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INTRODUCTION GENERALE

Nous distinguongraditionnellement deux types de matieres» : la «matiére organique»,

compos@ essentiellementde O Nb 2y S Si RQlFdziNBa Fd2YSa | @S«
FTIOAfSYSyid O2YY8e dtladmbtiréiSorgnitpet. Qepteedergidre famille

comporte les minéraux et les métaux comme le Fer, silicium, le Plombl.etanatériaux

composeés de cette matiere» étaient cans un premiers temps utilisés pour leurs propriétés
mécaniques. Les atériaux organique (plastiques, papier etc.) songlativement souples,
déformables et légers alors que les matériaux inorganicaad plutt lourds, denses et

cassants.

La mise au point de matériaux composigo (0 Sy dza LJ NJ £ QF ad20AF GA2Y
différents (organiqueorganique, inorganigu@®rganique ou inorganiqu&organiqueg ont
O2yRdzA G t fQ200SydA2y RS LINRPLINASGSA YSOFYAJ
verre inorganique(SiQ), par exemple, est utilisée avec des résines thermodurcissables
polyester ou vinylester (partie organique) pour la fabrication de plasdie surf. Ce
matériau permet une bonne résistan@n traction et compressignune faible densité, est

facile a travailler et 3 8 dzZNB f QSGF yYOKSAGIS® 5SS y2YOoNBdzaAS
compositesYF A4 S 06Saz2Ay RS LINPLINASGSA y2dz0St €
domaines industriels, conduisant les scientifigues a proposer de nouveaux types de
matériaux.La limiation des composites traditionnels réside dans keatructuratiors. En
STFSG> Afa az2yd 0O02YL)2asSa RS LX dzZaASdzZNBR Y
macroscopique [ Q200 Sy A2y RS YIFGSNRARIFIdzE | 4aSyYof Sa
nanomeétrique ou moléculdlE LISNXY SGONI A0 RQ200SYANI RS y2dzo¢
f QSESYLX S LINBOSRSyids fI TA06NB RSR@SININGE 3RSdzNpd
NBEO2dz@SNILS LI NI fF NBAAYSS t fQSOKSttS ylLy2YS

a
S ¢

Des matériax composites inorganiques/organiques ddas constituants sont intimement
mélangés & éEhellenanométriqguesont appelésmatériaux hybrides. Les matériaux de ce
type existent déja comme par exemple dilicone,un polyméredQ dzy Hiinéghilsiloxane
compSylyid RS& FG2YSa RS aAfA0Adzyz RS OINb2yS

Mais certaines applicator®Rl ya S R2YFIAyS RS I alryiasSsz RS
requierent des matériauxu les propriétésmécaniques ne suffisent plus. Le matériau doit

étre fonctionnel, c'st-a-dire posséder degropriétés spécifiquescomme biologique ou
physique (hydrophobicité, optique etc.). Pour obted& tels matériauxil est possible de
travailler sur la structuration du matériau et/ou ssacomposition.

11



Une structuration dw' I § SNA F dz £ f QSOKSt S yIy2YSUNRI dzS=

mécaniqus, permet RQF LILJ2 NI SNJ RSa LINPLINASGSa LIKe@AaAl dzS
YEGASNBS STFSO ljdz yiAldzSs SFFSKQAyRiSdEs (S GoOhdRif d
aum G SNRAF dz LISNXYSGO RQFLILIZNISNI RSa LINPLINASGSa R

al (K$§8aS & ekoftax@Ndvise aRobtghdles Matériaux hybrides fonctionnels

grace af Qdzi Af A&l GA 2y .Rdur celi§S miinir&/&ilse bade AeCfipkogha

dite «bottom-up» ou une ou plusieurs briques élémentaire hybrides possédant les
propriétés désiréessont assemblées pour obtenir un matériau nouveau. Ces briques
élémentairessont 02 YLJ2 4 SS& R Qdzy S: unfleptide pdSsédait Hneagtiit dzS
biologiqu& S i paRi@ idoyganique un ou plusieurs groupes siloxanes qui permettent la
liaisonentre les différentes briquest donc la formation du matériauDans la suite de ce
manuscrit, ces synthons hybridesnt appelés« peptides hyhides silylés, et sont utilisés

L2 dzNJ £ Q200GSyidA2y RS LRfe@YSNBA 2dz RS yI y2LI NI
de la santé principalement.

Ce manuscritest composé de quatre chapitres. Le premier chapiédinit les différentes

classes de maSNA I dzE K&@oNARSa Sié f1 &GNFGS3aIAS RQ26
deuxiéme chapitre se concentre sur la mise au point de nanoparticules de silice
fonctionnalisées par les peptides hybrides silylés pour des applications dans la détection de
celules cancéreuses. Le troisieme chapdéeritla mise au point de nanoparticules de silice

poreuses LJ2 dzNJ € QSy Ol LJadz F GA2y S b actifsipoup Ml G A 2y
traitement du cancer. Le quatrieme et dernier chapitdécrit une nouvelle méthode

RQ206 G Sy (A2 yunefhBuveReicldssauliBnerddisilicone peptidique.

12



Chapitre I. Peptides hybrides silylés :
précurseurs de matériaux hybrides par procédé

sol-gel
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I.1. Les matériaux hybrides

Un matériau hybride est un systeme dans lequaxistent a la fois une partie organique et

une partie inorganigue. La nature hybride (organique/inorganiqie)ces matériaux leur

conférent des propriétés intermédiaires entre le minéral (rigidité, mise en forme, stabilité
GKSNXALdZSX0 SOEAGANRIGWGE ZNPANASGIS OKAYAIldzSs
plus, ces matériaux disposent de nouvelles propriétés qui vorttedd de la simple addition

des propriétés des différents composants. Ces comportements originaux découlent des
interactions des 8 dzE  LJ- NI A S& t LI dzaASdzNB SOKStfSaow [
Ot laasa Sy F2yOiAzy RS fF ylIidNBE RS Ay i SN
les interactions entre les deux phases sont faibles (e.g. Van Der Waals, liaisons hydrogenes,
interactions oniques) le matériau est un hybride de classa tontrario, siles interactions

sont fortes (covalentes ou de coordination) le matériau est caractérisé comme hybride de
classe Il

1.1.1. Hybride de classe |

Les hybrides de classe | sont des nanocomposites. Un nanocomposite est un matériau solide
multiphasé dans lequelau moins une des phases possede une dimension inférieure a
ManyY® | OSGGS SOKStftS> Afta azyid O2yYLI2asa |
2NBF yAljdzS SiG dzyS LIKIF &S YAYSNItSe® [ yI ONB S:
SttS S&d F2NN¥SS LI N dzyS 2dzEll LI2aAdGAz2y NB3Id
soudées par un ciment organiqgue nommée conchyoline composé de protéines et de
polysaccharide® Il existe de nombreux matériaux de classe | synthétiques comme les
matrices lamellaires (double hydroxydes, phosphat®sfes matrices présentent une

structure lamellaireot f QS & LI OS AYGSNI 1 YSEEFANB Sad YI A
Ces matériaux ont la particularité de pouvoir intercaler différentes moléculesrmidatre

f Sa& FSdaatftSdia OS ljdzA LISNXYSO RQSyo@Aaal 3SN) RSa
ionogels font également partie de cette famille de matériflifs sont composés de liquide

ionigue emprisonné dans une matrice, généralun oxyde inorganigue. Les polyméres
interpénétrés organigueforganiques sont égalememonsidéréscomme deshybridesde

classe |I. La méthode de synthése est relativement semblable pour tous les matériaux de
OSGGS OflaasS Si NB dBeadmingrdziand un réseauigihifdl 2 Yy R Qc
moins un des deux réseaux (organique ou inorganique) doit polymériser pour emprisonner

f QlLdziNBod Lf O2y@BASYyld RS y20SNJ ljdzS aAidoit SA& RSc
se faire simultanément pour obtenir un matériaomogeéne.

De tres nombren matériaux hybrides sont obtenus en emprisonnant des molécules
organiques (e.g. molécules amphiphiles, polyméres organiques, principes actifs, protéines
SG4O00 RIya S NBAaASFdz AYy2NHI YAl jdzS F2NX¥S LI NJ
RQ2E& RS eYWBIR)ol M ks dlzmétatomme Si, Tietc) P! La voie sebel (schéma
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1) estfrélf dzSYYSy G dziAf A&ASS L2dzNJ OSGGS LIR2fe@YSNARal
chapitre suivant
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Partie —M/O 0 ‘ o y
Organique O — O/M\
O M — /
Sol-Gel @® o M @O
@ + "MOR) -~ </ e O\‘ M—
o] ‘ N /] "0
/M /'YI ‘/O
O—m
VARN

Schémal: Synthése de matériau hybride de classe 1 par voiegsil
/ SGGS FLYAEES RS YIFGSNAIdz LIRBEFY 1S dzOS BHIDE A yi &
OSNIFAY RSINB RQKSGSNRIASYSAGS t fQSOKSttS Y2
RS4 RSTldzia SO dzy O2YLRNILISYSyYyd ANNBIdz A SN
introduitesne peut pasétre totalement contr6lé, en particulier en fonction du temps et des

conditionsenvironnementales dé (bKde. En effet, les molécules organiques emprisonnées
peuvent étre extraites de la phase inorganiqgue si un solvant les solubilise.

Cette possibilitéle «lavern € ' YF G NAOS Ay 2NBLF YAIldzS LISdzi sidN
partie organique comme«moule» ou comme agent destructuration. Cette méthode
LISNYSG LI N SESYLX S RQ26 i Sy A Bicf.Rp&g@40)Jorsgue LI NI A
RSa F3Syida FT2NX¥Iyd RSa&a YAOSttSa OefAyRNRI dzS
entoure’® Cela peut étre utilis &4 f Q2y RSaAlMgper I mdéBueS y i NX
progressivement dans un milieu liquifé.

1.1.2. Hybride de classe Il

Les hybrides de classe Il possedent des interactions fortes lestieuxphaseslls peuvent

étre répartis en deuxatégories différentesuivant que ces interactiorseient covalentes ou

de coordination.Nous nous focaliserons dans ce travail supdemiére catégorie ou les

liaisons entre la partie organique et inorganique sont covalentes. Ces matériaux sont
principalement préparés pare procédé sebel €f. page 18). lls sont composés

LINAY OALI £t SYSy(i RQ2E&RS YSGlIttAldzS 26 tS YSiGl
lié de maniére caalente au groupement organique.

Lesmatériaux obtenusont appeléORMOCERY (ORganically MOdifieBERami) lorsque

f QSt SYSyid YAYSNIf Sad dzy YSilf j dzSt O2 y lj dzS
spécifiquement des ORMOSI)§ORganically MOdified SlloxaneS) si le métal est le silicium.

Les précurseurs sont de la formeaR> h yo®R estt | LI NOAS 2NHI yAljdzS F2
un groupement organiqué a S> 9 8cBEém®R). OF @
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Sol-Gel
@ Vvor), + nMOR), -

Schéma2: Synthése de matériaux hybrides de classe Il galrgel en utilisant des hybrides mono fonctionnels

{A I LINIHAS 2NBHFIYyAldzS w 620FtS ofSdzdo Said
Tl Aof SanPérWaals,X Ouhe organisation de ces matériaux de classe Il peut étre
200SydzS t f QS OKS exerfiple fids yhatéfiguikyhidiles ldrtelaires oht M

obtenus par auteassemblage de  précurseurs N-(6-aminohexyh3-

aminopropyltrimethoxysilaneia des interactins ioniques$chémag).*?

