de I’étude présentée dans ce paragraphe est d’évaluer la toxicité des nanotubes de
carbone multi parois nTec, habillés par nos amphiphiles lorsqu’ils sont en contact avec des
cellules humaines. Nous pourrons ainsi prévoir leur dangerosité lors de leur utilisation
industrielle, en particulier dans des situations conduisant a une exposition par inhalation, qui

est la principale forme d’exposition en milieu professionnel.

I1.1. Evaluation de la cytotoxicité des NTC couverts des différents
amphiphiles sur les cellules Calu-3 et 16HBE

La cytotoxicité des nanotubes de carbone couverts par des amphiphiles synthétiques a été
évaluée sur deux types de cellules : Calu-3 et 16HBE, par lecture de la viabilité cellulaire par
la méthode aux sels de tétrazolium. Les cellules Calu-3 et 16HBE sont des lignees cellulaires
épithéliales bronchiques humaines. Elles ont été¢ choisies car dans le poumon, I’épithélium
bronchique est I'une des principales cibles de 1’action toxique des particules inhalées. Les
manipulations ont été réalisées par 1’équipe du Dr. Frangoise Pons, au laboratoire de
conception et application de molécules bioactives, de la faculté de pharmacie d’Illkirch. Des
NTC couverts des amphiphiles a téte NTA (A2), PEGg (A4), ainsi que deux autres lipides a
téte ammonium (A5) et maltose (A6) synthétiseés par Laure Dehuyser, ont été testés. (Figure

6.4)
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Figure 6.4. Structure des amphiphiles A5 et A6

Deux expériences contrbles avec des NTC nTec seuls et des NTC Arkema multi parois C100
ont également été effectuées afin de comparer plusieurs types de NTC. Les échantillons de
nanotubes couverts sont préparés selon le méme procédé que celui décrit précédemment avec
1 mg d’amphiphile et 6 mg de NTC dans du tampon phosphate pH 7,4. Les suspensions
brutes sont ensuite centrifugées 3 fois 30 minutes a 14000*g afin d’¢liminer tout I’amphiphile
en exces. Avant les tests de viabilité sur cellules, le milieu aqueux est remplacé par de
I’HEPES pH 7.4 afin de donner une solution mere a 6 mg de NTC. Cette solution mere est
ensuite diluée dans du milieu de culture. Deux tests cellulaires ont été réalises : un premier
test sur cellules confluentes présentant un tapis cellulaire intact et mimant un épithélium
normal, puis un second test sur des cellules avec 80% de confluence mimant un épithélium
respiratoire « lésé ». Les reésultats du premier test sont présentés dans la figure 7.4, pour des

concentrations en NTC allant de 0 mg/L a 100 mg/L. Chaque essai a été réalisé trois fois.
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Figure 7.4. Tests de viabilité des NTC couverts par différents amphiphiles sur cellules Calu-3 et 16HBE

Sur les cellules Calu-3, les taux de viabilités obtenus sont proches de 100% pour les NTC
seuls et couverts par les différents amphiphiles, suggérant une absence de cytotoxicité des
NTC. Par contre, sur les cellules 16HBE, les taux de viabilités des cellules sont supérieurs a
100%, surtout pour ’amphiphile A4, possédant une téte PEG, suggérant une augmentation
d’activité ou de viabilité des cellules.

La deuxiéme série d’expérience a été réalisée sur des cellules avec 80% de confluence, en

présence de concentrations en NTC plus faibles, a cause des 160% obtenus précédemment.
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D’autre part, des micelles polymérisées de I’amphiphile A4 ont été mises en présence des
mémes cellules aux mémes concentrations. Afin d’évaluer la quantité d’amphiphile adsorbée
a la surface des NTC, nous avons voulu utiliser le méme procédé que celui publié pour
I’amphiphile NTA, c'est-a-dire par mesure de I’absorbance de 1’amphiphile en excés aprés
photo-polymérisation. L’échantillon brut de NTC couverts a donc été centrifugé 30 minutes a
14000*g, mais une trés petite quantité de NTC couverts restée en suspension a perturbé la
mesure du spectre d’absorbance. La suspension brute a alors été diluée dix fois puis
centrifugée 30 minutes, mais le spectre d’absorbance a encore révélé une infime quantité de
NTC couverts qui n’a pas permis de mesurer uniquement I’absorbance des amphiphiles en
exces, malgré une filtration sur filtre de 0,45 um. Afin d’évaluer la quantité d’amphiphile
adsorbée, les spectres d’absorption de la solution brute de NTC couverts et de la solution
apres purification ont ét¢ simplement mesurés et comparés. Le taux d’adsorption a ainsi été
évalué a 74%. Ce taux est proche de celui trouvé pour 'amphiphile NTA. Ainsi, pour chaque
concentration de NTC couverts d’amphiphile A4, nous avons évalué les concentrations en

micelles correspondante et nous les avons testés sur les cellules. (Figure 8.4)
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Figure 8.4. Tests de viabilité des NTC couverts par différents amphiphiles et des micelles d’amphiphile A4 sur
cellules Calu-3 et 16HBE

Dans cette série d’expériences, les taux de viabilité obtenus se situent entre 40 et 60% pour
tous les types de NTC, seuls ou couverts pas les différents amphiphiles. Cette baisse de la
viabilité n’est pas surprenante car les cellules utilisées n’étaient pas confluentes a 100%, et
présentait donc une plus grande sensibilité vis-a-vis des NTC. D’autre part, les micelles de A4
ne sont montrées que peu toxiques. Cependant, en comparant les résultats des NTC couverts
entre eux, la conclusion est la méme que la premiére série d’échantillons : la modification de

la surface des NTC ne se traduit pas par une cytotoxicité supérieure aux NTC.

~ 171 ~



I1.2. Conclusion

Les expériences menées pour étudier la cytotoxicité de nanotubes de carbone nTec habillés
par des amphiphiles diacétyléniques munis de différentes tétes polaires ont conduit a montrer
qu’aucune différence de cytotoxicité ne pouvait étre mise en évidence, sur deux types de
cellules épithéliales bronchiques humaines. Cependant, la toxicité des NTC est connue pour
étre chronique et la mise en place d’un modéle in vivo serait plus prédictif de la toxicité des
NTC couverts par nos amphiphiles. Il serait ainsi intéressant de travailler sur ’animal par
expositions répétées aux NTC et d’étudier leurs effets a long terme. Ainsi, nous pourrions
observer soit des phénomenes d’accumulation, soit une meilleure élimination que pour des

NTC seuls, ce qui pourrait montrer une réduction des risques a long terme.

I11. Formation et fonctionnalisation des constructions lipidiques
polymérisées

II1.1. Constructions lipidiques polymérisées de I’amphiphile Al

La formation des constructions lipidiques polymérisées (CLP) composées d’amphiphiles
portant une téte polaire NTA ont été synthétisés a été détaillée dans le chapitre 1. Apres
adsorption, photo-polymérisation et purification, les CLP sont extraits en milieu biphasique
par ultra-sonication.

Nous allons présenter ici la formation de CLP a partir de I’amphiphile Al. Pour cela, Al est
dissous dans une solution de Tris pH 10 a 1 mg/mL, plus quelques gouttes de solution
d’hydroxyde de sodium 1 N. 1 mL de NTC nTec (10 mg/mL) sont ensuite ajoutés a 1 mL de
solution de Al et le mélange est soniqué 30 minutes au bain a ultra-sons. La solution est
ensuite photopolymérisée et purifiée par centrifugation afin d’éliminer les micelles en exceés.
Les nanotubes de carbone, resuspendus dans une solution de Tris pH 11, sont alors observés

en MET et les photos montrent qu’ils sont couverts de striations, correspondant aux
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amphiphiles auto-arrangés. (Figure 9.4, B) Par la suite, les CLP sont extraits par ultra-
sonication et la mesure en DLS montre qu’ils ont un diamétre de 60 nm. Les images de

microscopie montrent quant a elles, des objets de 30-40 nm. (Figure 9.4, CLP)

Purification

Ultra-sonication

Micelles CLP

Figure 9.4. Images MET des différents étapes de la synthese des CLP. Aprés photo-polymerisation (1% ligne &
gauche) et apres purification (1°° ligne a droite). Comparaison avec les micelles formées a partir d’amphiphile
Al. Concentration : 0,1 mg/mL dans le Tris pH 11. Barre d’échelle : 50 nm

La comparaison entre les micelles et les CLP d’amphiphiles A1 en MET montrent que les
structures possedent des formes sphériques mais avec des tailles différentes. Le processus
permet donc de synthétiser des CLP possédant un diamétre plus grand que les micelles. La
prochaine étape est de fonctionnaliser ces CLP afin d’étudier leur comportement in vivo. Cette
¢tude a été menée en partenariat avec les équipes de Bernard Tavitian, au CEA d’Orsay et
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d’Eric Doris, au CEA de Saclay. Les micelles et les CLP devaient étre injectées a des souris
afin d’étudier leur biodistribution. En ce qui concerne les CLP de I’amphiphile Al, la
fonctionnalisation de surface avec le fluorophore Fluoprobes 730 réalisée au CEA n’a pas
abouti. Nous nous sommes alors logiquement tournés vers la synthese de CLP issus de
I’amphiphile possédant une téte polyéthyléneglycol, c'est-a-dire A4, en mélange avec
I’amphiphile 25, muni d’un acide carboxylique terminal. La présence des groupes
polyéthyléne glycol devrait augmenter le temps de circulation dans le corps et la

fonctionnalisation devrait étre plus aisée.

I11.2. Constructions lipidiques polymérisées de I’amphiphile A4

La synthése de ’amphiphile A4 ou 23, a été décrite dans le chapitre 3, de méme que la
synthése de I’amphiphile 25. Un mélange 50/50 en masse est dissous dans de I’eau a une
concentration de 1 mg/mL. 1 mL de NTC nTec (10 mg/mL) sont ensuite ajoutés a 1 mL de
solution d’amphiphiles et le mélange est soniqué 30 minutes au bain a ultra-sons. La solution
est ensuite soniquée, centrifugée puis le culot est ultra-soniqué pour récupérer les

CLPpec-mixte- Les images MET prises aux différentes étapes du processus sont présentées dans
la figure 10.4. Les solutions ont été réalisées dans de 1’eau, scules les CLPpgG-mixte ONt été
directement placées dans le tampon phosphate pour une utilisation in vivo. L’utilisation d’une
solution dans le tampon phosphate fournit cependant des images de mauvaise qualité, car ce

tampon cristallise sur la grille de MET.
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Purification
 ESE—

Micelles CLPpeG-mixte

Figure 10.4. Images MET des différents étapes de la synthése des CLP. Aprés photo-polymérisation (1% ligne &
gauche) et aprés purification (1°° ligne a droite). Comparaison avec les micelles formées a partir du mélange des
amphiphiles 23 et 25 (MPpeg.mixte) COncentration : 0,1 mg/mL. Barre d’échelle : 50 nm

Les CLPpe-mixte ainsi obtenues possedent un diametre de 41 nm en DLS. Par la suite, nous
avons voulu marquer ces CLPpec-mixte par fonctionnalisation des tétes acide présentes a la
surface des CLP afin de comparer leur biodistribution avec celles des MPpeg-mixte. Ainsi, la
solution de CLPpgg-mixte dans le tampon phosphate pH 8 a été mise a réagir avec de ’EDAC

(1 eq), NHS-Sulfo (1 eq) et le Fluoroprobes 730 (2 eq), comme cela avait été fait avec les
micelles MPpec-mixte dans le chapitre 3. La solution est ensuite agitée 14 heures puis purifiée
par gel Biospin 30. Le pourcentage de fluorophore récupéré correspond a 1,35% d’acides

carboxyliques, soit 9 nmoles au total dans trois échantillons différents, ce qui était suffisant
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pour faire trois injections a des souris. Comme nous avions trés peu de CLP, nous n’avons pas
réalisé de réaction de contrdle sans agent de couplage. Pour les manipulations in vivo,

3 nmmoles de fluorophore devaient étre disposées dans 500 uL de solution. Chacun de nos
échantillons contenant 1 mL de solution apres purification, nous avons dd les concentrer sous
pression réduite. Cependant, apres séchage de 1’échantillon, la redissolution s’est révélée
problématique. En effet, lorsque les échantillons ont été analysés, la fluorescence était
localisée et non dispersée dans le milieu. Cette mauvaise redissolution montre que le
fluorophore apres filtration n’était pas fixé de fagcon covalente sur les acides carboxyliques des
CLPpgG-mixte, mais devait étre encapsulé dans leur coeur hydrophobe. La comparaison de la
biodistribution des micelles et des CLP n’a malheureusement pas pu étre menée a terme. Nous
pouvons également nous demander si la synthése de CLP formées de deux amphiphiles a été

possible et si les structures obtenues ont été extraites correctement des nanotubes de carbone.

V. Conclusion

L’utilisation d’amphiphiles polymérisables qui ont la capacité de former des micelles a
différents pH a permis de mettre au point une méthode de suspension des nanotubes de
carbone en solution aqueuse. Le principal avantage de cette technique est que I’on peut
prévoir la stabilité des suspensions de NTC en fonction de la téte polaire fixée sur
I’amphiphile. Ainsi, un amphiphile s’auto-arrangeant sous forme de micelles a un certain pH,
pourra suspendre des NTC a ce méme pH. D’autre part, si le pH de la suspension est modifi¢
de telle sorte que I’amphiphile ne forme plus de micelles, les NTC s’agrégeront et décanteront
rapidement. Nous avons également montré que ces conditions pH-dépendantes étaient
réversibles. Ainsi, des NTC couverts par nos amphiphiles pourraient étre utilisés dans
différents domaines, notamment dans le domaine médical, puisque nous avons vu qu’aucune

cytotoxicité ne pouvait étre mise en évidence sur deux types de cellules épithéliales
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bronchiques humaines non lésées. D’autre part, nous avons voulu extraire les constructions
lipidiques polymérisées pégylées issues des NTC et les fonctionnaliser pour comparer leur
biodistribution a celles des micelles polymérisées formées avec le méme amphiphile. Nous
n’avons cependant pas réussi a produire des CLP fonctionnalisés et la comparaison n’a pas pu

étre achevée.
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CHAPITRE 5

Etude structurale de nanotubules formés
a partir d’amphiphiles

polydiacétyleniques
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Chapitre 5
Etude structurale de nanotubules formes a partir

d’amphiphiles polydiacétyléniques

Parmi les différents amphiphiles synthétisés, un seul a révélé des auto-arrangements différents
des autres. Alors que les amphiphiles décrits précédemment s’auto-arrangeaient en micelles
sphériques, celui-ci formait des nanotubules et des hélices. (Figure 1.5) Nous avons alors
décidé d’étudier en détail ses auto-arrangements en collaboration avec Dr. Philippe Mesini, du
laboratoire des systémes complexes moléculaires et macromoléculaires Organisés, situé a

I’Institut Charles Sadron.

Figure 1.5. Photos de MET des auto-arrangements obtenus sous forme de nanotubules et hélices.
Concentration : 1 mg/mL, échelle : 0,5um

D’apreés nos recherches bibliographiques, les amphiphiles diacétyléniques simples chaines
formant des auto-arrangements tubulaires ont tous été synthétisés a partir de ’acide
10,12-pentacosadiynoique et d’une téte polaire variable. Ces amphiphiles possédaient une téte

polaire chirale, comme un acide aminé® et un glycolpyranose?, ou deux tétes polaires, afin
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d’obtenir un bolaamphiphile.® La présence d’un centre chiral sur les molécules a longtemps
paru indispensable pour former des nanotubules. Ces derniéres années, quelques études ont
cependant montré que Iutilisation de molécules achirales permettait également leur
formation, dont des amphiphiles composés d’une mono-chaine diacétylénique et d’une téte
polaire.*® A notre connaissance, le seul amphiphile diacétylénique mono-chaine formant des
nanotubules a été décrit par Lee et coll.%. Cet amphiphile a une structure proche de celle de
I’amphiphile que nous avons synthétisé par sa chaine hydrophobe, mais également différente
par sa téte polaire. En effet, notre amphiphile posséde une téte polaire neutre, contrairement a
celle de Lee et coll., qui est ionique. L’étude présentée dans cette partie, porte donc sur la
description des auto-arrangements d’un des rares amphiphiles mono-chaine diacétylénique

muni d’une téte polaire neutre formant des nanotubules.

|. Synthése de ’amphiphile 10

L’amphiphile formant ces auto-arrangements particuliers était un sous-produit d’une synthése
présentée dans le chapitre 2. Une voie de synthese plus directe a donc été mise au point afin
d’introduire un carbone supplémentaire entre la partic hydrophobe et la partic hydrophile
constituée d’une téte pégylée a six chainons. L’acide 10,12-pentacosadinoique a ainsi été
réduit puis modifié en diméthylmalonate et saponifié pour obtenir I’amphiphile Al. Le
diacide Al a ensuite été décarboxylé pour obtenir le composé 28. L’acide ainsi obtenu a été
engagé dans un couplage avec 1’amine primaire du composé 9, dont la synthese a éte décrite

dans le chapitre 2, afin de fournir I’amphiphile 10 désiré. (Figure 2.5)
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Figure 2.5. Schéma de synthése de I’amphiphile 10 a partir de I’amphiphile Al

I1. Etude des auto-arrangements de I’amphiphile 10

I1.1. Proprietés de solubilité

A une concentration de 1 mg/mL dans I’eau, ’amphiphile 10 n’est pas soluble a 25°C.
D’autre part, une sonication de 30 minutes au bain a ultrasons ne provoque pas de dissolution.
Quand le mélange amphiphile 10/H,O est chauffé a 35°C, I’amphiphile se dissout et la
solution devient limpide. Apres refroidissement a tempeérature ambiante, la solution reste
limpide et se trouble aprés quelques heures. Les solutions obtenues seront observées en MET

au cours de I’étude, afin d’analyser les auto-arrangements obtenus.

Pour des mélanges 10/H,0 dont la concentration dépassait 10 mg/mL, le produit se dissout a
35°C, mais lorsque la solution est refroidie a 25°C, elle forme un gel. (Figure 3.5, a) Cette
propriété de former des hydrogels a forte concentration est connue pour les molécules qui

s’auto-arrangent sous forme de tubules, comme les bola-amphiphiles.
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Figure 3.5. Observations préliminaires des auto-arrangements de 1’amphiphile 10. a : 10 mg/mL dans H,O aprés
chauffage a 35°C, b : 10 mg/mL dans H,O aprés chauffage a 35°C puis refroidissement a 25°C

Les premieres observations nous ont permis de mettre en place un plan d’étude de ces auto-
arrangements, en commengant par 1’é¢tude du gel. Pour chaque concentration, le protocole de
synthese est le méme : les solutions sont chauffées sous agitation a 35°C puis laissées

refroidir a tempeérature ambiante.

11.2. Etude du gel

Nous avons observé qu’aprés formation du gel, un nouveau chauffage permettait de les
retransformer en solution, ce qui montre le caractere thermoréversible de ce gel. Cette
thermoréversibilité indique que la structure du gel est assurée par des liaisons non covalentes.
Pour identifier et quantifier les interactions mises en jeu, nous avons étudie le gel en
calorimétrie différentielle a balayage ou DSC (differential scanning calorimetry ou
calorimétrie différentielle a balayage) et en infrarouge (FTIR : Fourier transform infrared

spectrophotometry ou spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier).
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I1.2.1. Mesure de I’enthalpie de dissociation du gel
par calorimétrie différentielle a balayage

La transition sol-gel de I’amphiphile 10 a été étudiée grace a un gel d’une concentration de
10 mg/mL. Le thermogramme montre un pic endothermique étroit a 33°C, débutant & 32.2°C,
indiquant une transition du premier ordre. (Figure 4.5, courbe rouge) L’enthalpie associée a

cette transition a une valeur de 42 kJ.mole™.
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Figure 4.5. Thermogramme du gel de I’amphiphile 10 & une concentration de 10 mg/mL. Chauffage : courbe
rouge, refroidissement : courbe bleue

Le refroidissement du méme gel préecédemment chauffé fournit un pic exothermique a 29°C,
débutant a 29.5°C, avec une légére hystérese. (Figure 4.5, courbe bleue) Par contre, la valeur
absolue de I’enthalpie calculée (- 48 kJ.mol™) est identique & celle observée pendant le
chauffage, aux erreurs expérimentales pres. Ces études montrent que I’on a une transition de
premier ordre, compatible avec une transition ordre-désordre. La transition correspond donc
au passage du gel, qui est constitué des arrangements, a la solution contenant la dissociation
des agrégats. L'enthalpie trouvée reflete la somme des énergies d'interaction non-covalentes
mises en jeu pendant la transition. Elle comprend les forces de Van der Waals et les liaisons H
entre les amides. 1l est a noter que les températures de transition et les enthalpies trouvées sont
proches de celles obtenues dans le cas de phospholipides polymérisables’ ou de
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bolaamphiphiles.? A titre d’exemple, le phospholipide DCggPC posséde un pic exothermique
4 42,5°C avec une enthalpie de - 17,8 kcal.mol™ et un pic endothermique & 31,5°C avec un

enthalpie de 18,9 kcal.mol™.

11.2.2. Etude des interactions dans le gel par spectrophotométrie
infrarouge a transformée de Fourier

Avant d’exposer les résultats obtenus par spectrophotométrie infrarouge a transformée de
Fourier ou FTIR, les principales bandes caractéristiques obtenues en infrarouge ont été
regroupées dans la figure 5.5, afin de comprendre I’analyse présentée dans la suite de ce
paragraphe. Les vibrations des liaisons mesurées en infrarouge dépendent de la nature de la
liaison, mais également de la facon dont elle vibre. Les hydrogenes des groupes CH, peuvent
ainsi vibrer selon 6 modes. Parmi ces modes de vibration, ceux qui peuvent étre exploites
dans nos spectres sont les vibrations d’¢longation (stretching), qui peuvent ¢étre
symétriques () ou asymétriques ({.s) et les vibrations de cisaillement (scissoring). (Figure
5.5, ligne 1) Pour des chaines alkyle, le nombre d'onde des bandes 1 et 1 a5 se trouve dans les
intervalles 2848-2952 cm™ et 1918-1925 cm™. Au sein de ces intervalles, le nombre d'onde
dépend de la facon dont sont organisees les chaines alkyle: plus les chaines sont
désordonnées, plus les nombres d’onde sont élevés.” ! D autre part, les principales bandes
de vibrations des liaisons amide | et Il sont également observées dans de tels auto-

arrangements et sont présentées dans cette méme figure. (Figure 5.5, ligne 2)
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Figure 5.5. Bandes caractéristiques en infrarouge de différents groupements chimiques

Les bandes de vibrations des amides I et 11 peuvent fortement varier selon qu’elles sont liées
par liaisons hydrogéne ou pas.****** En ce qui concerne les amides I, le nombre d’onde
diminue lors de la formation de liaisons hydrogene. Le phénomene inverse se produit pour les
amides II, pour lesquelles le nombre d’onde augmente avec la présence de liaisons hydrogeéne.
Ainsi, I’analyse des bandes des amides I et II permettent de caractériser la présence de

liaisons hydrogene dans les auto-arrangements.

Le gel de I’amphiphile 10 a ainsi été préparé a une concentration de 1% massique dans 1’eau
deutérée, afin d’éviter un recouvrement du signal par les larges bandes de 1’eau. La premiere
partie du spectre & 25°C montre une bande & 1634 cm™ correspondant & la bande amide I. La
fréquence de cette bande est caractéristique des groupements amides reliés entre eux par des
liaisons hydrogene. Lorsque la température augmente, I’intensité de cette bande diminue

énormément, indiquant la perte de ces liaisons hydrogéne. (Figure 6.5, courbes orangée et
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rouge) Le spectre montre également une bande entre 1400 et 1500 cm™. Cette large bande
comprend la bande amide 11 mais elle est couverte par la forte intensité de la bande a

1467 cm™ correspondant aux vibrations de cisaillement des groupes CHo.
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Figure 6.5. Spectre FTIR entre 1290 et 1720 cm™ de I’amphiphile 10 & 10 mg/mL dans D,0 & 25°C & 38°C

La figure 7.5 represente les variations de la fréquence (courbe bleue) et de Il'absorbance
maximale du pic (courbe rouge) de la bande amide I lors de cette mesure. Un changement
brusque se produit pour une température de 33-34°C : la bande amide I baisse d’intensité, tout

en diminuant a 1628 cm™.
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Figure 7.5. Nombre d’ondes et absorbances en fonction de la température du maximum de la bande amides | de
I’amphiphile 10 & 10 mg/mL
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Ces changements coincident avec la transition sol-gel. La transformation de la bande des
amides | montre la modification des liaisons hydrogéne reliant les amides. Au-dela de 34°C,
la bande de ’amide I est en réalité déconvoluée en deux pics : le premier & 1628 cm™, décrit
précédemment, et le second & 1647 cm™. Ce dernier est caractéristique de la présence de
liaisons hydrogéne plus faibles que dans 1’état gel et il peut indiquer la présence de liaisons
hydrogéne avec I’eau. Le pic & 1628 cm™ indique des liaisons hydrogéne plus fortes que dans
le gel et est probablement d( a des liaisons amphiphile-amphiphile. Cela laisse penser que la
dissociation des auto-arrangements de I’amphiphile 10 ne conduit pas a des molécules isolées,
mais a des oligomeres comprenant deux types de liaisons hydrogéne, certaines entre les

molécules d’amphiphile et d’autres avec le solvant.

Dans les hautes fréquences, le spectre montre une série de pics correspondant aux vibrations
d’¢longation des CH,. A température ambiante, les deux bandes les plus intenses sont
mesurées & 2848 cm™ et 2918 cm™. Elles correspondent respectivement aux vibrations
symétriques et asymétriques des CH,. Les valeurs trouvées sont proches de celles des

paraffines cristallines, ce qui indique que les chaines sont toutes ordonnées et en configuration

trans. (Figure 8.5)
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Figure 8.5. Spectre FTIR entre 2820 et 3000 cm™ de I’amphiphile 10 & 10 mg/mL dans D,O de 25°C & 38°C
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Lorsque la température augmente, les fréquences de ces bandes augmentent brusquement de
2848 & 2854 cm™ et de 2915 & 2924 cm™ entre 32°C et 33°C. Ces déplacements sont
caractéristiques de 1’augmentation du nombre de « conformations gauches » dans la chaine
alkyle et montent clairement qu’elles ne sont plus ordonnées. Les variations en fréquences et
intensités en fonction de la température des bandes 1, et 1., sont représentées figures 9.5 et
10.5. Les brusques modifications coincident avec la transition observee sur les courbes de
DSC, ce qui montre que cette transition s’accompagne d’une évolution vers un désordre des

chaines alkyles.
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Figure 9.5. Nombre d’ondes et absorbances en fonction de la température de I’amphiphile 10 a 10 mg/mL pour
les vibrations { s des CH,
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Figure 10.5. Nombre d’ondes et absorbances en fonction de la température de 1’amphiphile 10 & 10 mg/mL pour
les vibrations 4 asy des CH,
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Les etudes réalisées en FTIR ont permis de déterminer les changements structuraux qui
interviennent lors de la transition gel-sol vers 33°C. En effet la transition s'accompagne :
v d'une réorganisation des liaisons hydrogene entre les amides, ou 1’on observe une
diminution du nombre de liaisons hydrogéne entre amphiphiles voisins,

v d'un désordre dans les chaines alkyles comparable a une transition solide-liquide.