— o—

;:gc?l-zGel \Ois'i\/\/n\/\/NHz HzN\/\/E\/\/\Siig/

HzN/\/\H/\/\Si(OR')3 3-chauffage \ZOiSi\/\/:\/\/NHZ HZN\/\/:\/\/SE(();/
_8;Ssil\/\/:\/\/::2 :z:\/\/:\/\/j;%_

/O'\/\/\/\/2 2\/\/\/\/'\0\

Schéma3: préparationR Q dzstériau hybride lamellaire par autessemblage

hy LJSdzi S3IFftSYSyid dziAftAaSNI RSa NN OdeMNED dzNE
(Schémad). Dans ce cas, on obtient deponts» formés par la partie organiqueu seindu
matériau™?

Sol-Gel M !
M(OR);—@—M(OR); - _ @ o O

Schémad: Synthése de matériaux hybrides de classe Il pargallen utilisant desybrides di fonctionnels

Bien entendu, quelque soit le type de précurseurs utilisés pour ces matériaux de type
,ilSad S3AFESYSyd LRaarofsS RQdziAf AASNI RSa | 3Sy
L2 dzZNNJF S GSNJ LI NI £+ @F3S 2dz OFft OAYylF A2y d hy
nanométrique, de la méme maniere que pour les matériaux de classe I.

Nous vewns de détailler la synthése des hybrides de clasparlsynthése directe
maisilestS3l t SYSy i L}2aaAroftS RS tSa 206G§SyANI LI NJ 3
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apres la formation du matériau inorganique en utilisant des méthodes de greffage qut ser
détailléespage4?2 (Figurel).

HO OH

- —M(OR')
M(OR')4 Sol-Gel _ oH . 3

Figurel: Obtention de matériau hybride deype Il par greffage covalent d'un précurseur hybride

|.2. Le procéde sol-gel

Découvert durant le 19" siécle par Ebelman et Graham lors de leurs études sur la
O2yBSNEAZ2Y Sy @GSNNBE a2f A RBmMiGSce prérédd perriet laa A £ A O
synthése de matériaux inorganiques par des réactions chimiques simples, dans des
conditions douces, a des températures proches ddelmpérature ambiante dans des

solvants aqueu®?/ & LINP OSRS S&aid ol &S & dzNdarigOesidé tydeA & | (0 A 2
I f O2E&@RSa&a YSil ft Al,deQvest ulRrBétaf(Si, Ml Tz Z6 V, S, Bey Mo,
SGOd0 SiG wQ dzy 3IANER dzLIS Y S yHin. A &NB&talle pjusasiliséd poir € £ S F
ce procédeé reste Isilicium. Ereffet, le siliciumed le métal le plus abondant de la croute

0§ SNNBadNB Si f Sa selidéndaNEeS deiBEnipulert dabilen@ it
contrairement aux autres précurseurs métalliques qui dmducoupplus sensibles

[ QS dz Sad dziAft AasSS O mafspbut dgBementiserir dRdolyaat si@sS LINE
précurseurs utilisés sont solulsleen phase aqueuse. Dans la majorité des cas, les
précurseurs sont insolubles et umélange alcooleau est utilisé pour des raisons de
solubilité.

Entre la solution de départ dé solide final, on passe par des étapes intermédiaires ou se

forme une solution colloidale appeléelecsoin ® / S &2t @ Sy adzAidS 3ISt
procédésolgel. Nous nous focaliserons donc ici sur le procédgeaidiydrolytique mettant

en jeudes précurseurs silylés que nous avons utilisé dans ce travail de these.

18



. . HZO [ . . C__D\
° __s|e g
® ® Catalyseur ¢ ® ¢ 3,
o0 ® 0 o
wn
® Solvant o
adohwQo Ox o 0
P%XexXe S
o @
\° °® )

Transition
SolGel

Ox o o
o ® @
P ]
o o o
o @
P Synérése @
Produit Final Xerogel ® l @
Traitement ) ®
: Séchage @)
thermique o
q ¢ o %
(9]
o0 °
( e /

Schémab: Bapesélémentaires du procédéol-gel

[ RSTAYAGAZ2Y RQdzy &2t Said dzyS olysniteloNB A 2Y
polymeNB a0 | dz AaSAY RQdzy fAldZARS® / S& LI NIAOdzZ S:
mouvement brownien qui les maintient en suspension et sont principalement soumises aux

forcesRQAY GSNF OGA2y RS Iy RSN 2FIf&a SiG St SOUGNE

Un gel correspond a un séau tridimensionnel interconnecté au sein duquel le solvant est

piégé dans des pores. En fonction de la structure du réseau fdem@el peut prendre

différentes nominations Si le réseau est constitué de particules colloidales de taille
importantes onLJ- N S RS 73St O2tt20RIftn GlFYyRAA |jdzS &
parle de «gel polymériquesrigure2). La structure de ce gel peut étretdéminée par les
parameétres expérimentaux qui seront détadigar la suite.
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@ s 5

Gel colloide Gel polymériqu

Figure2: Structure d'un getolloidalou polymérique.

Le procédé sefel passe donc par plusieurs étapes élémentaires qui font intervenir des

NEI OliA2ya RQK&RNERf aLANSS CRIaNBRSSIZND 2Ryt § yORIERARSY RRES
F2NXIFGA2Y RQdzy a2f Sy LINBaSyOS Rdagmail G & a
Ainsi des oligméres inorganiques de tailleanométriquesd 2 y it 20 G Sy dza LldzA & &
pour former des polyméres de taille supérieure 4401 Ny YO ® / S& RSNY A SNH
F2NX¥Syid RSa O2tft20RSa RS 1jdzStljdzSa YAONRYS (NJ
solution visqueuse puis a un gel. La densification du gel induite par des réactions de
réticulation conduit au rétrécissement de la porosité &t @ S E LJdzf a A 2y RQdzy S LJ |
Af aQlF3AlG [RES EIO0KIBHYS NESNMS (G Sy & didéiad airRideS t A YAy
porosité pour obtenir un xérogel. Le séchage @n parameétre important a contrér car il

entraine un rétrécissement du volume du gell dux forces capillairest peut conduire a

une fracturation. Le matériau obtenu peut subir un traitemé¢hermique afin deconsolider

sa structure Ce procédé est aussi appelé vieilissement. En effet, méme en absence de
solvant, le matériau peut continuer a évoluer via la formation de nouvelles liais@sada

présence de fonctiosréactives résiduelles entrainant une densification du matériau.

b2dza Ftf2ya t LINBaSyd RSGFAffSNI £fSa RSdzE LIND
et dela condensation au moment de la formation du sol de précurseurs silylés.

1.2.1. Hydrolyse

Cette réaction consiste em formation de groupements silanols 3iH) par hydrolyse des
groupements alcoxydes (Biw QU0 06 Sljdzr GA2Yy MO

(OR);—Si-OR' + H,0 ——  » (OR);-Si-OH + R-OH (1)

5 y & afpR %dettz hydrolyse est lente voire nulle mais elle peut étre catalySadon
les conditions de catalyse (acide, basiqueyodzOf S2 LIKAf Susx I @AaaSaas
moins grand€Figure3).

i. Catalyse acide

Dans le cas de la catalyse acide, un groupe alcoxyde, pam@ntharge partielle négative
est facilement protoné. La densité électronique du centnétallique estalorsdiminuée ce
qui le rend plus électrophileDe plus,a protonation augmente le caractére nucléofuge du

20



groupe partantalcool (ROH)Au niveaucinétique, le transfert de protonentre le groupe

SYyiuNlyid Sié €S ANRBdzZIS LI NIty
est élevée (Equation 2).
H o H
RO RO
l H* l H
Si——OR ——>» Si——0* —
RO~ RO~ ‘ R
OR i OR ]

i. Catalyse basique

[ @AGSaasS RQKeRNRteasS Sai
biomoléculaire §2-{ A0 @A f QF G4 |j dzS
sliciumt YSyFyd & fI

3t260FtS ysS3alaaads
0 w §5i061 (Equation 3).

yQSaild L) dza ySOS
(RO),Si-OH
+
ROH )
+
H+
LI dZaud mécansmeS |j dzQ

7

H.
o- — -—
RO RO )
‘ RO, | (RO);Si-OH
S——O0R —» "Si——OH > +
— —
RO RO ‘ RO
OR L OR J RO + H,0 OH" + ROH
i. Catalyse par les ions fluorures
Dans les sefl S f AAf AOAdzYE f Sa

RS
0

Ft dz2 NXK& RNA |j dzS | CO 2dz f Sa
les bases.
F- — —
R'O R'O B R’
RO,, l H,O RO,
Si——OR ——» Si——F >
RO ‘ R'O/ ‘ R'O/
OR' OR' (
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~ A~ oA

OF 41 tf &8 &aSdzNE&

+ ROH + F

y dzOf & 28ANK X QO3 (R Y&y
F 2 NXY I (A 2cgordRri@ pagsédany iné chir@R A | A N.
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[ QXidireestdeli  Af €S AAYAELFANB t fQA2Yy Ke@RNRES&
RQFdzZZYSYGSN) £ O22NRAYIFGA2Y Rdz aAf AOAdzY | dz
transition hypervalent.

[ QAMlgoyure, F GG+ 1jdzS € QlFG2YS RS  ait p2Cbuz¥orm& uh  dzy )
intermédiaire pentavalent chargé négativementqui devient hexavalentapres addition

RQdzyS Y2t S0OdzZ S RQSIFdzd [ S RSLI NI Rdz INRdzLISYSYyY
f Q84 LI9BC8HS  wQh

V hydrolyse

1,5-2

Figure3: Vitesse d'hydrolysécourbe rougg et decondensation ¢ourbe verte du tetraethylorthosilicate(TEOS) en
fonction du pHdans I'eau

[.2.2. La condensation

Cette étape permet la formation des groupements siloxanesO(Si) par réaction de
condensation qui peuvent avoir lieu soit entre les groupements hydroxyles et alcoxydes (on

LI NXS Fft2NAR RQIFItO2E2f | GA2y 03X a2Al oxBlgfionNBE I NP
Les sous produits de ces réactions saspectivement QI f 022t SiG f QS| dzo

(OR),—S-OH + (OR),—Si-OR _acoxolation - o —Si.0-Si—(OR); + ROH

(OR);—Si-OH + (OR');—Si-OH _oxolation (OR');—Si-O-Si—(OR"); + H,0
/I 2YYS L}RdzNJ f QK@ RNRf@asSs tF ylFaddzNE RS tF OF Gl

i. Catalyse acide

H
H* + (OR)-Si-OR ——»=  (OR);=Si-O"
R

H
(OR);=SI-OH +  (OR);~Si-0' ———» (OR);~SiO-Si—(RO); + ROH + H*
R
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i. Catalyse basiqgue

(OR);-Si-OH + OH ——— = (OR);~-Si-O" + H,0

(OR");—Si-O" + (OR');—Si-OR

(OR");—Si-O-Si—(R'O); + RO

En milieu basique, on favorise la formationgianolates (SD) qui présentent un caractere
nucléophile plus important que les silanols. La condensation est donc favorisée en milieu
basique.