11.2.3. Etude des solutions d’amphiphile 10 en MET et
Cryo-MET

La structure des agrégats a été étudiée par microscopie électronique. Une solution a 1 mg/mL
dans de I’eau a ¢été¢ déposée directement sur une grille de carbone puis colorée a 1’acétate
d’uranyle. Les photos montrent principalement des hélices de plusieurs micrometres de
longueur. Le diamétre des hélices est d’environ 60 nm et les parois ont des épaisseurs entre 17
et 19 nm. D’autre part, des nanotubules sont observés, certaines semblant contenir plusieurs
rainures qui apparaissant en blanc. Ces nanotubules mesurent plusieurs micrométres de

longueur et possédent des diametres d’environ 70 nm. (Figure 11.5)

Figure 11.5. Images MET des auto-arrangements de I’amphiphile 10 a une 1 mg/mL dans I’eau

La coloration utilisée étant négative, les parties hydrophobes paraissent avoir une couleur plus
claire que le fond de la grille. Ces mesures ne prennent donc pas en compte les parties

polyéthyleneglycol, hydrophiles, des auto-arrangements.
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C’est pourquoi nous avons ¢étudi¢ les arrangements par cryo-MET avec ’aide du Dr. Marc
Schmutz. Cette technique a 1’avantage de ne pas utiliser de coloration par un agent de
contraste. Les contrastes obtenus sur les photos sont donc uniquement dus aux potentiels des
atomes et par conséquent a la nature chimique des objets. D’autre part, les objets sont
préservés dans leur environnement d’origine grace a une congélation rapide produisant de la
glace amorphe. Cette technique est donc utile pour confirmer que les résultats obtenus par
adsorption sur grille de carbone en MET ne sont pas dus a des variations de concentrations
par évaporation, a une absorption sélective ou a la réorganisation des objets causés par la
présence de colorant. La photo présentée figure 12.5 montre la présence de rubans et de

nanotubules.

Figure 12.5. Image cryo-MET des auto-arrangements de ’amphiphile 10 a 0,1 mg/mL dans I’eau
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Les sections des helices sont parfaitement visibles et montrent une structure en triple couche,
ou la couche claire est comprise entre deux couches plus foncées. La couche intérieure a une
épaisseur de 4 £ 1 nm, pour une épaisseur totale de la section de 10 + 1 nm. Le contraste
obtenus dans les arrangements permet de comprendre la composition des couches : la clarté
de la couche intérieure montre qu’elle est composée en majorité de chaines alkyles, tandis que
les couches foncées correspondent a des densités plus grandes, ce qui suggére qu’elles sont
composées de chaines polyéthyleneglycol, a cause de la présence des atomes d’oxygéne et
d’azote, possédant un fort potentiel atomique. En considérant ces observations
expérimentales, un modéle bicouche peut étre proposé : les chaines alkyle-diyne se trouvant
dans le couche centrale. (Figure 13.5) Dans ce modeéle, un angle d'inclinaison doit étre
introduit pour ajuster la largeur de la couche centrale a I'épaisseur mesurée. Cette hypothese
est justifiée a posteriori par le fait que la polymérisation a bien lieu dans les auto-assemblages,
et le fait quelle requiert un angle d’environ 45°C."*° D’autre part, les chaines
polyéthyleneglycol peuvent étre orientées ou non, dans le sens des chaines alkyles, ce qui

permet de calculer la valeur théorique de 1’épaisseur de la bicouche.
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chaine alkyle-dyine polyéthyléneglycol
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Figure 13.5. Structure possible des auto-arrangements de I’amphiphile 10
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Dans cette configuration, I’épaisseur de la couche serait de 8,9 nm, ce qui concorde avec les
mesures faites en cryo-MET. Un modele alternatif avec une interpénétration des chaines
alkyles peut étre envisagé mais il réduirait I'épaisseur de la couche centrale ou ne permettrait

pas d'introduire une inclinaison suffisante pour la polymérisation.

I1.3. Etude du polymére de I’amphiphile 10

Apres formation des auto-arrangements dans 1’eau, la solution est soumise a une irradiation
UV afin de photopolymériser les groupements diacétyléniques. La solution a 1 mg/mL
d’amphiphile 10 a donc été placée sous une lampe UV (1000W) pendant 15 minutes, a une
température constante de 10°C. La couleur de la solution ayant radicalement changé pour
passer de I’incolore au violet, nous en avons déduit que la polymérisation des
polydiacétylénes avait bien eu lieu. D’autre part, le chauffage de cette solution 80°C, a induit

un changement de couleur qui s’est révélé irréversible. (Figure 14.5)

Irradiation UV Chauffage
> —_—
10°C ~80°C

S

Figure 14.5. Observations des auto-arrangements de I’amphiphile 10 & 1 mg/mL dans H,O, irradation 15
minutes a 1000 W a 10°C puis chauffage a 80°C

Comme nous I’avons expliqué dans le chapitre 2, les groupes diacétylénes peuvent réagir
entre eux pour former des enchainements ene-yne dans les structures. Dans ce cas, les chaines
sont bien orientéees et la polymérisation a lieu entre un grand nombre de diacétylenes,
contrairement a ce que 1’on avait observé pour les micelles. C’est pourquoi la solution a une

couleur violette et est caractérisée par des bandes d’absorption a 506 nm, 545 nm et 632 nm.
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Si I’on chauffe cette solution a 80°C, elle devient orange et est caractérisée par des bandes

d’absorbance a 505 nm et 544 nm. (Figure 15.5)
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Figure 15.5. Spectres d’absorption de ’amphiphile 10 a 0,1 mg/mL dans I’eau MilliQ avant et aprés chauffage

Afin d’étudier les différences de structure apres polymérisation, les auto-arrangements ont été

étudiés par DSC, FTIR, cryo-MET et spectrométrie UV-visible.

I1.3.1. Mesure de I’enthalpie de dissociation du polymere par
calorimétrie différentielle a balayage

Une solution d’auto-assemblages a 1 mg/mL a été photopolymérisée. La solution
correspondante a ensuite été chauffée jusqu’a 75°C, puis refroidie a température ambiante.

La solution de polymeére va subir deux cycles de chauffe, afin de vérifier si les courbes de
DSC sont identiques. En effet, si le chauffage induit des modifications dans les auto-
arrangements, le deuxieme cycle ne sera pas équivalent au premier.

Pendant la premiere phase de chauffe, un large pic endothermique est apparu a partir de 27°C,
avec un maximum a 34,9°C. (Figure 16.5, A) L’enthalpie correspondante, 23 kJ.mol?, est

plus faible que celle mesurée pour la transition sol-gel du monomeére. Pendant le premier
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refroidissement, un pic exothermique plus intense que le pic endothermique est observe a

26,5°C mais avec une enthalpie similaire (- 22,6 kJ.mol").
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Figure 16.5. Thermogrammes du polymeére de I’amphiphile 10 a 5 mg/mL dans 1’eau lors du premier cycle de
chauffe (rouge) puis refroidissement (bleu)
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La seconde phase de chauffe a produit un thermogramme différent avec un pic endothermique
a 31,5°C, plus étroit que pour le premier cycle, et avec une enthalpie plus importante de

28,6 kJ.mol™. (Figure 17.5)
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Figure 17.5. Thermogrammes du polymére de I’amphiphile 10 a 5 mg/mL dans I’eau lors du deuxiéme cycle de
chauffe (rouge) puis refroidissement (bleu)

Ces observations sont cohérentes avec une transformation irréversible du polymére apres

chauffage. En effet, si les structures revenaient a leur état initial en refroidissant, ce qui était le
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cas pour le monomere, la courbe du refroidissement devrait étre similaire a celle du
chauffage. D’aprés la littérature, des nanotubules de phospholipides diacétyléniques
polymérisées ont produit une analyse calorimétrique sans transition.” Par contre, des
bicouches de polydiacétylenes ont montré des pics exo et endotherme aprés polymérisation,
avec une irréversibilité au-dessous d’une certaine température observée par la suppression de
la premiére exotherme.™® Dans notre cas, le microcalorimétre ne permet pas de chauffer au-
dela de 80 °C et une certaine irréversibilité apres la premiere chauffe est visible. Ainsi, il se

peut que la transformation irréversible ne soit pas totalement observée.

11.3.2. Etude des interactions dans le polymere par
spectrophotomeétrie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres infrarouge ont été mesurés sur un échantillon de polymére a 5 mg/mL durant
I’¢étape de chauffe de 27°C a 80°C. A température ambiante, les bandes des amides I et II ont
des fréquences de 1632 cm™ et 1450 cm™, respectivement, valeurs proches de celles trouvées
pour le monomeére. Lorsque la température augmente, l'intensité de la bande amide | décroit
de facon abrupte entre 27°C et 33°C. D’autre part, la bande amide | se déplace graduellement

de 1632 cm™ & 1641 cm™ et la bande amide 11 de 1463 & 1430 cm™. (Figure 18.5)
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Figure 18.5. Spectre FTIR entre 1290 et 1720 cm™ du polymeére a 5 mg/mL dans D,0 & 27 & 80°C
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L’interprétation de I’évolution des bandes des amides indique que les groupes amides sont
engagés dans des liaisons hydrogéne avant et apreés la transition, mais I’intensité, ou du moins
la géométrie des liaisons hydrogéne évolue. Pour des températures situées apres la transition,
I’absorbance se situe entre 1660 cm™ et 1680 cm™, zone qui correspond aux amines libres, ce
qui montre qu’une partie des liaisons hydrogéne est perdue. Ceci est corrélé par la diminution
des maximums des bandes de 1’amide II. Cependant, cette zone du spectre est délicate a
interpréter a cause du faible ratio signal/bruit et la présence des bandes de cisaillement des

CHy, présentes sous la forme d’un pic étendu.

Les bandes correspondant aux vibrations d’élongation, vibrations symétriques et asymétriques
des CH, sont mesurées a 2849,4 cm™ et 2919,5 cm™. Ces valeurs indiquent que les chaines

alkyles sont ordonnées. (Figure 19.5)
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Figure 19.5. Spectre FTIR entre 2780 et 3000 cm™ du polymére & 5 mg/mL dans D,0 & 27 & 80°C

Lorsque la température augmente entre 31°C et 37°C, ces nombres d’ondes se déplacent a
2852 cm™ et 2922 cm™. Ces transformations coincident avec les transitions endothermiques
observées en DSC. La présence de points isosbestiques est également cohérente avec une

transition du premier ordre. L’évolution des bandes d’¢longation des CH; durant le chauffage
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révéle que, durant la transition, les chaines passent d’un état ordonné a un état désordonné,

comme dans le cas du monomere. (Figure 20.5)
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Figure 20.5. Déplacements des bandes de vibrations des CH, symétriques (courbe rouge) et asymétriques
(courbe bleue) en fonction de la température

11.3.3. Etude de la structure du polymére en MET et Cryo-MET

Les solutions de polymeére a une concentration de 1 mg/mL ont tout d’abord été observées en

MET. (Figure 21.5)

Figure 21.5. Images MET du polymere issu des auto-arrangements de I’amphiphile 10 a 1 mg/mL dans 1’eau
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Ces photos révelent que les nanotubules que 1’on observait aprés auto-arrangement de
I’amphiphile 10 en solution aqueuse ne semblent plus présentes aprés polymérisation. Ici,
nous observons en majorité des rubans, qui ont tendance a se débobiner.

Un échantillon du polymere obtenu a partir des auto-arrangements de I’amphiphile 10 a

ensuite été observé en Cryo-MET a une concentration de 1 mg/mL. (Figure 22.5)

Figure 22.5. Image cryo-MET du polymeére issu des auto-arrangements de 1’amphiphile 10 a 1 mg/mL dans
I’eau
L’image de cryo-MET montre bien la présence d’hélices formées, comme  avant
polymeérisation, possédant une structure en bicouche avec les mémes dimensions. Néanmoins,
on observe également dans cette image la présence de matériel sur le fond de grille qui semble

correspondre a des rubans qui se seraient depliés.
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[1.3.4. Etude du polymere par spectrométrie UV-visible

I1.3.4.a. Chauffage d’une solution de polymere

Nous avons suivi les spectres électroniques d’une solution de polymére de ’amphiphile 10 a
la concentration de 1 mg/mL dans I’eau, en fonction de la température. Les spectres ont été

enregistrés de 25°C a 90°C et sont présentés dans la figure 23.5.
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Figure 23.5. Spectres d’absorption de I’amphiphile 10 a Img/mL, cuve de 1 mm de longueur. Chauffage de la
solution de 25°C a 90°C

Le spectre de la solution de polymere a température ambiante comporte trois bandes ayant
pour déplacement 502, 542 et 632 nm. La bande centrale a 542 nm étant la plus intense. Cette

solution violette est chauffée et la solution devient rose foncé.

Les spectres montrent que lorsque la température augmente, le pic a 632 nm disparait petit a
petit, tandis que les deux premiers se déplacent légérement avec une variation d’absorbance.
La figure 24.5 montre I’évolution de la longueur d’onde maximum et de 1’absorbance des

trois pics pendant le chauffage de la solution de 25°C a 90°C.
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Figure 24.5. Evolution de la longueur d’onde maximum (Amax) des trois pics et de leur absorbance pendant le
chauffage de 25°C a 90°C

Pendant le chauffage, la courbe représentant I’évolution de la longueur d’onde du premier pic
en fonction de la température (ronds bleus pleins) montre que la longueur d’onde passe de

502 nm a 504 nm. La premiere partie de la courbe a un aspect linéaire dont le milieu
correspond a la température de transition détectée en DSC. Il en va de méme pour
I’absorbance, ou une sigmoide est observée en debut de courbe (ronds bleus vides) et dont le
milieu correspond a la température de transition observée en DSC.