La condensation peut également étre catalysée par des nucléoputemeles fluorures

f QA grébente une forte affinité avec le silicium auquel il se coordonne facilement. En effet

f QF yad®ywsS Cil Af £ S LINR@ KIEctroRégatifitdplug gfande Ique ce dernier,

OS ljdzA fdzA LISNX¥SG RQIFdzZAYSYGSNI fI O22NRAYIl yOS
former des especes plus réactives-aigis des groupements silanols (équation 5).

-
HO i HO 1 i HO OH |
‘ HO,, ‘ Si(OH), HO,,, \ (F ‘
S——OH ——> Si—F > sl si—oOH
A
HO/’ HO/‘ HO/’ \?+)
OH L OH ] (oU OH

(5)  (HO)3Si-O-Si(OH); + H,O0 + F

La catalyse joue un OLINB LI2 Y RSNI y i adzNJ £ S& NBIFIOGA2ya RC

exempledzy LI | OARS AYyRdzZA (G dzyS @OA0SadaS RQKERNERT
pluslenteO2 Yy U NF ANBYSY (G t dzy LI ol aAljdzS® ! AYyaAS dz
la aoissance du réseau et conduit & umed polymérique> Figure20 @ ! v (| dzE RQK&

faible (pH basique) favorise plutét la nucléation et conduit a ugekcolloidal». Mais

RQI dzi NBa LJ NI Y$§ (i NEB A& : langtir&duprécBryeyr Sse concénitdtidnSay Sy (i
YIGdzZNBE Rdz a2t gl yiasz ,04Si)Nildidpéidiure RED KafRMides ¢ 3 S 0
nombreux parameétres A f Said LRraaroftS RQ20GSYANI RS {1
complétements différentes. Des monolithes de silice sous forme de gelrédeses, des

solutions colloidales stables ou encore des nanopatrticules peuvent étrewbpar sohel.

{S RSNRdz I yd RFEya fQSlIdzx t (GSYLISNI G§dzZNB | Y«
chemoglectives le procédé sogel est doncLJF NF F A 0 SYSyd FRFLIGS L2 dzN
matériaux hybrides contenant deBiomolécules.Nous avonschoisi de nous intéresser
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particulierement aux peptides qui possedent de tres nombreuses propriétés biologiques
(ligands, substratR Q S y §, &td) 8n mettant au point des peptides hybrides silylés. Ces
précurseurshybrides seront utilisés pour concevales hybrides de classe Il par le procédé
solgel.

1.2.3. Application des matériaux hybrides bio-
organiques obtenus par sol-gel

[ QdzG At A &l (A 2g¢ (néttindd R «eSt RoBC uae2vbie trés prometteuse pour

obtenir des matériaux hybrides possédant da®opriétés et des formes nouvelles. Des
matériaux obtenus par sael sont déja utilisés dans beaucoup de domaines comme le
textile™®, la constructioft”, la micro électroniqué® ou microoptique, les revétements anti
salissure$' ou hyperhydrophobB”s Y| A& S3I t SYSyid RlIya €S R2Yl
cellules solaires flexiblEd et les batterie¥?. Le domaine de la santé est une autre
applicationR QF Sy ANJ LI2dzNJ £ S& YIF GSNALI dzE KE@oNARSas ¢
peut étre modulée. Dans ce context@us pouvons nouposer la question suivanteestil
L1I2aaA0ftS RQdziAt AaSNI) dzyS o0A2Y2f SOdzit-8lle ®2VYYS L
LINRPLINASGSa& |dz AaSAY Rdz YFOSNRARFdzK /SGdGS 1jdzSa
derniéres année&Y Nous allons détailler les principales applications de la littérature.

[ QA Yy 3 GsygulkaieNJpdBibut de stimuler la régénération de tissus déficients ou de créer

des substituts de tissus fonctionnels qui pourront étre implant€glaimplique souvent

f QSyasSyYSyOSYSyid RS OSffdz Sa RIofsde Rgpart pdr G NRA OS
f QF RKSaAz2ys>s I ONRAaalyOS SO Soeymaikést SYSy
hybrides polyvinytalcool/silicé?®, silice/collagéne¢hitosané®”, hydroxy apatite/PLGZR,

sont en voie deléveloppement pour ces applications.

Les nanoparticules obtenues par g@l constituent une classe trés étudiée de nano objets

pour le ciblage et la délivrance de principe actifs. Leur fonctionnalisation en surface par des
biomolécules comme des peptides, des polysaccharides ou des anticEypmient
LISNXY¥SUGGNBE RQFYSEA2NBNI RS YIYASNE &aA3IyATAaol
AYLRNIOFYGS TSN tQ202Si4 RIpdzy OKF LA GNB t LI NI

Lesmatériaux hybrides se développent aussi en tant bigsenseur$® L f  sadverdde

proposer des dispositifs pour détecter ou de mesurer un signal généré par un parametre
biologique.Nous pouvongiter par exemple la mesure de glucose sanguin témoignant de la

3t eO0SYASD® !y 0A2aSyaSdzaNI LISNX¥SG RS eRkRgi@SOiSN
ddzNF I OS 2dz I Y2RAFAOIFIGA2Y RS OSGGS adz2NFI OS
du senseur peut étrfonctionnalisée par des enzyml@ des anticorps, des peptides, de

f Q1”8 du autres micro organismes pointeragir et permettre la détection de trés faibles
R2aSa RS OSNIIAySa Y2tSOdzZ Sad [ Qél dvé@ded f A al
matrices inorganiquds*%3! qui présentent certains avantages comme une bonneitéb
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meécanique, thermique etchimique. Parexemple il a été montrélj dzQ A € Sald LJ2 a
ROAYY20Af A&aSNI f I 3t oedizel & sicémERdtrachréeUtyea dzy S
conservant son activité biologiqf®' 5 QI dzi NB3 & Syl &vysSa O02YYS f Ql yK
encore la cholestérol oxydase ontééitmmobilisées avec succés par voie-gel®? Des
métalloprotéines (myoglobine, cytochrome c) ont également été immoledigar sotgel

pour obtenir des biosenseurs optigsisensibles a certaines molécaleomme & monoxyde

RQIT 2GS 2dz £S YEipans eeRdd RS xadpléxiich iveabe substrat

qui induit une modification qui peut &tre suivie par des méthodes spectroscopltfies.

Commenous venongle le vor, la chimiesol-gel permet lasynthese de nombreux matériaux

hybrides car ce procédé met en jeux des conditions relativement douces (température,
LINS&daA2yT LI O LINFFEAGSYSYy(d O2dgrandegammé 83 | O3S (
molécules organiques. Dans la suite de ce manuscrit nous intéresserons a la mise au

point de matériaux hybride de type Il par sol gel incorporant des peptides comme
biomolécules. Nous allons maintenant détailler la synthesgegtides hybridessilylésqui
constitueront lesbriques de base pour la formatiate matériaux hybrides.

|.3. Synthese de peptides hybrides silylés

Un peptide contient de nombreuses fonctions chimigpestées notamment par les chaines
latérales SG  OSNIFAYyS&d RQSY(UNB StftSa az2yid loazfc
propriétés biologiquesPour obtenir des matériaux hybrides de classentlus devons

ajouter un groupement silane au peptideous nous sommedonc attachés adévelopper

des méthods de synthese pour obtenir différents types de peptides hybr{&egured).

Peptide-Si(OR); Peptide-SiMe,CI

Figure4: Peptidessilylés

1.3.1. Méthodes de silylation

Dans ce paragraphe nous allons détailler les principales méthodes connues pour
fonctionnaliser une molécule par un groupement silaneySiX G 2 dzi Sy YSG Gl yi
celles qui sont le plus adaptées pour la mise au point de peptide silylé.

Une des méthodes pour obtenir un organo sildfemet en réaction un chlorure
tiaf O2E@&Af I YS RS OFRMNEzZ R SEf QANEh WAXOND | @SO  dzy
LINBa Sy OS R QdzBuld daBs-dgszdnditioris anBydreSohémas).

Br t BulLi Si(OR')3
©/ CISl OR);

R'= Me, Et

Schémab: réaction de lithiation
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La réaction met en jeux un échange lithWbtN2 YS @A | T 2-INdieh suiviz y R Qc
par une attaque nucléophile sur lehlorure de trialcoxysilane.Cette réaction peut
également se faire avec des organomagnésiens.

Ce genre de réaction @éja été utilisée sudespeptides protégéd®s Y I A& f QdziAf A &l
. dzl Ay QS a ible abcldes d@brdudiesifonctions réactives présentes sur un peptide
déprotége.

[ NBI OGAz2y PRex ankN&hdde iégalerheiit soBrgmment utilisée pour
obtenir des organosilanes. EIFS N Si R QA y i NP R dzA; NI8 unda¢enedp® dzLJS Y
FOUA2Y RQdzy RKSRNRPBBAEASYSSORQdAzy OF G f #WREBHZNI Y S i
etc.)(Schéma).
HSIX3 .
RX > RNSXs X = Cl, OMe, OEt, OiPr, ...
Cat

Cat = Pd/C, Pt, (PhsP)3RhCI,(PhsP)sPtCl,

Schémar: réaction d'hydrosilylation
[ OK@RNR AAT &€ | (0 pedtyse derauler e priesbrodl de®d $ainSsiilatérales des
LISLIGARSA ljdzA yS LI2&dasSRSyd LI a ylFddaNBffSYSyd
la synthése de peptidehybrides, un groupement alcen@eut étre rajouté. | est possible
ROAYUNRRdAZANB RS&a | OARS&a FYAyYySa y2y yI (dz2NBf a
fraGSNIES 0O2YYS f QF ff & hous oudcdsimétBed a prdfith SINY | (0 A €
ANRdzLISYSY G LINPGSOGSdzNI Ayal (dz2NE rouemeéally QF £ f & f
tous deuxclassiqguement utilisés en synthése peptidique pour protéger les amines et les
acides carboxyliques respectivement. EnfiresiLJ)2 8 8 A0t S RQA Y (G NB RdzA NB
O02G4S b 2dz / GSN¥YAYLI Tt | @uQinefEgureb)Ql OARS |t &f Al

o e O H
NJ\HWN\)LHWOH HZN/YN\)LHWN\/\
@) @) O @)

a b

H Q H Q H Q
HZN/\H/N\QLH/\H/OH HZN/\H/N\Q:E{/\”/OH HZNwNi”/ﬁ}/OH
O o] o] o] ] O
’ o]
o]
HN. O~ =/
bl

o)

c d e

Figure5: Peptides présentant une insaturation: ajia I'acide allylique, b) via l'allyl amine, c) via Il'allyl glycine, d) via
lalloc, e) viaf Q S allyligueNJ
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Il existe également de nombreux précurseurs silylés disponibles dans le commerce
présentant une fonction réactive.esdeuxexemples cdessous ant les plus intéressasten
@dzS RQdzy O2 dzL) | SEEEMB)FS O dzy LISLIGARS 0

O«
SN si(0EY), 2N Si(OEDs

ICPTES APTES

SchémaB: Précurseurs silylés utilisés pour l@uplage avec un peptide

[ Q!I't ¢9{ LISdzi sONB dziAfA&S LI2dzNJ £ F2yOliAzy
fonction acide sur le peptide ce qui contraint les autres acides et les autres fonctions
nucléophiles (amines primaires) a étre protégés. Au contraig@cyanatpropyl triethoxy

silane (ICPTESréagt sélectivement sur les fonctions amines et est donc plus direct

R Qdzi A fj XiZ5| { APnyfeffedbgaucoup depeptides présentent une fonction amine

ibreen NGO SNXYAYLFE® {A OSGGS T2y O epapyecu 3 ally §oit y QS &
SUNBE O2yaSNIISS LJ2 dzNJ Y, ke jorctoy e $ugplérOenthigeti S 0 A 2
SGNB FIOAfSYSYld AYUNRRAAGS LI N | 22dadn- RQdzy S
protéinogénigue possédantng amine sur sa chairlatérale

1.3.1. Généralité sur la synthese de peptides hybrides

silylés
Trois applications principales des peptides hybrides sont décrites dans ce travail de
these(Figure6): la conceptiorde nanoparticules de silices multifonctionnelles (Chapitre 1),
la synthése de coquesur des nanoparticules poreuses pour la libération de principe actif
(Chapitre 1) et la synthese de diméres et polymeres hybrmgsidiguesanalogues de
polydiméi K&t aAf 2El ySa o6/ KILAGNE Lz0d 9y F2yOiGAz
peptidiques posséderont une fonction SipB# ou Si(OEf) Ainsi, les peptides hybrides
triethoxysilanes ont été essentiellement utilisés pdarfonctionnalisation (en surface ou
RFya €S OdzdzND RS& ylIy2L) NIAOdzZ Sa RS aAtAo0So
été utilisés pour la mise au point de dimére et de polymere silicone peptidique mais ont été
également évalués pour la fonctinalisation de nanoparticules.
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Nanoparticules ||
Multifonctionnelles Coques Polymeres Dimeres
Chapitre Il Chapitre lll Chapitre IV Chapitre 1V

Figure6: Applications des peptides hybrides silylés

La synthese peptidique sur support a été utilisée pour préparer les précurseurs peptidiques.

5S YIFIYASNBE 3ISYSNIfSs GcybthétisEdSudumlirkéZhloroThlgfal S NB (
trityl ou Rink amide sur des billes polystyréne puis le groupement silylé a été introduit sur

une amine primaire libre.

9y OS ljdza O2yOSNYyS fSa& LISLIWARSAE (GNRIFftR2E@aACf
peptide en solution libéré aprés le clivage de la résine. La fonction isocyanate réagit sur la
fonction amine du peptide pour générer un lien ur&ehéma). Cette réaction peut se faire

dans de nombreux solvants mais le DMF a été choisi pour des raisons de solubilité des
LISLIWGARS&ED [ LINBaSyOS RQdzy SEOsa RS ol asSs S
de la basicité du milieu afin que fanction amine ne soit pas sous la forme protonée. En

effet, les peptides utilisés ont été préalablement purifggg HPLC préparative et isolés sous

forme de sels de TFA.

R R
0 " of W on O° H of
HzN\(U\N N\ﬁN o ICPTES . (RO)asiv\/N\H/NfLN kaN OH
H H H H
o ol o
R, Ry, © R, Ry °

Schémad: Mono-fonctionnalisation d'un peptide par I'€TES.

[ LINAYOALI S fTAYAGIOA2Y RS OSGGS YSGK2RS NE
plusieurs fonctions amines. Dans ce cassthécessaire de conserver toutes les amigas
nous ne désirons paF 2y QUA2y Yyl AaSNJ | SO fQL/t ¢9{ a2
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asSt SOGABSYSyi asa LINE G SOGA2Ya I LINB a f I T
al f KSdzNBdzaSYSyid S 3INR dzLISavBFAIG  GINBS NBO 2 ER BX £
aSyaarofsS t f QKeRMNHEE AB®dzyb 20INIYAYBYYGSY i | dz ¢ C¢
couramment utilisés pour oter les protections des chaines latérales ou cliver un peptide de la
NEaAyS> 2dz t2NA RS I RSLINRGSOUAZ2Y RQdzy 3INERc
bloc hybride commencet & QK& RNRf&@aSNJ SiG t O2yRSyaSNJ
multimériques et insolubles. Une solution possible est de conserver les groupements
protecteurs, de conduire la synthése du matériau hybride avec le peptide hybride protége,

LJdzA & R Q%Y S Ndaidés & fotrakit®riidth&@iériau2 Gette approche a été utilisée par

notre équipe pour la préparation de lamde verreantibactérienned®®

Dans la suite de ce travaila Q &v@@A y i SNBaal yi RQ2 ogihdégdedpeRSa O3z
O hyBfR{ A 0hLd2QaNI f Q2 6 (0 Sy & hybrifes RS2 N NISS NB tedathes @ dzS
applications.Dans ce cas, deux (ou plusieurs) fonctions amine ont été modifiées en méme
GSYLJA LJ (SéhémalD)/ t ¢ 9 {

(RO)3S|/\/\N

NH,
R
oRe y o ICPTES -
HyN N N N OH
H H (RO) 3SI\/\/N
¢} (e} \ﬂ/

Schémal0: Bifonctionnalisation d'un peptide par I'N'CPTES etdt etsurle NeRQdzy S OKlny S f+FGiSNI S R

Les peptides hybrides dimethyl chlorosilanes ont été obtenus avec

f QAEA208 1 yIFG2LINRPLIRf RAYSUKE2 He® KybadbsR anth dtél wfilBés 6 L / t -
RdzN} yid OSGGS (GKsAaS L2dzNJ ft Q200SyidAz2y RS RAY:
O2y iGN} ANB RS& KeoNARSa (NAIFf{12Eeées fSa LISLI7
LI23a4A8RSY(d [jdzQdzyS aSdnSLISEGONR 272 NOERWRIf dzd@ dzyp $ ¢
AaAf2ElySod [S§& O2yRAGAZ2Y& RS NBIHETBTES Ynefo f QL /
introduit sur le peptide, le groupe dimethylchlorosilane est plus facile a manipuler que le
trialcoxy et ne conduitpas alaNdy' I G A2y RQS&aL}Bs O0Sa Ydzf GAYSNRI dzS
RS RSLINRPGISOOA2Y RS OKIFIAYS tFGSNYIfSa dnz YsYS
étre introduit sur supportsolide et sur un peptide protége.

De maniere générale, les peptides hybrides or# éonservéset stockés de la méme

maniére quef Q! gcted-dire sous atmosphére inerté 20°Cett. £ QF 6 NA RS f QK
aQlF3IAG RQSOAGSNI (2dziS NBI OG A 2cynduirh@it & RIBER £ & 4 S
matériaux condensés inutilisables.
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Chapitre Il. Nanoparticules de silice pour
| 6i magerie et | e traiten

cancéereuses
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II.L1. Physico-chimie des nanoparticules

Les nanotechnologies appliquées aux sciences du vivant est un domaine de recherche
particulierementdynamique®?9y STFFSGE Af a8 aAaiddzsS t fQAYGS
la biologie, la physique et la chimie. Le travail a la frontiére dele@sdtiques stimule de
nombreuses innovations. La conception de nanoparticules illustre parfaitement ceci. Les
nanoparticules incarnent la version moderne desiagic bullets> imaginées au début du

XXM sigcle par le médecin allemand Paul Ehfifbet permettent & présent de véhiculer un

agent de contraste ou de délivrer sélectivement un principe detifs les cellules cibles.

Apres avoir donné une définition desnoparticules, nous présenterons leurs avantages
FAYyaA [jdzS €Sa | LIX AOFGA2ya S yiméesdseedspifeux L2 dzNJ |
principaux types et aux différentes générations de nanoparticules. Enfin, il présente des
exemples de nanopartices approuvées pour un usage clinique thérapeutique ou
diagnostique.

11.1.1. Définition des nanoparticules

''yS YyIEYy2LI NIAOdz S Sad dzy |aasSvyoftl3aS RS jdzsSt
formant un objet dont au moins une dimension est comprise entre 10 am. Cette

définition exclut donc les objets dont la plus petite dimension est comprise entre 100 et

1000 nm. Ces particules, bien que de taille nanométrique, sont désignées comme
submicrométriques*

A titre de comparaison avec les structures organiques naturelles, les nanoparticules se
situent principalement dans la gamme de taille correspondant aux preséFigure?).

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules

‘\"}'J"- v""*“";ﬁ'plr

2 Steink \ y P 4
ol Ll das
o> S - Z
- L W-“i .
wq J

R R R R R IR AT I N |
1A 1 nm 10 nm 100 nm 1um 10 pm 100 pm

Figure7 : Gamme de tailles des nanoparticules comparée a celles des principales structures chimigbiedogiques
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11.1.2. Les différentes nanoparticules

Cette RSTAYAGAZ2Y 0O &dSS &dzNJ f-dvis delld dorhpBsitioh @S éed LI a
particules. Il existe ainsi une grande variété de nanoparticules allant des particules
métallique$™ aux liposomeé™, en passant par les naparticules polymériques. Si le choix

Rdz OdzdzNJ RSa LJ NIAOdzZ Sa Said LINAY2NRAFESEZ €S
O2YyRAGAZ2YYS €S OAofF3ASET I LINRPGSOGUAZ2Y Sl QS
nanoparticules est égalementnuparametre déterminant pour le traitement de certaines
pathologies.

[ O2YLIRaAlGA2y Rdz OdzdzNJ RSW N yRISHzNI A Quz8 S &8I 6
organiques ou inorganiques. Nous allons décrire ici les nanoparticules les plus cotffantes.

[1.1.2.1. Les micelles

Les micelles, formées par avtssemblage de molécules amphiphiles, sont des structures de

0 @ LIS -cOnditzNdcore-shell» en anglais) en milieu aqueux. En effet, leur formation

lieu lorsque la concentration en surfactants dans le milieu dépasse une valeur seuil nommeée
«concentration micellaire critiqug 6/ a/ v ® 5Fya OS Ol az t-Sa Y2¢
assemblent pouregrouper leurs parties hydrophobes et exposer en surface uniquement

leurs domaines hydrophiles Figure 8). Les micelles sont donc des systemes
supramoléculaires en équilibre avec les molécules amphiphiles en solution.

Différents types de micelles ont ainsi été obtenues en fonction des surfactailisés. On

peut ainsi citer les micelles a base de phospholipides ou de surfactants composé de
polyéthyléene glycol, mais ce sont celles utilisant des copolyméres a blocs qui concentrent la
plus grande partie de la recherctaztuelle®®*81*7 | es micelles peuvent encapsuler des
Y2t SOdzf S& K& RNER LIKe? @& tilisdes pour adiniSiskzbiddes diddidaments
peu solubles dans les solvants aqueux.

[1.L1.2.2. Les liposomes

Au contraire de lamicelld S&a f ALJ2az2ySa az2yid RSa @SaAilddz Sa
doubles couches concentriqgues de lipides amphiphiles encapsulantéservoir aqueux

(Figure 8). Les lipides les plus couramment utilisés sont les phospholipides ddgétela

polaire possede une charge négative. La taille des liposomes varie entre 30 nm et plusieurs
micrometres.