Aprés le chauffage, les polydiacétylénes photopolymérisés se trouvent dans la forme
«rouge ». En effet, pour les liposomes ou les couches de lipides constitués de

polydiacétylénes conjugués, il existe trois formes principales : la forme bleue, la forme
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violette et la forme rouge. La plupart du temps, la forme bleue apparait aprés polymérisation
des groupements ene-yne et est caractérisée par un maximum d’absorption vers 650 nm.
Lorsqu’un stimulus externe est appliqué, sous la forme d’un chauffage, d’une variation de pH
ou d’un changement de solvant, la forme rouge des polydiacétylénes apparait avec un
maximum d’absorption a 530 nm : la couleur passe alors du bleu au rouge.'” La forme violette
est une forme intermédiaire dont le spectre d’absorption correspond a un mélange entre la
forme bleue et rouge, avec des bandes a 550 nm et 630 nm. C’est la forme qui est obtenue
dans notre cas. Cette forme intermédiaire est rarement decrite, car seule la transition bleue-
rouge est intéressante pour 1’utilisation de ces objets en tant que biosenseurs.® Cependant elle
a déja été observée a plusieurs reprises, comme lors de la photopolymérisation d’amphiphiles
polydiacétyléniques munis d’une téte polaire aniline™ ou de bolaamphiphiles divers.??! Les
différentes formes obtenues dépendent de la longueur de la délocalisation dans les chaines
polymérisées : plus la délocalisation électronique est grande, plus 1’énergie entre les orbitales
frontiéres diminue et plus les longueurs d’ondes associées sont grandes. Le fait d’obtenir une
forme violette montre que les chaines dans les auto-arrangements ne sont pas assez ordonnées
pour polymériser sous la forme bleue. Plusieurs raisons sont envisageables pour expliquer
cette polymérisation. Les liaisons hydrogene entre les chaines ne se faisant que par les liaisons
amides, les chaines polyéthyléneglycol ont un certain degré de liberté que I’on ne retrouve pas
dans le cas d’acides aminés par exemple. D’autre part, les interactions électrostatiques
présentes entre les tétes polaires réduisent certainement les interactions de Van der Waals

entre les chaines de lipides et donc le degré de cristallinité des arrangements. *°
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I1.3.4.b. Refroidissement d’une solution de polymere apres
le chauffage a 90°C

La solution de polymére & 1 mg/mL précédemment chauffee, a été refroidie de 90°C a 25°C,
afin d’étudier le caractére réversible du chauffage. Visuellement, nous avons constaté que
lorsque la solution du polymere est chauffée puis refroidie elle ne reprend pas la couleur
violette. Les spectres UV de la solution chauffée ont été enregistrés lors du refroidissement et

sont présentes dans la figure 25.5.
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Figure 25.5. Spectres d’absorption de I’amphiphile 10 & Img/mL, cuve de 1 mm de longueur apres chauffage a
90°C puis refroidissement a 25°C

Les spectres UV de la solution chauffée et enregistrés durant le refroidissement montrent que

les spectres ne reviennent pas a I'état violet initial durant cette phase, ni en longueur d’onde,

ni en absorbance. En particulier, le pic a 631 nm ne réapparait pas. Les autres pics subissent

également une hystérese en fréquence et en intensité. La figure 26.5 montre a titre d'exemple

I'évolution de I’absorbance et du maximum de la longueur d’onde du premier pic du spectre

en fonction de la température.
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Figure 26.5. Evolution du premier pic du spectre de la solution d’amphiphile 10 a 1 mg/mL photo-polymérisée
puis chauffée jusqu’a 90°C (Amax : ©, absorbance : A) puis refroidie a 25°C (Amax : @, absorbance : A)
Le fait de ne pas retrouver le spectre initial signifie que le chauffage a 90°C transforme le
polymére de fagon irréversible. Lors du refroidissement, le polymere se rearrange
difféeremment de son état de depart, ce qui ne conduit pas aux mémes contraintes du squelette.
Dans I'état qui est atteint apres refroidissement, le polymere est rouge et reflete une longueur
de conjugaison qui a diminué par rapport a I'état initial. Ceci montre que le polymere ne se

réarrange pas spontanément dans I'état ou il a été forme.

La présence d’un petit nombre de liaisons hydrogéne pourrait également expliquer pourquoi
le systeme, une fois chauffé, ne retrouve pas sont état initial apres refroidissement. En effet,
plus le nombre de liaisons hydrogene entre les amphiphiles est grand, plus les systémes
pourront étre réversibles, comme dans le cas de bolaamphiphiles® ou de couches composées
de polydiacétylénes munis d’une téte triaminotriazine.?> Dans la plupart de ces systémes, le
chauffage a des effets réversibles jusqu’a une certaine température, au-dela de laquelle ils

deviennent irréversibles.
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Afin d’améliorer la I’efficacité de la polymérisation, des liposomes ont par exemple été
immobilisés sur une surface de verre. Leur polymérisation a ensuite permis d’obtenir une
forme bleue, avec un maximum d’absorption a 640 nm, contrairement aux liposomes libres
sous la forme violette, avec un maximum d’absorption & 540 nm.? L’¢étude de Lee et coll.
précédemment citée® et utilisant un amphiphile semblable & notre amphiphile 10, a montré
que la polymérisation des auto-arrangements conduisait a un spectre dont le maximum
d’absorption était a 540 nm, soit la forme violette. Par la suite, les amphiphiles ont été auto-
arrangés autour d’une surface de verre afin d’obtenir une polymérisation compléte, dont le
maximum d’absorption était cette fois-ci & 640 nm.*

La polymérisation des auto-arrangements que 1’on observe avec I’amphiphile 10 doit étre
proche de celle observée par Lee et coll. Si 'on voulait également observer une

polymérisation plus efficace, il faudrait mettre au point un systeme similaire a celui décrit.

I11. Conclusion

La synthése d’un lipide particulier, et en méme temps semblable a ceux synthétisés
précédemment, a permis de produire des auto-arrangements tubulaires et hélicoidaux. Grace
aux différentes analyses realisées, nous avons pu élucider la structure de ces arrangements
comme étant des bicouches d’amphiphiles s’auto-arrangeant en rubans, puis en tubes. La
polymérisation des arrangements a conduit a un polymere de couleur violette. Le chauffage de
ce polymere a conduit a une forme rouge, dont I’état s’est révélé irréversible apres
refroidissement. Cependant, la polymérisation n’était pas optimum, mais elle pourrait étre
améliorée en déposant, par exemple, les auto-arrangements sur des surfaces orientant

parfaitement les chaines les unes par rapport aux autres.
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Conclusion générale

Durant ces travaux de theése, plusieurs types d’auto-arrangements d’amphiphiles
diacétyléniques ont été étudiés : les micelles sphériques, les auto-arrangements autour des

nanotubes de carbone et les nanotubules.

Pour commencer, nous avons formé des micelles sphériques constituées d’amphiphiles
diacétyléniques munis de tétes polaires variées. Nous nous sommes d’abord attachés a étudier
les structures de micelles formées par des amphiphiles munis de tétes polaires acides
nitrilotriacétiques avant et apres photopolymérisation. Les analyses que nous avons effectuees
ont révélé que la polymérisation n’induisait ni de changement de forme, ni de changement de
taille. Cependant, P’efficacité de la polymérisation a été attestée grace a des analyses
d’exclusions stériques et de diffusion des neutres aux petits angles. Ces résultats ont été
acceptés pour publication dans le journal scientifique Macromolecular Chemistry and Physics

cette année.

Par la suite, nous avons synthétisé un autre type de micelles formées d’amphiphiles
diacétyléniques munis d’une téte polaire polyéthyléneglycol. Par synthése d’un amphiphile
dérivé, nous avons formé des micelles mixtes contenant une proportion égale de groupements
alcools et acides carboxyliques, nous avons entreprit de fonctionnaliser la surface de ces
micelles. Malheureusement, la fonctionnalisation n’a jamais pu étre totalement sélective et n’a
pas permis d’obtenir des micelles constituées d’une seule population utilisable pour des tests

sur cellules et des tests in vivo. Des possibilités restent cependant toujours possibles pour
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fonctionnaliser ces micelles de facon spécifique, comme un temps de polymeérisation des
micelles plus long ou l'utilisation de micelles polymérisables et réticulables. Nous nous
sommes alors tournés vers un autre type de marquage des micelles pour les rendre détectables
en imagerie et avons choisi d’encapsuler une sonde fluorescente, le NR12S, dans le coeur
hydrophobe des micelles. Aprés encapsulation, les micelles se sont révélées étre fortement
fluorescentes, et elles ont été logiquement testées sur des cellules. Les images enregistrées
avec un microscope a fluorescence ont révélé que la présence des micelles permettait une
internalisation plus rapide dans les cellules HeLa.

Pour compléter 1’étude sur les micelles diacétyléniques, nous avons synthétis¢ d’autres types
de micelles mixtes composées d’amphiphiles diacétyléniques munis d’une téte polaire
polyéthyléneglycol et d’amphiphiles munis de tétes polaires acides nitrilotriacétiques. Gréce a
la présence des acides carboxyliques sur ces micelles, du technétium a pu étre chelaté et nous
avons obtenu des images in vivo, montrant une longue circulation. Cette étude va étre
poursuivit au laboratoire en injectant ces micelles marquées a des souris porteuses d’une
tumeur pour étudier leur diffusion passive. Les différentes micelles menées sur les micelles
diacétyléniques montrent qu’elles pourraient potentiellement étre utilisées en tant qu’agent de

délivrance de principes actifs.

D’autre part, nous avons exploité le potentiel de ces amphiphiles diacétyléniques qui ont la
capacité de former des suspensions stables de nanotubes de carbone en solution aqueuse.
Grace a la synthese de plusieurs amphiphiles possédant des tétes polaires différentes, nous
avons mis au point une méthode permettant de prévoir la stabilité des suspensions de
nanotubes de carbone nTec en fonction du pH de la solution aqueuse. Ainsi, un amphiphile
ayant la capacité de s’auto-arranger sous forme de micelles a un certain pH, permettra la

suspension de nanotubes de carbone & ce méme pH. D’autre part, les nanotubes de carbone
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couverts par nos amphiphiles n’ont montré aucune cytotoxicité sur deux types de cellules
épithéliales bronchiques humaines non lésées. Cela nous laisse penser que ces nanotubes

pourraient étre utilisés dans différents domaines, notamment dans le domaine médical.

Pour finir, nous avons étudié les auto-arrangements en nanotubules et en hélices, observés
pour un amphiphile particulier. Trés peu d’études ont été décrites sur les nanotubules formés
par un amphiphile monochaine sans centre chiral tel que le ndtre. Par ['utilisation de
différentes techniques, nous avons élucidé la structure des arrangements comme étant des
bicouches d’amphiphiles s’auto-arrangeant en rubans, puis en tubes. La polymérisation des
arrangements a conduit a un polymere de couleur violette dont le chauffage a conduit a une
forme rouge. L’état atteint s’est révélé irréversible. L’¢lucidation de ces caractéristiques est

toujours en cours d’étude.
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Experimental Part

I. General procedure

I.1. Chemistry
Unless indicated, reactions are carried out under an atmosphere of argon in flame-dried
glassware with magnetic stirring. All reagents are obtained from Aldrich, Alfa Aesar, Acros
Organics or Fluka and used without further purifications. Dry MeOH and DMF are purchased
from Aldrich. Dichloromethane, diethyl ether and tetrahydrofuran are dried with a dry station
for solvents GT S100, passing through a column of activated alumina under nitrogen.

Fluorescent dyes are purchased on Invitrogen.

Buffers are prepared with MilliQ Water: Tris buffer pH 8 and 10 (100 mM Tris and 150 mM
NaCl), Phosphate buffer pH7.4 100mM (77 mM Na,HPQO,, 23 mM NaH,PO,), HEPES pH7.4
(100 mM HEPES), Acetate pH4.7 100mM (52mM acetic acid, 48mM sodium acetate).

Analytical thin layer chromatography (TLC) is performed using plates cut from glass sheets
(silica gel 60F-254 from Merck). Visualization is achieved under a 254 or 365 nm UV light
and by immersion in a solution of vanillin, ninhydrine or phosphomolybdic acid. Column
chromatography is carried out as “Flash Chromatography” using silica gel G-25 (40-63 pum,
230-400 mesh ASTM) from Merck Kieselgel.

[.2. Analysis
'H and *C NMR spectra are recorded at room temperature on the following spectrometers:
Brucker Advance 400 (RMN *H: 400 MHz; RMN *3C, 100 MHz), Brucker DPX-300 (RMN
'H, 300 MHz; RMN *3C, 75 MHz), Brucker DPX-200 (RMN *H, 200 MHz; RMN *3C, 50
MHz). Recorded shifts are reported in parts per million (6) and calibrated using residual
undeuterated solvent. Data are represented as follows chemical shift, multiplicity (s = singlet,
sb = broad singlet, d = doublet, t = triplet, @ = quartet and m = multiplet), integration and

coupling constant (J in Hz).
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IR spectra are recorded on a Nicolet 380 FT-IR spectrometer from Thermo Electron

Corporation as a CH,Cl, or MeOH solution.

High resolution mass spectra (HRMS) are obtained using an Agilent Q-TOF (time of flight)
6520 and mass spectra using an Agilent MSD 1200 SL (ESI/APCI) with a Agilent HPLC
1200 SL.

UV-Vis spectra are recorded on Shimadzu UV-1800 spectrophotometer and fluorescence
spectra on a Fluorolog spectrofluorometer (Jobin Yvon, Horiba).

Sonications are realized in an ultrasound bath Bandelin Sonorex RK100H with a power of 80
W and ultra-sonication is done with a Digital Sonifier Branson 450 with a power of 170W.

Centrifugations are carried out with a centrifuge Br4i Jouan in a mobile rotor S40 and the
irradiation steps for photopolymerization with a UV wave (48W, 254 nm) Cross-linker Bio-
link 254, Fischer Bioblock.

The hydrodynamic diameters of micelles are determined by the Zetasizer Nano ZS system
(Malvern Instruments). The values are presented as the volume average size + standard
deviation of three runs. The error on the measurements is calculated as the width at mid height

of the peak divided by two.