Ces pdicules sont depuis de hombreuses années utilisemame outils pour la biologie, la

biochimie et la médecine en tant que transporteurs de principes actifs ou agents

R QA Y "8 SeNdic&ratére non toxique et biocompatible fait de ces nanoparticules des
systemes intéressants pour les applicatioms viva A la difference des micelledes

liposomes peuvent encapsull® S& Y2 f SOdzZ Sa K& RNEehékdarit,3e5 Sy f
liposomes présentent également guelques limitationds ont effectivement montré une
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FFEAGES OFLIOAGS RQSYyOF LJAdAZ FGA2Y oy20l YYSyG |
double couche de phosplipides), une stabilitt modérée, une production délicate, et un
relargage précoce des principes actifs hydrophiles dans le dantpit de la pression
osmotiquel*”!

Liposome Micelle

T

= Queue apolaire hydrophobe

wvwnnnes

O = Téte polaire hydrophile

Figure8:schéma d'auteassemblage de molécules amphiphiles

' FAY RS LI fftASNI OSa AyO2y@SYyASyidasz NewWl dzi NB:
pouvons citer les niosomes qui sont des ensembles supramoléculaires similaires aux
liposomes, a la différence que les molécules constituant la double cauels®nt pas des
phospholipides mais des surfactants de synthése (lipides non ionifllgs)oS&a i S3II £ SY S
le cas des polymersomegour lesquels des copolymeres bloc (comportant une partie
hydrophile et une partie hydrophobe) forment Istructure emprisonnant le réservoir
aqueux®>Hk?

[1.1.2.3. Les nanoparticules polymériques

Différents polymeres ont été utilisés avec succeés pour former des nanoparticules, les plus
couramment utilisés actuellemertant le poly acide lactique (PLA pour PolyLactic A€ld),

le poly acide glycolique (PGA pour PolyGlycolidd)>" et leur copolymeérele Poly(Lactide
co-Gycolide Acid (PLGAF® / §&4 LRfeé&YsNBa 2yd fQl grydl3s
OA2RSANI RI of Salls kdntNainsi @ilsdsHEIepyish de Yidnbreuses années pour
fabriquer des dispositifs médicaux et des implants stutsanés™ Les nanoparticules
polymériques, de part une structure fortement imbriqguée des chaines de polymeres, offrent
une meilleure stabilité que les liposomes, que se isoitivoou durant le stockage

Cependant, méme si la biocompatibilité des polyméres est bonne, ils ne sont pas dénués de
toute cytotoxicité une fois structurés sous forme de nanopartictié®e plus, la présence

de sol¥# yida 2NBIyYyAldzSa (2EAIjdzS&a NBaARdzSSta Sai
alternatives ont été proposées pour obtenir des nanoparticules a partibidpolymeres

naturels comme des polypeptides, oligonucléotides, ou de polysaccharides permettant

R Q2 o (irScfemend c&taines propriétés biologiqu#s.
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5QlF dziNBa G(GellSa RS aiNHzOGdzNBa LRfe@YSNAIdzSa |
imaginées avec des polyméres en peigne ou rami@nduisant a des nanogels ou des
dendriméres.

[ S RSYRNAYSNBa &2yl RS& O2VYLX SES &assddentd Y S NA ||
aSt2y dzy LINRPOS&adza | Nb2NBaoOSy (i PYLdedodstiztioR U dzy O
arborescente s'effectue par la répétition d'une méme séquence de réactions jusqu'a
I'obtention a la fin de chaque cycle réactionnel d'une nouvelle génération et d'un nombre
croissant de branches identiques. Aprés quelques générations, le dendrimére prend
généralement une formesphérique, hautement ramifiée et plurifonctionnalisée grace aux
nombreuses fonctions terminales présent®$. On obtient généralementdes tailles

comprises entre 1 et 10 nm. Ces constructions polymériques fortement branchées ont une

A0 NHZOGdzNE o0ASY O2yiGNbbfSSd [ Sa RSYRNAYSNBA L
comme les dendriméres gréffés de lysifféMalheureusement la synthéstes dendriméres

reste délicate.

[ S y6Iy23Sta az2yid RSa 3ISta O2 y-admesicdaStituéeR S y Iy
de polyméres branchés possédant un corps hydrophile et des bras hydropéobapsulant

RS t QS| dz Sy ipagmeteFigured)Ced/t 2 LIRNI A Odzf Sa RQKE& RNJI
par regroupement des parties hydrophobes et contrairemeatix nanoparticids
polymériques préédemment décrites, leurs chaines ne sont pas fortement imbriquées les

unes dans les autres, ce qui leur confere une flet@bfllus importante. La particule finale,

32y FESS RQSIdzz 2FFNB FAyaia dzyS 3IANF YRS adzNF
RQSy OF LBldzt  GAz2y

i

A = Polymére hydrophile
/ = Partie hydrophobe
Figure9: Formation d'une nanoparticule d'hydrogel
[1.1.2.4. Les nanoparticules inorganiques

De nombreuses nanoparticules inorganigues ont été développées. Les plus courantes sont
f S& ylyz2Ll NIOAOIA Bdr RSHING BafiahartiCutes niagnatiydesce]
les nanoparticules de silié8 et les nanecristaux seni-conducteurd®”¢¢!
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1.1.25.Les nanoparticules door

Lesy I Y2 LI NI A OdzZ Sa RQ2NJ a2y i ABYRBNIzy SYISH O0dzE® & &
HAuCL*¥ Elles possédent une bonne biocompatibilité et une faible cytotoxigifice au

OF N} OiG 8 NB KNSENILS deaS  ff SRANILINE LINA SGSE AYyUGNRYyEs
caractéristiques physiques particulieres comme la résonnance plasmonique de surface. La
réactivité des hiols visa-@A a RS f Q2NJ LISNX¥SG RS tSa T2y O
molécules possédant un groupe sulfhyelril

1.L1.26.Les nanoparticules dbéargent

[ Sa yIFy2L) NIAOdz S& RQFNBSYy(G LISdz@Syid siGNB 2
chimiques. Les méthodes chimia T2y d Ay G SNIBISyYy A NI pat desNB R dzO (i
Y2f SOdzA Sa 02YYS 8 OAGNIGS RS &a2RAdzy=l¥t ke RN
Ces nanopdicules sont utilisées pour leurs propriétés anti bactérienli8 catalytiques’?

optiques’ ou électrochimique¥®.

[1.1.2.7. Les nanoparticules magnétiques

La majorité des nanoparticules magnétiquesa 2 Y O2yaidAiGdzSSa RQ2E
superparamagnétiques comme la maghémite ,(Bp ou la magnétite (R0 ® / S O dzdzN.
métallique de quelques nanométres de diametre peuteééncapsulé dans une matrice de

silicd’, de polymére ou de polysaccharide (dextran) pour améliorer leur biocobilittiet

faciliter leur fonctionnalisation. Ces particules magnétiques sont désignées par le terme
SPI&® (SuperParamagnetic Iron Oxide) pour celles dont la taille est comprise entre 50 et

500 nm, et USPIO ltth small SuperParamagnetic Iron Oxide) si leur diametre est inférieur a

pn yY® Lf SEA&AGS S3FtSYSyid RSa yly2Ll NIAOdz &
nm de diamétre (MION ou Monocristalline Iron Oxyde Nanoparticley encapsulées dans
uneO021jdz8§8 RS RSEGNI Y LJ2dzNJ F62dziANJ £ dzyS G Af€S

[1.1.2.8. Les nanocristaux semi-conducteurs

Parmi les nanoparticules inorganiques largement étudiéesis pouvonggalement citer le

cas des nanocristaux segonducteurs fluorescents, plus connus steisom de « Quantum

dots» (« boites quantiques en francais). Ces objetsesurententre 2 et 10nm de diamétre

Si az2yid 02YL}RasSa RQQZY ROAN2dzNIdzOMA  Blat t Ga/dzLE S¥A
conducteurs cadmium/sélénium, cadmium/tellure, indium/arsepiec indium/phosphore

sont les plusO2 dzNJ YYSy G dziAfAasad /S OdzdzNJ Sad 3ASyS
sulfure de zinc afin de passiver la surface tout en stabilisant les propriétés optiques de ces
nanoparticuled’”!

[1.1.2.9. Les nanoparticules de silice

Une autre grande faille de nanoparticules regroupe les nanoparticules de silice. Leurs
morphologies et leurs tailles sont facilement modulables et se déclinent en beaucoup de
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morphologies. Elles peuvent étre pleines, poreuses comme les MSNs (Mesoporous Silica
Nanoparticles)’® ou encore hybrides comme les MONs pour Mesoporous Organosilica
Nanoparticles’®! Nous pouvonstgalement citer les HMSNs pour Hollow Mesoporous silica

bl y2Ll NIAOf S&a% | asux etihéichdudRed yilice pdrgliSeduaztrore les

HMONSs (Hollow Mesoporous Organosilica Nanoparticles) dont la coque p&Féuess
KEONARS® [ QAYUNRRdAzOGUAZ2Y RS 3INPdeLaoviferyléas 2 NB I
LINPLINAS(iSa RS &a2tdzoAfAiSET RQSy Ol LJadzZ I GA2Yy S R

Le caractére bio compatidfé' de la silice ainsi que la fonctionnalisation de surface simple en
fotRS&a OF YRARFIGAa LINBPBYSGGSdzZNR L32dzNJ RS& | LILIX A Ol
de particule qui a été choisi dans la suite de ce trapailr étre fonctionnalisé par des

peptides hybrides silylés. Nous allons donc détailler particulierement leur synthése.

II.2. Synthese de nanoparticules de silice

11.2.1. Méthode Stober

Dans les années 50, les travaux!ige® ont permis a la société Du Pont de commercialiser
des nanoparticules de silicen solution colloidale,connues sos le hom commerciatie
Ludox. Cette solution contient entre 30 a 50% en masse de nanopastidaleilice de
diameétre compris entre 2t 100nm qui sont stabilisées dans une solution aqueuse a pH 9.8.

9y & Ql LiLJdztavayixide Eedztabér 8t 81 ont été les premiers ed968 a décrire

une voie permettant de contréler non seulement la morphologie mais aussi la taille des

LJ NI A Odzft Sa RS aAtAO0Se /SGGS YSGK2RS Sad ot
G§SGNI I £ O2 E &5 ke tplus/ Suvent{ |4 dHOBAMS une soltion alcoolique en

LINBa Sy OS RQUeMYSNOMMI U] diBQ20 0 SYANI RSa yIy2L) NIAO
comprise entre 50 nm et 2um selon les conditions de synthese.