Observations in TEM are recorded with a microscope Philips CM 120: its tension of
acceleration for the electrons was 100 kV. Measures are carried out at low dose of electrons
(10-15 e-/A2) in order to reduce the involved damages to the samples because of the beam of
light. Grids of microscopy are made of copper/rhodium 300 mesh and are recovered with a
film of carbon. This one is naturally hydrophobic, that’s why it is necessary to make it
hydrophilic for the observations of the objects which are in aqueous solution: it is carried out
with an electroluminescent discharge on the grid which is placed in a gaseous atmosphere
under vacuum (10-1 torr) during thirty seconds. 5 pL of the studied solution is placed on the
grid, incubated during one minute and dried with a filter. The sample is then colored
negatively with 50 puL of uranyl acetate (2%). After one minute of incubation, uranyl acetate

is eliminated with a filter and the grid is air-dry before microscope analysis.

~ 220 ~



Small-angle Neutron Scattering (SANS) experiments are performed on the PAXE camera
located at the Laboratoire Léon Brillouin (LLB, CEN Saclay, France). A wavelength of A, =
0.6 nm is used with a wavelength distribution characterized by a full width at half maximum,
AAMIA, of about 10%. Neutron detection is achieved with a built-in two-dimensional sensitive
detector composed of 64x64 cells (further details are available on http://www-I1b.cea.fr). The
sample-detector distance is fixed at 1.4 m so that the available g-range is 0.25 < q (nm™) < 2.5
where q = (4711) sin (82), 0 being the scattering angle. Samples are prepared directly in
rectangular quartz cells with a 0.5 cm optical path from Hellma. The position sensitive
detector is calibrated by means of light water. The scattering intensities are corrected for

sample transmission and sample thickness.

Gel permeation chromatography is performed on a Shimadzu Prominence System (online
degasser, pump, auto-sampler, column oven) equipped with 5 serial mixed B PLgel columns
(30cm) and a guard column. Detection is performed by a differential refractometer RID10A
(Shimadzu), an UV/Vis PDA detector SPD-20A (Shimadzu) and a multi angle light scattering
(MALS) detector DAWN TREOS (Wyatt Techn). The injected volume is 0.1 mL. The flow
rate is 1 mL/min and high purity THF is used as eluent. The calibration curve is established
with 16 polystyrene standards (PL laboratories). Samples are dissolved in THF during 20h

with stirring at room temperature, then 3 h at 60°C followed by sonication for 45 min

I1. Experimental results

I1.1. Synthesis and polymerization of micelles

The amphiphile is dispersed in an appropriate buffer and sonicated in a bath (80 W for 30
min at 25°C). Polymerization is performed by irradiating the solution in a UV chamber
(1000 W, 254 nm) for 45 min. Absorption spectra are recorded using Shimadzu UV-
1800UV/Visible spectrophotometer.

When required, the samples of NTA micelles are dried. To that end, micelles are precipitated
in the aqueous solution of Tris by adding concentrated hydrochloric acid, and then a mixture
THF/CHCI; (50/50, v/v) is added. Due to their neutralized acid moieties, the micelles moved

to the organic layer which is evaporated to obtain a dried sample.
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11.2. Encapsulation of NR12S in MPpgg.on micelles and in vitro

studies
A solution of MPpegg micelles is prepared in phosphate buffer pH7.4 at 5 mg/mL. A solution

of NR12S is separately prepared at 0.2 pM then 2 pL of this solution is mixed with 20 pL of
the solution of micelles in 1 mL of Optimen buffer. In parallel, 2 pL of NR12S solution is
mixed in 1mL of Optimen buffer to perform the control experiment.

HelLa cells were prepared in ibidi dishes in 800 pL of EMEM buffer and incubated one day.
Then, the supernatant is replaced by 1mL of Optimem buffer. 400 uL of the solution of
micelles and NR12S solution only are separately incubated with cells at 37°C during 15
minutes, 1h and 4h. After these times, the supernatant is replaced by 400 pL of Optimem and
the cells are observed in fluorescence microscopy.

11.3. Synthesis
Synthesis of pentacosa-10,12-diyn-1-ol (1)

2 9

Chemical Formula: CysH440 /@\3 - /@\/OH

. 1 10 7 10
Molecular weight: 360.62 g/mol

IN
a
o
~
©

To a solution of pentacosa-10,12-diynoic acid (10 g; 26.7 mmol; 1 eq) in anhydrous THF (200
mL) is added LiAIH, (1.82 g; 48.1 mmol; 1.8 eq) slowly at 0°C. The solution is stirred at
room temperature until the color of the reaction mixture becomes red (1h45). Then, 100 mL
of a solution of hydrochloric acid 1N are added slowly to neutralize the excess of LiAIH,.
Finally, the aqueous layer is extracted three times with ethyl acetate (100 mL) and the
combined organic layers are dried over Na, SO, and concentrated to afford 1 as a white solid

(9.1 g, yield 95%), pure enough to be engaged in the next reaction.

RMN'H §(ppm) (CDCls, 300MHz): 0.85(t, 3H; J=6.0Hz), 1.23-1.58(m, 34H,.), 2.21(t, 4Has,
J=6.8Hz), 3.60(t, 2H10, J=6.4Hz).

RMN®C §(ppm) (CDCl375MHz): 14.3(C;)-19.4(C3.)-22.9-25.9-28.6-28.8-29.0-29.1-29.2-
29.3-29.5-29.6-29.7-29.8-32.1-33.0(C2-9)-63.2(C10)-65.5(Cs.6)-77.7(Ca7).

IR: v (cm™) 3306 (OH), 2917 (CH, vib.asym), 2850 (CH, vib.sym), 1469, 1058, 718.

Rf = 0.4 (CHCIy).

SM (ESI) m/z: [M+H]" =361.3.
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Synthesis of pentacosa-10,12-diyn-1-yl hydrogen sulfate (2)

2 9

Chemical Formula: CysH4404S /@\3 X\)\/o\ P

S
Molecular weight: 440.68 g/mol oo, s 7 s 9N\

a

To a solution of 1(9.1 g; 25.2 mmol; leq) in anhydrous THF (120 mL), are added
methanesulfonyl chloride (2.34 mL; 30.3 mmol; 1.2eq) and triethylamine (4.5 mL; 32.8
mmol; 1.3eq). The mixture is stirred at room temperature one hour. 100 mL of a solution of
saturated NaHCO3 is added and the aqueous layer is extracted three times with ethyl acetate
(100 mL). The combined organic extracts (j’ai enlevé la repetition) are dried over Na,SO, and
concentrated. The residue is purified by flash column chromatography eluted with
CHCIs/CyHex (35/65, v/v) to afford 2 as a white solid (8.04 g, 73% vyield).

RMN'H §(ppm) (CDCl3300MHz): 0.86(t, 3H;, J=6.6Hz),1.24-1.54(m, 32H..), 1.73(q, 2H -
10, J=6.6Hz), 2.22(t,4H3.5, J=6.6Hz), 2.98(s, 3H11), 4.20(t, 2H10, J=6.3Hz).

RMN®C §(ppm) (CDCls 75MHz): 14.3(C;)-19.3(C3.)-22.8-25.5-28.4-28.5-28.9-29.0-29.1-
29.3-29.4-29.5-29.6-29.8-30.1-32.1(C>.9)-37.5(C11)-65.4-65.5(Cs.6)-70.3(C10)-77.6-77.7(C4.7).
IR: v (cm™) 2918 (CH, vib.asym), 2850 (CH; vib.sym), 1471, 1333, 1173, 1165 (SO2-CHs),
999, 965, 854.

Rf = 0.46 (CHCIs/CyHex: 35/65).

SM (ESI) m/z: [M-H] = 439.3.

Synthesis of diethyl pentacosa-10,12-diyn-1-ylmalonate (3)

2 9
13
. ] IAP’ _ Alo 1AO/\ 14
Chemical Formula: C3;Hs404 o s 6 708 7 170 _~ 15
Molecular weight: 502.77 g/mol 16
O

To a suspension of sodium hydride (205 mg; 5.13 mmol; 1.5 eq) in anhydrous DMF (10 mL),
is added diethyl malonate (586 uL; 5.13 mmol; 1.5 eq). The solution is stirred one hour at
room temperature to activate the malonate. A solution of 2 (1.5 g; 3.42 mmol; 1 eq) and TBAI
(126 mg; 0.34 mmol; 0.1 eq) in anhydrous DMF (10 mL) is then added. The mixture is heated
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under microwaves at 200°C during 25 minutes and the resulting solution is concentrated
under reduced pressure. The residue is redissolved in ethyl acetate (50 ml) and washed with
50 mL of a solution of hydrochloric acid 1N. The aqueous layer is extracted two times with
ethyl acetate (50 mL). The combined organic extracts are dried over Na,SO, and
concentrated. The residue is purified by flash column chromatography eluted with
CHCIs/CyHex (20/80, v/v) to afford 3 as a pale yellow oil (1.1 g, 64%).

RMN'H §(ppm) (CDCl3300MHz): 0.86(t, 3H1, J=6.6Hz), 1.20-1.52(m, 40H2.9.1415), 1.70-
181(m, 2H1p), 2.22(t, 4Hsg, J1=6.9Hz), 3.29(t, 1H11, J=7.5Hz), 4.17(q,4H13.16, J=7.2H2).
RMN™C &(ppm) (CDCly 75MHz): 14.1(C1.14.15)-19.2(Cs)-22.7-27.3-28.4-28.8-28.9-29.0-
29.1-29.2-29.3-29.4-29.5-29.7-31.9(C.9.10)-52.1(C11)-61.3(C13.16)-65.3(Cs-6)-77.6(Cs-7)-
169.6(C1247).

IR: v (cm™) 2923 (CH; vib.asym), 2853 (CH, vib.sym), 1751 (C=0), 1732 (C=0), 1464,
1368, 1176, 1151, 1030.

Rf = 0.37 (CHCI:/CyHex: 20/80).

SM (ESI) m/z: [M+K]" = 541.4, [M+Na]" = 525.4, [M+NH,]" = 520.4, [M+H]" = 503.4.

Synthesis of diethyl dipentacosa-10,12-diyn-1-ylmalonate (4)

2 — ——
Chemical Formula: Cs7HgO4 \@/
10

Molecular weight: 845.37 g/mol

27 16

1055 24 23 22 21

To a suspension of sodium hydride (16.5 mg; 0.41 mmol; 1 eq) in anhydrous DMF (1.5 mL),
is added 3 (204 mg; 0.41 mmol; 1 eq). The solution is stirred one hour at room temperature
then 2 (178 mg; 0.41 mmol; 1 eq) and TBAI (15 mg; 0.041 mmol; 0.1 eq) in DMF (0.5 mL)
are added. The mixture is heated under microwaves at 200°C during 20 minutes. 5 mL of
ethyl acetate and 15 mL of a solution of hydrochloric acid 1N are added and the mixture was
extracted three times with ethyl acetate (5 mL). The combined organic layers are dried over
Na,SO, and concentrated. The residue was purified by flash column chromatography eluted
with CHCI3/CyHex (20/80, v/v) to afford a mixture of 4 as a yellow oil (114 mg, 33%) and 5

as a transparent oil (51 mg, 29%).
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Compound 4

RMN'H §(ppm) (CDCl3 300MHz): 0.86(t, 6H1.7, J=6.8Hz), 1.20-1.53(m, 74H2.9.14-15.19.26),
1.70(m, 4H10.18), 2.20-2.26(m, 8H3.5.20.25), 4.09-4.16(m, 4H13.16).

RMN®C &(ppm) (CDCls75MHz): 13.1(C1.27)-13.3(C1s-15)-18.2(Cs.5.20-25)-21.7-22.9-24.0-
24.8-27.4-27.5-27.8-27.9-18.0-28.1-28.2-28.3-28.6-28.4-28.5-28.6-28.8-30.9-31.2-33.4(C,..
10-18)-56.6(C11)-60.2-63.1-63.4-64.3(Cs.6.22.23)-76.5-76.6(C4.7.21.24)-171.0(C12.17).

IR: v (cm™) 2922 (CH, vib.asym), 2853 (CH, vib.sym), 1732 (C=0), 1465, 1177, 722.

Rf = 0.32 (CHCls/CyHex: 20/80).

SM (ESI) m/z: [M+Na]" = 867.8.

Compound 5: ethyl heptacosa-12,14-diynoate

2 9
Chemical Formula: CygHs500 12
20Ms002 o O MO/\ .

Molecular weight: 430.71 g/mol o4 s 6 7 8 810

RMN'H §(ppm) (CDCl3 300MHz): 0.85(t, 3H1, J=6.6Hz), 1.24-1.53(m, 38H,.9), 2.18-2.78(m,
6H3.5.10), 4.08-4.13(q, 2H1,, J=7.2Hz).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 75MHz) 14.1(C1)-19.2(C3.)-22.7-25.0-28.3-28.4-28.8-28.9-29.1-
29.1-29.1-29.2-29.4-29.4-29.5-29.6-29.6-29.7-31.9(C1.0)-34.4 (C10)-60.1(C12)-65.3(Cs.5)-
77.6(C47)-173.9(C11).

IR: v (cm™) 2922 (CH, vib.asym), 2852 (CH; vib.sym), 1731 (C=0), 1466, 1178.

Rf = 0.42(CHCIls/CyHex: 20/80).

SM (ESI) m/z: [M+Na]* = 453.7.

Synthesis of 2,2-dipentacosa-10,12-diyn-1-ylpropane-1,3-diol (11)

Chemical Formula: Cs3Hg,0, 5o 5 CIE

15
Aﬂ R J— 13

10 5 19 18 17 16 ‘14

Molecular weight: 761.30 g/mol

To a solution of 4 (100 mg; 0.12 mmol; 1 eq) in anhydrous THF (1.5 mL) is added DIBAL-H
1M in solution of toluene (473 pL; 0.47mmol; 4 eq) at 0°C. The mixture is stirred one hour at

0°C and 14h at room temperature. Then the solution is concentrated and the residue is purified
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by flash column chromatography eluted with CHCI; (100%) to afford 11 as a white solid (14
mg, 15%).

RMN'H &(ppm) (CDCl3300MHz): 0.86(t, 6H1.23, J=6.6Hz), 1.21-1.52(m, 72H2.9.10.14), 2.22(t,
8H3.5.16.21, J=6.0Hz), 3.55(s, 4H1.13).

RMN®C §(ppm) (CDCl3300MHz): 14.4(C1.55)-19.4(Cs.g.16-21)-22.9-23.1-28.6-29.1-29.3-
29.6-29.7-29.8-29.8-29.9-28.9-29.9-30.8-31.1-32.1(Cy.9.10-14.-15-22)-41.3(C11)-65.5(Cs.10)-
65.5(Cs.18)-69.7(C12.13)-77.7(Ca.20)-77.8(C7.17).

IR: v (cm™) 3309 (OH), 2918 (CH, vib.asym), 2849 (CH, vib.sym), 1473, 1060.

Rf = 0.29(CHCls)

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 762.3.

Synthesis of heptacosa-12,14-diynoic acid (6)

(@)
2 9
Chemical Formula: Cp7H40; /@\3 M
1 _ —
10 : . 7 s 810 OH

Molecular weight: 402.65 g/mol 4

To a solution of ester 5 (80 mg; 0,095 mmol; 1 eq) in THF/MeOH (1 mL/0.5 mL) is added
LiOH (solution 1M, 0.95 mL, 10 eq). The solution is stirred at room temperature for 14h and
the mixture is acidified with 2 mL of a solution of HCI 1N. The aqueous layer is extracted
three times with ethyl acetate (2 mL) and the combined organic layers are dried over Na,SO,
then concentrated. The crude product is purified by flash column chromatography eluted with
CHCI; (100%) to afford 6 as a white solid (59 mg, 79%).

RMN'H &(ppm) (CDCls, 300MHz): 0.86(t, 3Hi;, J=6.6Hz), 1.24-1.36(m, 30H.,), 1.45-
1.52(M, 4H oa13-8)), 1.57-1.64(M, 2H110), 2.22(t, 4Hag, J=6.9Hz), 2.32(t,2H1, J=7.5Hz).
RMN®C §(ppm) (CDCls, 75MHz): 14.3(C1)-19.4(C3.5)-22.9-24.9-28.6-28.6-29.0-29.1-29.3-
29.3-29.4-29.6-29.6-29.7-29.8-29.9-29.9-32.1(Cy-9)-34.2(C10)-65.5(Cs)-65.5(Cg)-77.7(C4)-
77.8(C7)-179.9(Cyy).

IR: v (cm™) 2918 (CH, vib.asym), 2849 (CH, vib.sym), 1721 (C=0), 1467, 1296, 1273.

Rf = 0.19 (CHCl5)
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SM (ESI) m/z: [M+H]" = 403.4, HRMS m/z [M-H]: calculated : C,7H450, 401.3498; found:
401.3432.

Synthesis of 17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadec-1-yl hydrogen sulfate (7)

Chemical Formula: Cy3H»300S P S S S SRt O\S/13
Molecular weight: 360.42 g/mol HO/\Z/ \3/\0/\6/ \7/\0/\10/ \11/\0/ Yo

To a solution of hexaethylene glycol (5 g; 17.7 mmol; 1 eq) in tetrahydrofuran (300 mL) are
added methanesulfonyl chloride (685 pL; 8.86 mmol; 0.5 eq) and triethylamine (1.23 mL;
8.86 mmol; 0.5 eq). The solution is stirred 6h at room temperature, filtered and the filtrate is
concentrated. The residue is purified by flash column chromatography eluted with
MeOH/CHCI; (3/97, v/v) to afford 7 as a colorless oil in a quantitative yield (rendement
quantitatif??) (2.6 g, 41%).

RMN'H §(ppm) (CDCls, 300MHz): 2.42(sb, 1How), 3.06(s, 3H13), 3.57-3.75(M, 22H1.2.3.7.56-
7.8.9-1011), 4.34-4.37(m, 2H15).

RMN®C 3(ppm) (CDCl;, 75MHz): 37.9(C13)-61.8(C1)-69.2(C12)-69.5-70.5-70.7-70.7-70.7-
70.8-70.8(C3.4.5.6.78-9-10-11)-72.4(C).

IR: v (cm™) 2870 (OH), 2360, 2341, 1101 (SO,-CHs).

Rf = 0.26 (MeOH/CHCls: 2/98).

SM (ESI) m/z: [M+H]* = 361.1.
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Synthesis of 17-(215-triaz-1-en-2-yn-1-yl)-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (8)

Chemical Formula: C12H25N306 A D Y -
Molecular weight: 307.34 g/mol HO/\z/ \3/\0/\6/ \7/\0/\10/ \{\‘3
To a solution of 7 (1 g; 2.78 mmol; 1 eq) in 20 mL of acetonitrile is added sodium azide (271
mg; 4.16 mmol; 1.5 eq). The solution is stirred 48h at reflux and sodium azide is filtered. The
filtrate is concentrated to give 8 as pure yellow oil (804 mg, 94%).

RMN'H §(ppm) (CDCls, 300MHz): 2.55(sh, 1Hop), 3.36(t, 2H1,, J=5.1Hz), 3.56-3.69(m,
22H33.4556.7-89-10-11)-

RMN®C §(ppm) (CDCls 75MHz): 50.9(C12)-62.0(C;)-70.2-70.6-70.8-70.8-70.8-70.9-
70,9(C3.4-5-6-7-8-9-10-11)- 72.7(C»).

IR: v (cm™) 2867 (OH), 2096, 1558, 1104.

Rf = 0.23 (CHCly).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 308.1.

Synthesis of 17-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecan-1-ol (9)

1
Chemical Formula: C1,H;7NOg /\/O\/Ll\ /5\/0\/8\ /9\/0\/12\
HO 4 7 O A 7 © fo T NH

Molecular weight: 281.35 g/mol

To a solution of 8 (763 mg; 2.48 mmol; 1 eq) in 7 mL of anhydrous MeOH is added
palladium on carbon 10% weight (153 mg, 20% weight). The solution is stirred at room
temperature 18h under hydrogen atmosphere and filtered on celite. The filtrate is concentrated
and the residue is purified by flash column chromatography eluted with MeOH/CHCI; (15/85,
v/v + 1% NH,OH) to afford 9 as a yellow oil (620 mg, 89%).

RMNH §(ppm) (CDCls, 300MHz): 2.55(sb, 1How), 2.85(t, 2H1z, J=5.1Hz), 3.49-3.70(m,
22H1.:3.4-5-6-7-8-9-10-11), 7-78(Sb, 2HNH2).

RMN®C §(ppm) (CDCl5 75MHz): 40.9(C12)-60.9(C1)-67.2(C11)-69.6-69.6-70.1-70.1-70.2-
70.3-70.4-70.5-70.5-70.6-70.7(Ca.4.5.6.78.5.10)-73.0(C2).
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IR: v (cm™) 3383 (NH,), 2874 (OH), 2360, 2342, 1110.
Rf = 0.23 (MeOH/CHCl3: 15/85 + 1% NH,OH)
SM (ESI) m/z: [M+H]" = 282.2.

Synthesis of N-(17-hydroxy-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadec-1-yl)heptacosa-12,14-
diynamide (10)

(@)
. 2 9
Chemical Formula: CagH71NO+ A M P L
CA— R o 11 N/\/e \/\O)’
4 5 6 7 8 10 H 13 14 5

Molecular weight: 665.98 g/mol  *" 10

To a solution of acid 6 (215 mg; 0.53 mmol; 1 eq) in anhydrous DMF (4 mL) are added EDC
(153.5 mg; 0.80 mmol; 1.5 eq) and HOBt (108.5 mg; 0.80 mmol; 1.5 eq). Then, amine 9 (181
mg; 0.64 mmol; 1.2 eq) and DIPEA (140 pL; 0.80 mmol; 1.5 eq) in 1.5 mL of anhydrous
DMF are added. The solution is stirred 18h at room temperature, diluted with a saturated
solution of NH4ClI and extracted three times with DCM (10 mL). The combined organic layers
are washed with 20 mL of a saturated solution of NH4Cl and dried over Na,SO,. The residue
is purified by flash column chromatography eluted with MeOH-CHCI; (3/97, v/v) to give 10
as a white solid (248mg, 70%).

RMN'H 8§(ppm) (CDCls, 400MHz): 0.83(t, 3H1, J= 6.4Hz), 1.20-1.58(m, 36H,.), 2.12(t,
2H10, J=7.6Hz), 2.18(t, 4Hss, J=6.8Hz), 3.06(sb, 1Hon), 3.38-.40(m, 2H1,), 3.49-3.68(m,
22H13.14.15), 6.27(sb, THxw).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 100MHz): 14.3(C1)-19.3(C3.)-22.8-25.9-28.5-29.0-29.2-29.5-
29.5-29.6-29.6-29.6-29.7-29.8-29.8-32.1(C;-9)-36.8(C10)-39.1(C12)-  61.8(Cisterminar)-65.4(Cs)-
65.4(Cs)-70.1-70.3-70.4-70.5-70.6-70.6-70.7-70.7-70.8-70.9-72.7(C13.14.15)-77.6(Ca)-
77.7(C7)-173.5(Cyy).

Rf = 0.34 (MeOH/CHCls: 3/97).

IR: v (cm™) 3301(OH), 2916 (CH,vib.asym), 2847 (CH,vib.sym), 1638 (C=0), 1555, 1463,
1348, 1110 (CH,-O-CHy).

HRMS m/z [M+H]": calculated : C3gH72NO7 666.5231 found: 666.5255.
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Synthesis of dimethyl N,N'-dipentacosa-10,12-diynoylcystinate (12)

o) (@)
1 3 4 5 6 7 8 10 14
\6/{ 9 12 13 /18 O/
11 H
o 10 5 15
Chemical Formula: CsgHogN2OgS, T
_— o s
Molecular weight: 981.52 g/mol 20 28 27 2 25 24 "
— — 23
20 N 17
o . 21 H 8/ \ 19
(@]

To a solution of pentacosa-10,12-diynoic acid (1.34 g; 3.67 mmol; 2.5 eq) in 50 mL of
anhydrous DMF are added EDC (1.06 g; 3.13 mmol; 3.75 eq) and HOBt (745 mg; 3.13 mmol,;
3.75 eq). Then, L-cystine ester dimethylic (500 mg; 1.47 mmol; 1 eq) and DIPEA (960 puL;
3.13 mmol; 3.75 eq) are added. The mixture is stirred 14h at room temperature, then, diluted
with 100 mL of brine and extracted three times with ethyl acetate (50 mL). The combined
organic layers are concentrated, dried over Na,SO,4 and the residue is purified by flash column
chromatography eluted with AcOEt/CyHex (30/70, v/v) to give 12 as a white solid (681 mg,
47%).

RMN'H 8(ppm) (CDCls, 400MHz):0.84(t, 6H1.31, J=7.2Hz), 1.22-1.34(m, 64H1.9.10.22.23.30),
2.19-2.24(m, 12H3.8.11.21.24.20), 3.10-3.25(m, 4H15.16), 3.73(S, 6H14.10), 4.83(q, J=7.3Hz; 2H13.
17), 6.40(d, 1Hnp, J=7.6Hz).

RMN®C 3(ppm) (CDCls, 100MHz): 14.3(C1.31)-19.4(Cs.8.24-29)-19.4-19.4-22.9-25.6-28.5-
28.5-28.9-29.0-29.1-29.3-29.3-29.4-29.5-29.7-29.8-29.8-29.8-32.1(C.9.10-22-23-30)-36.6(C11.-
21)-40.9(C15.16)-51.7(C14)-52.9(C10)-65.4(Cs.6.26.27)-77.8(Cs-7.25.28)-171.1(C1g)-173.2(C12.20).
Rf = 0.29 (AcOEt/CyHex: 30/70).

HRMS m/z [M+H]": calculated : CsgHg7N206S2 981,6710 found: 981.6783.
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Synthesis of N,N'-dipentacosa-10,12-diynoylcystine (13)

o o
1 3 4 5 6 7 8 o
R VAV
1 N
Chemical Formula: CsgHgoN2OgS, 2 10 5 15
s
Molecular weight: 953.47 g/mol o !
30 928 27 26 25 24 23 .21 16
19N 17 on
20 H 18
10 5
o

To as solution of 12 (100 mg; 0.1 mmol; 1 eq) in THF/MeOH (1.5 mL/0.9 mL) is added
LiOH 1M (510 pL; 0.51 mmol; 5 eq). The mixture is stirred 14h at room temperature, filtered
to recover a white solid which is redissolved in ethyl acetate. 5 mL of a solution of NaOH 1N
are then added and the aqueous layer is extracted. The recovered aqueous layer is then
acidified with 10 mL of a solution of HCI 1N and extracted with ethyl acetate (20 mL). The
organic layer is dried over Na,SO4 and concentrated to afford 13 as a white solid (37mg,
39%).

RMN'H &(ppm) (THFEds, 400MHz): 0.91(t, 6H1.30, J=6.8Hz), 1.32-1.75(m, 64H.9.10.21.22.20),
2.20-2.27(m, 12H3g.11.202328), 2.80-3.25(m, 4His16), 4.70-4.75(m, 2Hi317), 7.30-7.42(m,
1Hnw), 11.34(sh, 2Hcoon).