Il a été montré que la taille des particules obtenues dépend, entre autre, du type

dol t O2EeaArflysS S RS f QFfADS, 2aftaillelres partical& &roitft 2 N&
SO tF 2y 3dzSdzNJ RS I OKIFIAYyS |f1@ftS 6wQu R
OKIFAYS OF NDb 2y S Se cotrine $oRdntf |IQ@L @efla sgnihase. AD& $néme, la
température a laquelle est conduita réaction est un paramétre important pour le contrble

de la taille. La taille des particules diminue lorsque la température de réaction augmente.
Depuis ces premiers travaux, de nombreuses équipes se sont attachées a comprendre le
mécanisme de formationas particules de silice de maniere a en améliorer la synthese afin
RQ20GSYANI RSa (FAffSa YAiSdzEDP RStaidey dqdipes oftl  dzy S
FAyair SidzRAS nteqtfaydi, HelzSgmpéature Su diu tempd e réaction sur la

taille et la polydispersité des particules synthétisées pargstf® Il est néanmoins

important de noter que le mécanisme de condensation reste complexd la nature et le

RS3INB R QAtglF lesqrametes darrdlant chaque étape restent inconnus.
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L'yS | dziNB GSOKYAIljdz2Sz €t QdziAftAaldA2y RS YAONER
maniére encore plus précise la fabrication de ces nanopaeticu

11.2.2. Synthese de nanoparticules de silice par
microémulsion

Lapréparation de nanoparticules de silice par migvodzf a8 A 2y Yy Ql daises RS ONA
années 199(par OsseeAsare et Arrigad®” L f RS IQKe RNt easS Sia 1
¢9h{ RlIya dzy aedaisyS YAOSttlIANB AYyOSNBS Sy |
az2yd RSa 32dzi (St SG Ssges paf Ml telzsiodtifigare 10).Q0¢ttzA £ S & |
YSUK2RS a4QSaid Y2yGNBS LI NIAOdzZ ASNBYSyYyld AydsSI
de taille et deF 2 N¥Y'S O2y G NbfSSa OIFN SttS 2FFNB I L
simultanément: la formulation de la microémulsion et les quantités de réactifs. Cette voie de
synthese permet de combiner faible taille et monodispersité contrairement a la méthode

S6ber classique.

Huile

Si(OR),

FigurelO: Vue transversale d'une micelle inverse

Le tensioactif se comporte comme un écran qui isole les rAMd Azl G St SGGSa RQSI
des autres et empéchainsileur coalescence (la kision» entre deuxgouttelettes). Ainsi

dans la phase micellaire inverse, les ngoottelel § S& RQSI dz a2yleur 6ASY
dimension varie principalement selon la quantité d'eau dispedans la phase organique et

peut étre soigneusement cordlée en ajustant laapport entre la concentration molaire
RQSIdz St OStBfS Rdz GSyarzl OGAT

[ Sa Y2t SOdzZ Sa RS ¢9h{ OKEBRNRBLK20Sa0 GASYySyl
des micelles inversé®! Lesfonctions silanok ainsi formés ((RO)..Si(OH)) deviennent

alors plus hydrophiles et pénétrent dans la phase aqueuse dans laquelle elles amorcent,
aSt2y fSdzZNJ RSINB RQKEeRNRTf & aS saliofi(@eoxofatddzytS RS a
oxolation® Lf a8 F2N¥S Lt f QAYUGSNRARSdIzZNI RS&a YAOStftS
croitre pour donner au final les nanoparticules de silideus allons maintenant détailler

une des syntheses par micro émulsion les plégeloppées que nous avons utilisé dans ce

travail de thése.
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11.2.3. Systéme micellaire inverse H,O/Triton X-
100/hexanol/cyclohexane

Lesnanoparticulesprésentées dans ce manuscoiht été élaborées en utilisant le systeme
micellaire inverse ¥O/NH,OH/Triton X100/hexanol/lcyclohexane.

Le Triton X100 est un tensioactif non ioniqueun éther de poly(éthylene glycol) et
RQ2 O e FigukeBly 2 f 0

Wieiags

Figurel1: Structure chimique du Triton X00 (n=910)

[ QK SE | y 2 fcoteBsiodctif>dAyh sdlution micellaire, les densioactifs, entrainent

f QLolAaasSYSyid RS f1 GSyarazy AYyGSNFLFIONFTIES | A
t Sdz a2fdzofSa RlIya tQSIkdz Si f Q&niidelleSei onAdesi & QA
effets importants sur la stabilité et la perméabilité des agrégats formés. Leur présence
O2yRdzA G t € QlFdzAYSyYyGl A2y Rdz y2YONB RS YAOSt f
entre les chaines aliphatiques du tensioactif.

Toutes les caractéristiques du mélangehO/NH,OH/TritorX-100/hexanol/cyclohexane
LISNXYSGGSYyld RQ200GSYANI dzy &ae2aisyS VYAOStftl ANDB
NBlI OGA2Y RQKE@RNRfeasS O2yRSyalidAz2y RS LINB OdzNE

11.2.4. Synthese de nanoparticules poreuses

Les premiéres formes de silicporeuses découvertes durant la premiére moitié du 28

siécle sont les zéolites. Lf & @AQOBAA G dzE R Qldéd dompogioa A £ A O
[(AIO)(SIQ),] " M** mH,O présentant une structure poreuset dont les applications

sont maintenant trés variéestamis moléculaire, catalyseurs, matériaux, etc.

Dans les années 1990, urierme de nanoparticulescomposées uniqguement de silice
LINBaSyidGlyd dzyS LR2NRAAGS LI dza FAYyS asusSieS RSO;
f QAY (G SNE G rRbfeddg cherdhkuySRR Cet/igtérét se justifie pates propriétés
particulieres ces particules un arrangement régulier de canaux, une taille de pores
Y2Rdzf  6fS RS H t on YyY |Ayai | dzQdzyparfoisi dzNF | O
supérieure & 1000 fhg.

En 1991 une équipe de recherche de la société Mobil Oil dépose un brevet sur des solides
meésoporeux organisés, obtenus en introduisant dans un milieu dinés® de précurseur

de zéolitesdes agents tensioactif de tygetraalkyemmonium. Ces molécules organisées en
micells22 dzZSy i S Nb S BsQdrsad @y douvalld fami® (ddzbllicaged 6t 5
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aluminosilicates, appelé M418st découvere. Elle regroupe notamment les phases MCM
41 de structure hexagomal MCM48 de structure cubique et MCMO de structure
lamellaire (MCM Mobil Composition of Matter).

Quelques années plus tard, uneouvelle famille de matériaux mésoporeux organisés
appelée famille des SBA (Santa Barbara Amorphougst mise au point a partir de
tensioactifs anioniques, cationiques ou non ioniqtféBe nombreusesutres structures ont
été découvertes au cours des derniéres annd@sS y & Sd¥ oek Solides mésostructurés
est présenté par Zhad”

Nousdétaillerons plus particulierement la synthese des particules MQNMue nous avons

utilisées et quisont présentées au chapitre Ill. Leur synthese se passe en milieu aqueux
basique en présence de TEOS en utilisant comme tensioactif cationigo@rteire de
cetyltrimethylamonium 6 / ¢! . 0 ljdzA 22dzS FdzaaiA S N»xfS R
mécanismes qusont a ce jour proposés pour la formation de ces objets dépendent
principalement de la concentration en tensaatif.

Quandla concentration enCTAB de la solution est élevé&upérieure a la CMC), celui ci

& Q | -aksethble sous forme de micelles tubulairees micelles, dont la partie apolaire se
GNRdz&S | dz OSYiNB SG fF GsiS LREFANB o6l YY2Yy)
liquide. Les précurseurs de silice chargés négativement se rapprochent ensuite de la micelle

par interactiors électrostatiques et viennent se condensex la surface du surfactant pour

former une paroi de silice

Si la concentration est plus faible que la CMC alors un mécanisme coopératif entre le TEOS et
le CTAB permet la formation de phase cridilide en méme temps que la
polycondensation du TE@8Smme le montre ldrigurel?2.

composite: inorganic mesoporous material

lyotropic liquid-crystalline phase mesostructured solid/surfactant (shown MCM-41)
(shown 2D hexagonal)
spherical . o)
micelle rod-shaped micelle oo o
i
ré
== E— —_—
N 2
removal of
the surfactant
A a O \/of\) O Ok -0 silica
g S $i precursor
ro ro ro (shown: TEOS)

b)

Figurel2: Processus de formation des MGH/L.a) par un mécanisme dite «true liquid-crystal template», b) par un

(93]

mécanisme dit de «ooperative liquidcrystal template»

La taille et la morphologie des particulest@tues peuvent étre contrélées en jouant sur le
ratio TEOS/surfactant, par ajout de-solvant etc. Une fois le processus de condensation
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terminé, le surfactant doit étre retiré pour libérer la porosité. Les nanoparticules peuvent
étre calcinées a 500°C podécomposer la matiere organique ou alors lavées, généralement
par des solutions alcooliques.

De nos jours, les applications des nanoparticules de silice sont tres nombreuses. Dans le
R2YFAYS RS I YSRSOAYS:s fSa ylul®indensidsADedzf S& T
LISGAGS GFAfESY StfSa LISdz@Syd AyGaSNI #ded £ f Q
stratégies pour soigner plus efficacement certaines maladies. Pour conférer des propriétés
ROAYUGSNE(G o6A2ft23A1dzS& | dzE LI NI AOdz Sax RSa&a Y
nombreux travaux proposent des voies chimiques de fonctionnalisati@en paragraphe

suivant présente les principales avancées.

[1.3. Meéthodes de fonctionnalisation de
nanoparticules de silice

Il est possible de modifier des nanoparticules de silice par des méthodes non covalentes
commelalJK @ 3Aa2NLJiA2yd L aQlF3IAG RQIFR&2NDSNI LI NJ
la surface de la nanoparticul€ette méthodeprésente des nombreux inconvénientsa
froAfAdS RS I Y2fSOdzZ S FIRa2NDbSSs ue@égquia Sy OS
AAIAYATAS [[dzQSt S LISdzi I @)zehldNthahdueNde dobtdle &¥dhy (LIS
GFdzE RQIR&2NLIGAZ2Yyd / SGGS G(SOKyAljdzS yS &aSNF L

Il estégalement possible de modifier des nanoparticules de silice par des méthodes reposan

sur un greffage covalemtppelé «post fonctionnalisatior». Cellesci utilisent habituellement

une molécule silylée de type®R%06 - I' hwQs /f Sid wl 3IANRdz2LISYSyi
partie organique R de cet hybride se résumen groupement fonctionel réactif (amine,

I OARSSY GKA2fX S0GO0O0 ljdzA &ASNWANY RS LRAY(d RQl
fonctionnel introduit pourra réagir (préférentiellement de maniere chimiosélective) avec

une des fonctions de la molécule a greffer (biomoléculed Sy & RQAYIF ISR ST Y S
(Figurel3).

Ol

H o LO_R"
/ O~ N W JJ\
ol >si NH o

- (Et0)Si” > NH, P o 0-Si N~ R

Figurel3Y DNBFFIF 35S RQdzyS Y2f $OdznjSgaisosa@ urielhaNdpaizitule délgice préaladlemerR S 6 A 2
T2y OUA2YyyLl f Apagpbst fadtidthals@iont ¢ 9 {

Les réactions classiques de bio conjugaison comme amine/esté&-tgdalroxysuccinimide

(NHSPY aminef/isocyanate ou isothiocyanatethiol/maleiimide, thiol/éne réaction de

fAIFaGAZ2Y @Al % cyfleadtiMdn de\hisgenre@rd énjaxofire et un alcyne

par catalyse au cuivfé® formation de disulfur€”, ont été utilisées pour décorer des

nanoparticulesde silice par des biomoléculedl est égalementLJ? & & Aicdrgdrer ReQ
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groupement fonctionnel qui servira a la bioconjugaison directement penldesitnthése du
matériau. On parle alors desynthése directe ou méthode de cecondensation(Figure
14).

o}
o R o
85" NH, N I
APl o ° O/S‘/\/\H R"
TEOS + APTES — » % O Z /oc/)

FigureldY DNBFFI 3S RUdzyS 0A2 Y2t SconjizfjaSorsur@ie ndrbpariicale/pialaiBnied i A 2y RS ¢
F2yOUA2yyltAaSS LI NIRS £Qlte¢o{ LIN aedyiksas
Une autre approche consiste a obtenir le bloc hybride en une premiere étape puis de venir le
greffer sur lemanoparticulegFigure15)./ SGGS YSUK2 RS tOutilisé@ duiSy R y
introduire des moléculesomplexescomme des biomolécules Q $ar dette méthode que
nous essayerons de greffer des biomolécules sur des nanoparticules dans le chapitre II.
Contrairement a la précédente, cette méthode offre un plus grand choix de possibilités. En
effet, ft QK& 0 NA RS LIS pariisynshéshlfiretehayeic MH FOS®Aaliernativement il
peut étre ajoutépar « post fonctionnalisatior». La méthode de greffage utilisée aura un
impact trés importantur la localisation de la molécule au sein de la nanopatrticule
R"
R"\ | /R"
R'— —R"

N
7R
.

Post fonctionalisation | nanoparticules

de silice
Q H
NO R (EO)STTON, (E0)sSin_~_N_R"
! : Y

Synthése directe | TEOS

R" R"
R"

Figurel5: Utilisation d'une molécule silylée pour la synthése de nanoparticules de silice par-fmsitionnalisation ou
synthése directe

43



11.3.1. Synthese directe

La synthése directe permet de greffer des groupements fonctionhels £ Q A di 1§ NA S dzNJ
nanoparticule. De maniergénérale, la synthése directe permet une répartition homogene

de la molécule organique dans la matrice de silice et permet également de laisser la surface

« libre » pour pouvoir la modifier ultérieurement. Elle est particulierement judicieuse pour

f ONYRNI GA2Y RQdzy F3Syid RS O2y (0N} adsS 2dz dzy Fi
a la surface de la particule. Le groupement est introduit dans le milieu réactionnel en méme
temps que le TEOS lors de la synthése des nanoparticulése(Stmicreémulsh 2 y X 0 &

/| SLISYRIYy(ld f QK@OoONARRS LJSdzi sGNB S3aFfSYSyid NIe
pour favoriser sa localisation en surface. Si le rapport molaire TEOS/hybride est élevé (>
99/1), la proportion de molécule organique neefturbera pas ou peu l&ormation des

particules. En revanche, si le rapport TEOS/hybride pas$ faible. les nanoparticules
posséderont une phase organique non négligeable, la structure et les propriétés physiques
RSa LJ NIAOdzZ Sa aSNRy(d ( NBraesRybriods FonBighteSand L S
mélange avec trés peu de TEOS (ou sans TEOS), jouanbleide «colle» 1 £ & E ( NJ
certaines syntheses utilisent uniguement des hybridesnaafmnctionnels pour obtenir des
nanoparticules hybride§®

11.3.2. Post Fonctionnalisation

Legreffage par post fonctionnalisation permet de greffer des hybride€silgh surface des
nanoparticules. Ce sont les groupements silanols présents a la surface de la nanoparticule

lj dzA @2y NEFIANI LI N adzadAddziazy y dzOf S
f Q2 NHI y2 i NX OKf 2 NRigisahrks silgx&nestigiréif)I{ 2 NYSS NJORSS &z S a i
RFrya €S YAfASdzE fF F2yOQiAz2y &airaflyS RSn f QKeo
autre monomere et formedes agrégats. Pour cette raisampus utiliseronsdes solvants

anhydres pour limiter les hydrolyses et les agtindensations.

[ $a ANBTFTFFIASE LI N LRaG F2ayOirzyyl ERSEWEH A2y &<
t NBFtdzEs OS ljdza O2yRdzAG t RSa (Gl dzE RS 3INBTHT
yS azyid LI & az2fdznfsSa RIEya 8§ (2Pdsmedano,Si RQL
f QF OSH2y ASWAEISB A4Sy OS 2dz y2y RQdzy OF G f &a$sdzNJ
également été utilisés.
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Figurel6: Schéma réactionnel de post fonctionnalisation d'une nanoparticule de sitiae un hybride silylé

Il convient de souligner que cette méthode pourrait permettre de greffer plusieurs hybrides

silylés en une seule étape. En effet, les groupements trialkoxysilanes ne pouvant pas réagir

f Qdzy adzNJ f QI dziNB Sy (@2ehHsAgéabld & greffey KlasRINS &4 =
organosilanes sur une nanoparticule en une seule étape. A ce jour, aucune publication ne
traite la multi fonctionnalisation en une étape. Cette approche constitue une des principales

voies de recherche de ce travail.

II.4. Application des nanoparticules au
traitement du cancer

I FAY RS O2YLINBYRNBE fQAYISNEUG RS& ylIy2L) NIAC
cancer, il est important de comprendre quelles caractéristiqdes cellules cancéreuses

vont étre mises a profit pour améliorer les traitements ou le diagnostic. En effet, plus le
diagnostic est précoce, moins les traitements sont lourds et meilleures sont les chances de
guérisonNous diminueronginsi les séquelldges a certains traitements.

11.4.1. Cancer, considérations générales

Les cancers naissent de cellules au départ sainEmetionnelles qui deviennerdnormales

adzA S t  f QF OOdzY dzf | elurApatgmoifeCyériéting Nds (aliéayods (oR I y &
mutations)vont conduire awdéréglement, voet. f QA Yl OGAGF A2y RS&a &adea
en temps normal le contréle de la division celluldifé La cellule prolifére de maniére
FyYFNOKALdzZS® [ QF OOdzydzt A2y RQIdziNBa |y2YlfA:
fonction initiale et a acquérir des propriétés lui permettant de donner naissance a une
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tumeur maligne, capable de se développer atridéent des cellules saines environnantes. A

un stade plus avancé, les cellules cancéreuses vont pouvoir se détacher du tissu hdte pour
YAINBN GAl tS& Ol A&aaSl dzE al y3adaaya SiG O2yidl YA
Si toutes les cellules sathe RS f Q2 NHIF YA AYS LINBaSydSyid t  SdzNJ &
O2 YYdzy A lj dzS NJ aSdt lelR envingrinGndit, Bertalds récepteurs présents dans les cellules
cancéreuses sont souvesturexprimés ou différents des cellules saines. En effet, dewe

LJ NI A Odzf  NAGSa RQdzyS OStftdzZ S OFyOSNBdzaS Sai
récepteurs a sa surface, souvent liés a la réception de signaux biologiques de prolifération et

de mobilité. La nature des récepteurs surexprimés dépendess tignées cellulaires
tumorales. Sans étre exhaustious pouvonsétablir une liste des récepteurs les plus
couramment étudiés sur les tumeurs

- Les intégrinds®s  dzy S Of FaasS RS It eO2LINRBGSAYySa O2Yl
dimériséesh YLJ Alj dzSSa RIya f QFRKSaiazy Sia tF NBO2

- Les récepteurs aux facteurs de croissance comme le VEGFR (récepteur au facteur de
ONRAAdalyOS RS fQSYR20GKSf AdzY @I a0dzZ I ANBOX 2
épidermique) impliqués dars Q1 y I APH Sy s 58S o

- La Neuropilinel (NRP1), une protéine transmembranaire impliquée dans divers aspects
du développement tumoral. Elle est également uareoepteur du VEGER®

- [ Sa NBOSLIISdzZNE RSa T2t G4Sa o6 Cwide fgligad LIS NI
AYRA&LISyalotsS LRdRY 1 aeyiksasS RS tfQlsb

- Les récepteuraux facteurs de croissanépidermiquesHER2.

- Certaines lectines comme le récepteur du mannégghosphate et les récepteurs du
mannose.

La suractivité desellules conduit également a la sur activation de certaines enzymes comme
les MMPs pour «atrix metallo protéases jouant un réle dans la modification de la
matrice extra cellulaire, mais également dans la formation rapide de nouveaux vaisseaux
sanguinsL,JIK SY 2 Y8y S | LIJSES fQly3aAaz23aSysasSo

Les caractéristiques différentes des cellules cancéreuses peuvent étre mises a profit pour
accumuler un médicament ou des nanoparticules au voisinage de la tumeur.

11.4.2. Ciblage

Lt Sad LaaArofsS RQdzi A fatomifey phySaogiquésl Nt O
S A

pharmacologiques pouf I @2 NA a SNJ £ QI OOdzydz F GA2y oLJ &
zone tumorale.

S N
&

d
AOS
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11.4.2.1. Ciblage passif

La forte activité des cellules cancéreuses nécessite un apport en nutriment important,
possibleparlafof GA 2y RS y2dz8S| dzE @I A&d&St dzE &l yIdzh y &
rapide dans le cas de cellules cancéreuses et conduit & un endothélium vasculaire irrégulier
présentant defortes irrégularités appeléesenestrations. Ces fenestrations facilitent la

diffusion de macromolécule depuis la circulation sanguine jusque dans cette zone. Cette

F OO0dzydzt A2y S&aG NBYF2NOSS LI N dzy RNI Ayl IS |
fAYAGSNI t QSEAYAYFGA2Y RS& YIONRY2ObUSBdeEMS & |j dzA
RQ9t w ehBardaNUpetmeability and retention Il peut étre mit & profit pour accumuler

dans cette zone de maniére passive des nanoparticti®sDes recherches sur les
YIEy2LIl NOAOdzZ S& RS aAfAO0S 2yid Y2y (iNB jdzS QS
YEyYy2Ll NIGAOdZE SAYRQSYBANRY pn yY

La sociétéNanotech LJF NJ SESYLX ST RS@St 21LIJS RSa yIl y2Ll N
greffées avec un agent de contraste la DOTA (Gd) podiagmostic. Cette nanoparticule
a0 O00dzydzZt S YF22NAGlI ANBYSYyid Riya B3 T2y$S (dzyz

It Sad S3AFESYSyd LaarotS RQIFOOdzydz SNJ dzyS Y2t

11.4.2.2. Ciblage actif

Nous avons vu que certains récepteugtaient surexprimés a la surface des cellules
cancér@zd SA® t 2dzNJ FIF G2 NRASNI £ f Al A Gobjgf avBcleslzy S Y 2
cellules cancéreuses, il est possible de le coupler a un ligand spécifigue des récepteurs
AdZNBELINR YSa |jdzh 22 dz8 NI «aéti. LhsbliaBds pevBdtrs deSy i RS
anticorps monoclonau®™® des peptided!!¥ des saccharides, des oligonucléotid¥s ou

RQlI dzi NB& Y2f SOdz SE902YYS t QF OARS F2f AljdzSo

Cette stratégie estdéja utilisée pour vectoriser des fluorophoredJn exemple

LI NG A Odzf ASNBYSYyG STFFAOFIOS RS O2yaidNHzOGA2Yy F
Fluoptics qui combineun fluorophore (de la famille des cyanines) avec une plateforme
peptidique de type RAFT permettant une myiltésentationde ligands demtégrines. De la

méme maniereil est possible ddonctionnaliser des nanoparticules par des ligands pour

Fl @2NRASNI £ SdzNJ F OOdzydzf | A2y &dzNJ £ Sa OSft f dzf S
avons développé par la suite en greffant plusieurs ligamgigiques sur des nanoparticules

de silice pour évaluer le ciblage sur différentes lignées cellulaires.
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11.4.3. Intérét des nanoparticules pour le traitement du
cancer

La faible taille des nanoparticules leur confere des propriétés intéressamdés offre en

effet uneimportante surface spécifique etne grande stabilitéCette taille particuliére leur
LISNYSiG RS OANDdz SNJ RFya S aly3azx RGP§SBES NI I AN
anatomiqus RQSt A YA Yl GA2Y 0 F MdisiDISEELR nbtre TdpacteSaNadzt | A NB
modifier pour amélioredeurs cgacités a esquiver les défenses immunitaires, a cibler une
population de cellules particulieres, a ensafer, protéger etlibérer un principe actif qui

font R Q S tleks 8eliteurs prometteursEn effet, les nanoparticules peuvent étre utilisées

comme plateforme de présentation sur lesquelles plusieurs molécules peuvent étre
immobilisées, comme des agents thérapeutiques, des agents de contraste et des agents de
ciblage.