RMN®C &(ppm) (THFds, 100MHz): 15.0(C1.30)-20.1-20.2(C3.5.03.28)-24.1-25.5-25.7-25.9-
26.1-26.3-27.0-30.0-30.1-30.3-30.4-30.6-30.6-30.7-30.8-30.9-31.0-31.1-31.2-33.4-36.1-
36.6(C2.9-10-21-22-29)-36.9-37.0(C11.20)-42.8(C15.16)-53.3-53.4(C13.17)-67.0(Cs.6.25.26)-78.0-
78.1(C4.7.24.27)-172.9-173.0(C14.18)-173.4-173.5(C12.10).

HRMS m/z [M+H]": calculated : CsgHg3N20gS; 953.6397 found: 953.6466.

~ 231 ~



Synthesis of N,N'-[dithiobis(3-hydroxypropane-1,2-diyl)]bispentacosa-10,12-diynamide

(14)
(]
1 3 4 5 6 7 8 10 14
V 9 12 N%\OH
11 H
5 15
. S
Chemical Formula: CsgHggN204S; o |
S
Molecular weight: 925,50 g/mol 30 928 27 26 25 24 23,21 16
V 10— OH
20 H 18
5

10

To a solution of 12 (446 mg; 0.45 mmol; 1 eq) in THF/MeOH (3 mL/2 mL), NaBH, (325 mg;
9.10 mmol; 20 eq) is added slowly at 0°C. The mixture is stirred one hour at room
temperature, and ethyl acetate (5 mL) is added, followed by 10 mL of a solution of HCI 1N.
The aqueous layer is extracted three times with ethyl acetate (5 mL) and the combined organic
layers are dried over Na,SO, then concentrated. The residue is then purified by flash column
chromatography eluted with AcOEt/CyHex (55/45, v/v) to give 14 as a blue pale solid (248
mg, 60%).

RMN'H §(ppm) (CDCls, 400MHz): 0.85(t, 6H1.26, J=6.9Hz), 1.23-1.61(m, 64H.9.10.21.22.20),
2.17-2.24(m, 12H3.8.11-20-23-29), 2.56(sh, 2Hon).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 100MHz): 14.3(C1.30)-19.4(Csg-23-28)-19.4-22.9-25.7-25.9-28.5-
28.6-29.0-29.1-29.2-29.3-29.4-29.4-29.6-29.7-29.8-29.8-29.9-32.1(C2-9-10-21-22-29) -37.0(C11-20-
15-16)-52.7(C13.17)-63.2(C14-18)-65.4(Cs.26)-65.5(Cé.25)- 77.7(Cs-27)-77.9(C7-24)-173.9(C12-19).

Rf = 0.32 (AcOEt/CyHex: 55/45).

HRMS m/z [M+H]": calculated CssHosN204S, 925.6812 found: 925.6881.
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Synthesis of N-(bi-4-methoxyphenyl)(phenyl)methyl)pentane-1,5-diamine (15)

Chemical Formula: CysH32N,0,
Molecular weight: 404.54 g/mol

To a solution of 1,5-diaminopentane (500 mg; 4.89 mmol; 5 eq) in THF (13 mL), a solution
of dimethoxytrityl chloride (332 mg; 0.98 mmol; 1 eq) in THF (6 mL) is added dropwise at
0°C. The mixture is stirred 14h at room temperature and filtered over cotton. The solvent is
evaporated and the residue is dissolved in 20 mL of ethyl acetate, then washed three times
with a solution of saturated NaHCO3; (20 mL). The organic layer is dried over Na,SQOy,
filtered and concentrated. The residue is then purified by flash column chromatography eluted
with DCM/MeOH +10% NEt; to avoid the degradation of the methoxytrityl because of the
acidity of the silica gel) to obtain 15 as a yellow oil (105 mg, 5%).

RMN'H §(ppm) (CDCls, 300MHz): 1.36-1.56(m, 6H,.34), 2.16(t, 2H;, J=7.0Hz,), 2.70(t,
2Hs, J=6.5Hz), 3.82(s, 6H12+12°), 6.83(d, 4H11+11+14+14), 7.20-7.51(M, 9H7.7.8-8°-9-10-10>-13-13").
RMN®C §(ppm) (CDCls, 75MHz): 25.1(C3)-31.1(C4)-34.2(C2)-42.6(C1)-44.0(Cs)-55.6(C1,-
12°)-70.3(C6)-113.4(C11-11°-14-147)-126.4(Cg)-128.1(C7.7-)-128.9(Cg.5-)-130.1(C13-13"-10-10°)-
139.2(C17-19)-147.3(C15)-158.1(C16-18).

IR: v (cm™) 3361(NH,), 1508, 1251, 754(aromatiques).

SM (ESI) m/z: 147 (correspond a la masse du DMT déprotégé).
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Synthesis of tert-butyl-(5-aminopentyl)carbamate (16)

(o] y 9
Chemical Formula: CyoH22N20, /1\/3\/5\ )k /\7 0
H>N 2 4 H ®%o

Molecular weight: 202.29 g/mol

To a solution of 1,5-diaminopentane (2.3 mL; 19.57 mmol; 5 eq) in THF (45 mL), a solution
of Boc,0 (854 mg; 3.92 mmol; 1 eq) in THF (35 mL) is added dropwise at 0°C. The mixture
is stirred 14h at room temperature, then the solution is filtered and the filtrate is evaporated.
The residue is dissolved in ethyl acetate (30 mL) and washed three times with brine (40 mL).
The organic layer is dried over MgSOQy, filtered and concentrated. The residue is purified by
flash chromatography eluted with CH,Cl,/MeOH (70/30, v/v + 5% NHs,) to yield 16 as a
white oil (677 mg, 17%).

RMN'H §(ppm) (MeOH, 300MHz): 1.35-1.52(m, 15Hg.0-100-3.4), 2.65(t, 2Hs, J=7.3Hz),
3.04(t, 2H1, J=7.5Hz).

RMN®C §(ppm) (MeOH, 75MHz): 24.0(C3)-27.7(Ce)-29.7(Cp)-32.1-40.1(Cs)-41.2(Cy)-
78.7(Ce.9.10)-157.4(Cy).

Rf = 0.14 (CH,Cl,/MeOH: 70/30 + 5% NH,OH)

IR: v (cm™) 3349 (NHy), 2975, 2935, 1693 (C=0), 1533, 1393, 1367, 1278, 1248.

SM (ESI) m/z: [M+H]* = 203.4.

Synthesis of tert-butyl 9H-fluoren-9-ylmethyl pentane-1,5-diylbiscarbamate (17)

o o vV
)J\ A R R )k 10
. VA VAN /\7
Chemical Formula: C,sHs,N,0, oTMINT NN n ®%

Molecular weight: 424.43 g/mol

To a solution of compound 16 (588 mg; 2.91 mmol; 1 eq) in THF, a solution of sodium
bicarbonate (1.22 g; 14.54 mmol; 5 eq) in THF is added. The mixture is stirred 15 min and a
solution of Fmoc-Cl (753 mg; 2.91 mmol; 1 eq) in THF is added dropwise at 0°C. The

mixture is then stirred 5h at room temperature, filtered and concentrated. The residue is
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dissolved in ethyl acetate (5 mL) and water (5 mL) is added. The organic layer is extracted
three times with ethyl acetate (5 mL), dried over MgSQO, and concentrated to afford 17 as a
white solid (1 g, 83%).

RMN'H &(ppm) (CDCls, 300MHz): 1.27-1.55(m, 6H, Hz.3.4), 1.46(s, 9H, Hgsgio), 3.11-
3.21(m, 4H, His), 4.22(t, J=7THz, 1H, Hs), 4.41(d, J=7,7Hz, 2H, Hip), 4.59(sb, 1Hnn),
4.89(sb, 1Hnw), 7.27-7.43(m, 4H, Hip.1720.23), 7.60(d, J=8Hz, 2H15.24), 7.77(d, J=8,Hz, 2H1s.
21).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 300MHz): 24.0(C3)-28.6(Cs.0.10)-29.8(C2)- 29.9(C4)-40.5(Cy)-
41.1(Cs)-47.5(C13)-66.7(C12)-79.3(C7)-120.1(C18.21)-125.2(C15.24)-127.2(C16.23)-127.8(C17.22) -
141.5(C19.20)-142.2(C14.25)-156.2(Cs)-156,66(C11).

IR: v (cm™) 673, 1250, 1522, 1694 (C=0).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 425.3.

Synthesis of 9H-fluoren-9-ylmethyl (5-aminopentyl)carbamate (18)

Chemical Formula: CyoH24N20»

Molecular weight: 324.42 g/mol

To a solution of compound 17 (1 g; 2.36 mmol; 1 eq) in 15 mL of dry DCM, a solution of
trifluoroacetic acid in DCM (38 mL) is added. The mixture is stirred 1h at room temperature
and the solvent is evaporated. The residue is then dissolved in ethanol and diethyl ether and
concentrated to afford an orange solid. This solid is dissolved in the minimum of ethanol and
diethyl ether is added. The solution is placed in the fridge during 1h to give a white solid
which is recovered by filtration. This purification is repeted two times to yield 18 as a white
salt (655 mg, 65%).

RMN'H §(ppm) (MeOH, 300MHz): 1.07-1.55(m, 6Ha3.4), 2.79(t, 2Hs, J=19.0Hz), 3.01(t,

2Hs, J=17.0Hz), 4.09(t, 1Hg, J=17Hz), 4.26(d, 2H7, J=16.5Hz), 7.16-7.32(M, 4H11.12:17-18),
753(d, 2H10.19, J:185HZ), 769(d, 2H13.16, J:175HZ)
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RMN®C §(ppm) (MeOH, 75MHz): 24.7(C3)-28.3(C2)-30.5(C4)-40.8(Cs)-41.4(C1)-47.5(Cs)-
67.7(C7)-121.1(C13.16)-126.2(C10-10)-128.3(C11.18)-128.9(C12.17)-142.8(C14.15)-145.5(Cg.20) -
159.2(Cé).

IR: v (cm™) 3359 (NHy), 3042, 1698 (C=0), 1539, 1437, 1283, 1202, 838, 801, 762, 733.

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 325.4.

Synthesis of the 2-(pyridyldithio)-ethylamine (19)

4 5

Chemical Formula: C7H1oN,S, ! S— 5— 6
. HCI . HZN/\/ \N /
Molecular weight: 186.30 g/mol 2 7

To a solution of 2-mercaptoethylamine hydrochloride (246 mg; 2.17 mmol; 1 eq) in 4 mL of
MeOH, a solution of 2,2’-dipyridyl disulfide (955 mg; 4.33 mmol; 2 eq) in MeOH (2.5 mL)
containing glacial acetic acid (0.5 mL) is added dropwise. The mixture is stirred under argon
for 48h at room temperature then concentrated under reduced pressure to give a yellow oil.
This oil is dissolved in a minimum of methanol and diethyl ether is added. The solution is
conserved in the fridge during 30 min to precipitate a white solid, which is recovered by

filtration. This operation is repeated one more time to afford compound 19 (364 mg, 75%).

RMN'H §(ppm) (D,0, 300MHz): 2.88-3.01(m, 2H,), 3.18-3.33(m, 2H,), 7.14-7.22(m, 1Hs),
7.54-7.73(m, 2H45), 8.29(t, 1H7, J=6.0Hz).

RMN®C §(ppm) (D,O, 75MHz): 37.3(C1)-39.2(C,)-123.3(Css)-123.7(C1)-139.5(Cs)-
151.3(C7)-159.9(Cs).

IR: v (cm™) 3115 (NH,), 1607, 1575, 1417, 1328, 1113, 1099, 870, 812, 765.

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 187.
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Synthesis of 23-hydroxy-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricos-1-y| hydrogen sulfate (20)

2 3 6 7 10 11 14 15 o
BNV VE VA YAV VA NVANV VAN VAN
1 a 5 8 9 12 13

16 o// N 17

Chemical Formula: C17H36011S
Molecular weight: 448.53 g/mol

To a solution of octaethylene glycol (5 g; 13.5 mmol; 1 eq) in THF (500 mL),
methanesulfonyl chloride (522 pL; 6.75mmol; 0.5 eq) and triethylamine (935 pL; 6.75 mmol,
0.5eq) are added. The solution is stirred 2h at room temperature, filtrated over cotton and the
filtrate is concentrated under vacuum. The residue is then purified by flash column
chromatography eluted with MeOH/CHCI; (3/97, v/v) to afford 20 as a colorless oil (2.12 g,
70%).

RMN'H 5(ppm) (CDCls, 400MHz): 2.70(sb,1How), 3.04(s, 3Hi7), 3.55-3.73(m, 30H;.s),
4.33-4.35(m, 2H1¢).

RMN"C §(ppm) (CDCls, 100MHz): 37.9(C17)-61.9(C1)-69.2(C15)-69.5-70.5-70.7-70.7-70.7-
70.8-70.8(Cs.15)-72.4(C2).

IR: v (cm™) 2870 (OH), 1378 (Mesylate), 1101.

Rf = 0.25 (MeOH/CHCls: 3/97)

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 449.2.
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Synthesis of 23-(2I-triaz-1-en-2-yn-1-yl)-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (21)

> 3 6 7 10 11 14 15
Ho\/\ /\/O\/\ /\/O\/\ /\/O\/\ /\/ Na
e} o fe} o
1 a 5 8 9 12 13 16

Chemical Formula: C16H33N3Os
Molecular weight: 395.45 g/mol

To a solution of 20 (2.12 g; 4.73 mmol; 1 eq) in 40 mL of CH3CN is added sodium azide (461
mg; 7.09 mmol; 1.5 eq). The solution is stirred 48h under reflux and sodium azide is filtered.
The filtrate is concentrated under vacuum to give 21 as a pure yellow oil (1.79 g, 96%).

RMN'H &(ppm) (CDCls, 400MHz): 2.79(sb, 1Hon), 3.34(t, 2H1s, J=5.2Hz), 3.54-3.64(m,
30H1.15).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 100MHz): 50.8(C16)-61.8(C;)-70.2-70.5-70.5-70.6-70.7-70.7-
70.80-70.9(Cs.15)-72.7(C>).

IR: v (cm™) 2867 (OH); 2100 (Na); 1104.

Rf = 0.18 (CHCl5)

SM (ESI) m/z: [M-N,]" = 368.2.

Synthesis of 23-amino-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (22)

2 3 6 7 10 11 14 15
HO\/\ /\/o\/\ /\/O\/\ /\/O\/\ /\/NH2
o (@] (@] (@]

1 4 5 8 9 12 13 16

Chemical Formula: CigH35NOg

Molecular weight: 369.45 g/mol
To a solution of 21 (1.79 g; 4.53 mmol; 1 eq) in THF (20 mL) is added triphenylphosphine

(1.31 g; 4.98 mmol; 1.1 eq) and water (122 pL; 6.80 mmol; 1.5 eq). The solution is stirred at

room temperature 18h and concentrated under vacuum. The residue is purified by flash
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column chromatography eluted with MeOH/CHCls: 15/85, v/v + 1% NH,OH to afford 22 as a
transparent oil (1.46 g, 87%).

RMN'H 8(ppm) (CDCls, 300MHz): 2.53(sh, 1Hon), 3.05-3.15(m, 4H1.1), 3.17-3.36(m, 30H,.
15).

RMN®C &(ppm) (CDCls, 75MHz): 40.6(C16)-60.3(C1)-69.5-69.7-70.0-71.7-72.2(Cs.15)-
73.0(Cy).

IR: v (cm™) 3383 (NH,), 2874 (OH), 1110.

Rf = 0.20 (MeOH/CHCls: 15/85 + 1% NH4OH).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 370.2.

Synthesis of  N-(23-hydroxy-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricos-1-yl)pentacosa-10,12-
diynamide (23)

2

(@]
Chemical Formula: C4;H7sNO M 2o, By
P AT Ahe 2 5 s 7 11N/\/\§/\o,)
8 610 H 13 4 ,

Molecular weight: 726.04 g/mol T

To a solution of pentacosa-10,12-diynoic acid (1.23 g; 3.29 mmol; 1 eq) in 10 mL of
anhydrous DMF are added EDC (947 mg; 4.94 mmol; 1.5 eq), HOBt (667.5 mg; 4.94 mmol;
1.5 eq), DIPEA (860 pL; 4.94 mmol; 1.5 eq) and finally 22 (1.46 g; 3.95 mmol; 1.2 eq) in
DMF (5 mL). The reaction is stirred 18h at room temperature and 40 mL of a saturated
solution of NH4CI is added. The aqueous layer is extracted with DCM (30 mL) and the
organic layer is washed three times with a saturated solution of NH,4CI to eliminate traces of
DMF, dried over Na,SO,4 and concentrated under vacuum. The crude product is purified by
flash column chromatography eluted with MeOH/CHCl; (3/97, v/v) to afford 23 as a pale blue
solid (1.30 g, 54%).

RMN'H 3(ppm) (CDCls, 300MHz): 0.82(t, 3Hi, J=6.6Hz), 1.19-1.47(m, 32H..g), 2.08-
2.20(m, 6H3.5.10), 2.89(sb, 1Hon), 3.37-30(M, 2H12), 3.49-3.67(M, 30H13.14.15), 6.15(sb, 1Hnp).
RMN®C §(ppm) (CDCls, 75MHz): 14.2(C1)-19.3(Cs.5)-19.3-22.8-25.8-28.4-28.5-28.9-29.0-
29.1-29.2-29.3-29.4-29.5-29.6-29.7-29.8-32.0(C2.5)-36.8(C10)-39.3(C12)-61.8(Custerminal)-
65.4(Cs)-65.4(Cg)-70.1-70.3-70.5-70.6-70.7-70.7-70.9-72.7(C13.14.15)-77.7(Ca.7)-173.3(Crs).
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IR: v (cm™) 3301(OH), 2918(CH vib.asym), 2847(CH, vib.sym), 1638(C=0), 1111.
Rf = 0.24 (MeOH/CHCls: 3/97).
SM (ESI) m/z: 726.04 [M].

Synthesis of 3-(acetylthio)-4,30-diox0-5,8,11,14,17,20,23,26-0ctaoxa-29-
azatetrapentaconta-39,41-diyn-1-oic acid (24)

23

Chemical Formula: Cs7HgiNO13S
Molecular weight: 900.21 g/mol

To a solution of amphiphile 23 (80 mg; 0.11 mmol; 1 eq) in 0.5 mL of anhydrous
dichloromethane are added DMPA (7 mg; 0.06 mmol; 0.5 eq) and S-acetylmercaptosuccinic
anhydride (58 mg; 0.33 mmol; 3 eq). The mixture is stirred 14h at room temperature and
diluted with dichloromethane (2 mL). 2 mL of a solution of hydrochloric acid 1N are then
added and the aqueous layer is extracted three times with DCM (2 mL). The combined
organic layers are dried over Na,SO, and concentrated under vacuum. The crude product is
purified by flash column chromatography eluted with MeOH/CHCI; (4/96, v/v) to afford the

compound 24 as a transparent oil (46mg, 46%).

RMN'H &(ppm) (CDCls, 400MHz): 0.85(t, 3H;, J=6.8Hz), 1.21-1.58(m, 32H,.), 2.14-
2.22(m, 6Hsg.10), 2.33(S, 3Hz3), 2.87(d, 2Hy J=6.4Hz), 3.40-3.43(m, 2Hy,), 3.52-3.70(m,
28H13.14.15.16), 4.19-4.35(m, 2H17), 4.54(t, 1H10, J=6.4Hz), 6.42(sb, 1Hyn).

RMN®C §(ppm) (CDCl;, 100MHz): 14.1(C;); 19.2(Csg)-22.7-25.7-28.4-28.4-28.8-28.9-
29.0-29.1-29.2-29.3-29.4-29.5-29.6-29.6-29.7-29.7-31.9-36.6(C,.9)-37.0(C10)-39.2(C12)-
30.1(C23)-42.0(C10)-65.3(C17)-65.4(Cs.6)-68.7(C15)-70.0-70.2-70.4-70.4-70.5-70.5-70.6-70.6-
70.8-76.7-77.0-77.3(C13-14-15)-77.5(C4)- 77.6.(C7).

Rf: 0.29 (MeOH/CHCI;: 4/96).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 901.4.
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Synthesis of 28-0x0-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxa-27-azadopentaconta-37,39-diyn-1-oic
acid (25)

2

o
9 12 15 16
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Chemical Formula: C43H77NO1;
Molecular weight: 784.07 g/mol

To a suspension of NaH (50 mg; 2.07 mmol; 3 eq) in anhydrous THF (3 mL), is added
bromoacetic acid (144 mg; 1.03 mmol; 1.5 eq) at 0°C. The reaction was stirred 30 min at
room temperature and a solution of 23 (500 mg; 0.69 mmol; 1 eq) in anhydrous DMF (3 mL)
is added at 0°C. The mixture is stirred 14h at room temperature, then diluted with 10 mL of a
solution of HCI 1N and extracted three times with ethyl acetate (5mL). The combined organic
layers are washed with 30 mL of a saturated solution of NH.CI, dried over Na,SO, and
concentrated under vacuum. The residue was purified by flash chromatography eluted with
MeOH/CHCI; (8/92, v/v) to afford 25 as a white solid (168 mg, 54%).

RMN'H §(ppm) (CDCls, 300MHz): 0.84(t,3H, J=6.9Hz), 1.17-1.48(m, 32H2.), 2.12-2.21(m,
6H3..10), 3.26(sb, 1Hon), 3.38(m, 2H1), 3.41-3.67(m, 30Hi131415), 2.69(s, His),6.58(sb,
1HnH).

RMN®C §(ppm) (CDClz, 75MHz): 14.3(C1)-19.4(C3.5)-22.9-25.9-28.5-29.0-29.0-29.1-29.3-
29.4-29.5-29.6-29.8-32.1(C2.9)-36.8(C10)-39.2(C12)-65.4(Cs)-65.5(Cs)-69.4(C16)-69.8-69.9-
70.1-70.2-70.3-70.5-70.6-70.8(C13-14-15)-77.5(Ca)-77.7(C7)-173.6(C11)-175.4(C17).

IR: v (cm™) 3304 (OH), 2918 (CH, vib.asym), 2848 (CH vib.sym), 1637 (C=0), 1464, 1347.
Rf = 0.34 (MeOH/CHCl5: 8/92).

SM (ESI) m/z: [M-H] = 783.1.
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Synthesis of dimethyl pentacosa-10,12-diyn-1-ylmalonate (28)

(0]
2 " /13
. 20
Chemical Formula: CsoHsq04 As 11 N
1 — — 14
Molecular weight: 474.72 g/mol 0 4 5 6 7 8 110 I

To a suspension of sodium hydride (119 mg; 2.96 mmol; 1.3 eq) in anhydrous THF (12 mL),
is added dimethyl malonate (339 uL; 2.96 mmol; 1.3 eq). The solution is stirred one hour at
room temperature to activate the malonate. Then, a solution of pentacosa-10,12-diynyl
methanesulfonate 2 (1 g; 2.28 mmol; 1 eq) and TBAI (126 mg; 0.34 mmol; 0,1 eq) in
anhydrous THF (12 mL) are added. The mixture is refluxed 24h, diluted with 50 mL of a
solution of hydrochloric acid 1N and extracted two times with ethyl acetate (50 ml). The
combined organic layers are dried over Na,SO,4 and concentrated. The residue is then purified
by flash chromatography eluted with CHCI3/CyHex (20/80, v/v) to afford 28 as a yellow oil
(986 mg, 76%).

RMN'H 3(ppm) (CDCls, 300MHz): 0.85(t, 3Hi, J=6.0Hz), 1.22-1.80(m, 34H..), 1.78-
1.89(m, 2H10), 2.20(t, 4Ha.5, J=6.8Hz), 3.32(t, 1Hy1, J=5.2Hz), 3.37(S, 6H13.14).

RMN®C 3(ppm) (CDCls, 300MHz): 14.3(Cy); 19.4(Css); 22.9-27.5-28.6-28.6-29.0-29.1-
29.1-29.2-29.3-29.6-29.4-29.4-29.5-29.6-29.7-29.8-29.9-32.1(Cy.9)-51.9(C11)-52.6(C13.14)-
65.4-65.5(Cs.6)-77.8(C4.7)-170.2(C12.15).

IR: 2925 (CH, vib.asym), 2854 (CH, vib.sym), 1756 (C=0), 1739 (C=0), 1463, 1434, 1197.
Rf = 0.28 (CHCIy/CyHex: 20/80).

SM (ESI) m/z: [M+H]* = 475.3.
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Synthesis of pentacosa-10,12-diyn-1-ylmalonic acid (Al)

(0]
2 9 11
Chemical Formula: CgHsc04 Jo o oH
1 — —
Molecular weight: 446.66 g/mol 0 4 5 6 7 8 710
(0]

To a solution of 28 (200 mg; 0.42 mmol; 1 eq) in a mixture of THF/MeOH (1.5 mL/1.2 mL),
is added a solution of LiOH 1M (1.3 mL; 1.3 mmol; 3 eq). The solution is stirred at room
temperature 14h, diluted with 10 mL of a solution of hydrochloric acid 1N and extracted three
times with ethyl acetate (10 mL). The combined organic layers are dried over Na,SO, and

concentrated to give Al as a white pure solid in a quantitative yield (121.5 mg).

RMN'H §(ppm) (THFds, 400MHz): 1.0(t, 3H1, J=6.8Hz), 1.41-1.63(m, 34H,.), 1.92-1.95(m,
2H10), 2.35(t, 4H3g, J=6.8Hz), 3.31(t, 1Hy1, J=7.5Hz).

RMN®C &§(ppm) (THFds, 100MHz): 15.0(C1)-20.2(C3.5)-22.9-28.6-29.1-29.3-29.6-29.7-
29.9-29.7-32.2(C;-9-10)-52.7(C11)-66.9(Cs)-67.0(Cs)-77.9(C4)-78.0(C7)-171.7(C12-13).

IR: v (cm™) 2918 (CH, vib.asym), 2848 (CH; vib.sym), 1704 (C=0), 1465.

Rf = 0.43 (MeOH/CHCl5;: 20/80 + 0,5% acetic acid).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 447.3.

Synthesis of heptacosa-12,14-diynoic acid (29)

2 9

11 OH
Chemical Formula: Cy7H460- 1“3 - %

10 4, 5 6 7 8

Molecular weight: 402.65 g/mol o

To a solution of malonic acid Al (240 mg; 0.54 mmol; 1 eq) in THF (4.3 mL) is added a
solution of HCI in acetic acid (0.1% of concentrated acid; 4.3 mL). The mixture is stirred
under microwaves 21 min at 150°C. Ethyl acetate and water are added and the aqueous layer
is extracted. Combined organic layers are dried over Na,SO,4 and concentrated under vacuum.
The residue is purified over silica eluted with CHCI; to give 29 as a white solid in a

quantitative yield (215 mg).
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RMN'H &(ppm) (CDCls, 300MHz): & 0.86(t, 3H:, J=6.6Hz), 1.24-1.52 (m, 34H,g), 1.57-
1.64(m, 2H10), 2.22(t, 4Hsg, J=6.9Hz), 2.32(t, 2H11, J=7.5H2).

RMN®C §(ppm) (CDCls, 75MHz): & 14.3(C1); 19.4(Csg); 22.9-24.9-28.6-28.6-29.0-29.1-
29.3-29.3-29.4-29.6-29.6-29.7-29.8-29.9-30.0-32.1(C2.9.10)-34.2(C11)-65.5(Cs)-65.5(Ce)-
77.7(C4)-77.8(C7)-179.9(C1y).

IR: v (cm™) 2918 (CH, vib.asym), 2848 (CH, vib.sym), 1721 (C=0); 1467, 1296.

Rf =0.19 (100% chloroform).

SM (ESI) m/z: [M+H]" = 403.4.
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