Amener des concentrations suffisantes en principes actifs au niveau des cellules caeséreu

Sy S@OAllIyld RQFFFSOGSNI £ Sa OSttdzZ Sa arAySa Sa
anticancéreuses occasionne des effets indésirables conséquents qui peuvent entrainer

f QLo yR2Y Rdz GNIAGSYSyYy(d Sy RBduksintitabcéréugeg ST T
LI NJ RS& yIy2LF NGAOdzZ Sa LISNXYSG RQFdAYSYydSNI €
réduire les séveres effets secondaires accompagnant les chimiothérapies.

9y 2dziNBx f QSy Ol Lladz | A2y RQdzy/ins lpiedleyhesadeS | Ol
solubilité et de dégradation (métabolisation). En effet, de nombreux principes actifs
présentent des caractéristiques physicbimiques (hydrophilie, poids moléculaires, etc.)

peu favorables au passage des nombreuses barrieres biologiguieséparent le site
RQFRYAYAAGNI GA2Y Rdz YSRAOFIYSYy(d RS azy aaas
absorbés (souvent trés rapidement dégradés, métabolisés, ou éliminés) et donc incapables
RQIFIGGSAYRNE f SdzNJ OAo6f S Ondestishd ¢ié 95db désinaviedzix| A NB
principes actifs développés ont des propriétés pharmacocinétiques méditties.

Pour toutes ces raisondes nanoparticules sont utilisées pour véhiculer les agents

0 KSNJI LISdzii A lj dzS & 6az2dzNDS NI RA2F OG0 A @S YI Q¢
photosensibilisateurcomposé cytotoxique) dans la zone ciblée. En effet, il est toujours
LINBFSNI 6fS [[dzS OSa 3SyiGa GKSNI LISdziAljdzSa aQl
tissus a traiter afin de minimiser leur impact sur les cellules saines.
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11.4.4. Nanoparticule et traitement

Les nanoparticules peuvent étre utilisédans de nombreukypes detraitements comme en
radiothérapie,en thermothérapie, en thérapie photodynamique ou en chimiothérapiae
grandepartie des nanoparticules inorganiques possetides propriétés thérapeutiques ou
diagnostiquesntrinséques En revanche, les particules organiques sont dépourvues de telles
propriétés. Nous allons détailler les différents traitements que permettent les
nanoparticules.

T La radiothérapie consiste aSdi NHzA N3 RS& OStfdz Sa L} I O
sourceSYSGOFyd RS&a NIez2yySYSyida NIRA2FOGA-T
alors de véhiculer la source radioactive directement au niveau de la zone a
trater.™? [ I 420AS0GS bly206A20AE RSOSt 2LIJIS
RQKIF FyAdzY LIRdzNJ fI NIRA2GKSNI LIASO®

1 La thermothérapie ou hyperthermi@ la méme finalité, mais utilisaine
St S@lraGA2y t20FtS RS I GSYLISNI (dzNB LJ2dz
par un champ extérieur (champ magnétique ou irradiation laser) un
échauffement local grace a des nanoparticules situées dans la zone a traiter.

[ QOSYSNHA S Rdsaffisantadpdir éReilal tengpératidre de quelques
degrés autour de 45°C) induisant la mort des celldféd!'® Les nanoparticules
magnétiques sont connues pour cet effet!

1 La thérapie photodynamiql®®? se base sur des molécules appelées
LIK2G2aSyairoAtAaliSdz2NE ljdzAx adzaadS t QI
LINE RdzA a Sy i RS f Q2Ee3s8yS aAy3ddzZ Si 2dz RS:
des cellules environnantes. Une fois de plus, la nanopaetimwue le réle de
transporteur pour le photosensibilisateftf*112?

9 [ OKAYA2UKSNILAS Sad fQdziaftAialrdaazy RS
Gdzy2N} £ Sad [ QAYUSNE G RiQlerfcétte nfidiégue lalit NJi A O d
niveau de la zone a traiter et assurer sa libération.

11.4.5. Nanoparticules et imagerie médicale

Noust @2y a4 RS2t AYyAaAadsS adzNJ f QAYLR2 NIy OS RQdzy
charge et augmentef S& OKI y OS & tr&t@nert. 2and éeZontexidiy médecine
Y2RSNYS | NB3Idzt ASNBYSyYy (i NBO2 dzNHEcomme &uSlde G SOKY
diagnostic.

Il semble judicieux de pouvoir combiner les avantages des nanoparticules en matiére de
OAo0f I 3S | OSOAY ISNBECKY RIS RSt A2NEN Sy O02NB
egalement de proposer des approches théragnostiques ou la particule jouerait a la fois le
NbfS RQFISY(d RQAYIFISNRS Si RS LINAYOALS | OGAT
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Dans le chapitre suivant, nous allons déctesLINA Y OA LI € Sa G SOKYyAljdzSa |
Sy 2y02t23AS L}Rdz2NJ O2YLINBYRNB fSaljdsStftSa L
nanoparticules.

N451.Les di ff® entes techniques doi

[ QAYIF IASNAS YSRAOFES RSaA3ayS dzy YHNEIS Wait RORSD (i
RS&a AYTF2NXIGA2ya adz2NJ RSa |aLlsSota AydiSNySa R
NE3dz ASNBYSYy (G dziAtAasSSa FFAY RQSGlFO6f AN dzy
OKANXzNHAOFfS 2dz RS 02y (N tinSabtd dhiGi@icalS HldsSonk R Q d:
également de plus en plus sollicittes au niveau de la recherche médicale dans le but
RQILIINRBF2YRANI y2a O2yylAaalyoSa RS tQlylG2YA
SO LJ dz& LI NI AOdzZ ASNBYSYld RS f QsiGNB KdzYlI Ay o

Onpazis Sy TF2yOiAz2y RS& AYyF2NN¥I{GA2ya NBOKSNDI
deux catégories

T [ QAYlF3IASNRS aldNHzOGdzNBffS> ljdzA NByaSAayS
L2AAGAZ2Y S LINBaAaSYyOS S@SyidzsSttS RS fSaizy
9 [ QAYIFASNRS T2y OUARGYSUIEGENIIjRAEE LBWNREO!
F2yO0UA2yySYSyid RS fQ2NHIYyAaYS OLKeaAz2f z

[ Sa GSOKYyAljdzZSd RQAYF3ISNRAS YSRAOFES S 06A2Y
NI dzYlF GAalryGSad 9y STFSGzZ Sy RSK2NHtéRS f QA
I dzOdzy LINBf 8§ @SYSyld 00A2LIAASO YA |dzOdzyS | G§GSAYy

A

b £ SdzNJ YA&AS Sy dzdzONB o

[ S& RAFFSNByidSa Y2RIfAd0Sa RQAYFISNARS 06A2YSR
rayornements électromagnétiques pour obtenirles informations désirées. Ces
rayonnements sont répartis suf QSy aSYot S Rdz &LJSQdésBaydgd S Ol NP
3 YYl RlFEya €S OFa RS tQAYF3ISNRS ydzOf SI ANB LR
ultrasons lors des échographies, en passant garayons X, les ondes radio dans le cas des

Lwa 0SSy O2YLX SYSyd RQdzy OKIYL) YI3IySiAldzsS ¢«
AYFNI NPdzASa RIEya S OlidaviveRBgueldAr YIF ISNRS RS T d
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FigurelZy wSLINB&aSyidl A2y RSa RATFSNByidSa Y2RIFIfAGSa RQAYIFIASNRS
utilisent
Si toutes les techniques citéesdessuspermettent R Q2 6 G Sy A Nin R\@ &llesAsynt 3 S &
a2dzSyid f2dz2NRSa S 2ySNBdzaSasz SG yS azyid L
moléculaire.

Dans la suite de ce manuscrit nous introduirons un fluorophore dans les nanoparticules pour
les détecterAvart de présentef QA YI 3 SNA S RSy Fdzalz2 INISEaDEy Ol LILIS f
f QAYF3ISNRS Y2t SOdz | ANB®

[1.4.5.2. Imagerie moléculaire

[ QAYl ASNRS Y2f SOdzZ F ANBS Sad dzy y2dzSldz R2YIl A
défini comme la représentation visuelle, la cag@ation et la quantification de processus

2dz AYUiUSNIOGAz2ya oAz2f23AljdzSa t fQSOKStfS OS
Y2t SOdzZ | ANBA Fdz 4aSAYy RQ2NBIIVEREYSE OAQLyia RS

[ QAYI ASNRS Y2t SOdzE F ANB a4S o0l aS adzNJ f QdziAf Aa
traceur est destiné a mettreen évidence un processus biologiqgue ou une interaction
donnée. lls peuvent étre classés en deux catégoritss traceurs ciblastet les traceurs
activables(Figure 18). Les premiers vont se fixer préférentiellement au niveau de cibles
oA2f 23A1jdzSa @Al Qdziadlofsdellds setonds ReDdord BéfedtablesS O A
j dzQ | LINB éeagib @vack Nible{réaction enzymatige, etc.), ce qui permet de réduire

le bruit de fond etaméliorer le contraste
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Figurel8: lllustration des différents principes de traceurs. a) Traceur ciblant b) Traceur activable

[ QAYEFISNRAS Y2t SOdzAf  ANB LISNXYSG LI NI SESYLX § R
certains marqueurs tumoraux dans un organisme vivant, alors que la tumeur est
indétectabler SO fSa Y2RIfAG0Sa RQAYF3ISNAS &éNHzOG dzN
prélevement.

[1.4.5.3. Fluorescence

Si la fluorescence est une technique fortement répandue en recherche, notamment a

f QSOKSttS Y2tSOdAFANB 0! 5b 2dz LINPOGSAYS0 2dz
histologique), elle estmalgré ses atouts, encore peueing @ SS  LJ2 dzNJ NB Hrf A & S NJ
vivoOK ST t.QK2YYS

[ QAYF3ISNAS RS Ftd2NBaoOSyOS Sad dzyS YSUK2RS
une faible résolution spatiale et une profondeur de détection imfté8L f & QF IA G Y f 3
R Q dzy’ SmétRdsleés les plus rapies et les moins colteusse Elle constitue ainsi une
YSGK2RS O2YLX SYSy (i médétihe neckairf@L wa 2dz RS f |

La section suivante rappelle le principe de la fluorescence, les avantages et les inconvénients
liés a son utilisation en imagetie vivg et présentera égalemenin dispositfR QA Y ISNRA S F
fluorescencean vitroa savai la cytométrie en flux questutilisée par la suite.

11.4.5.3.1. Principe de la fluorescence
[ Ffdz2NBaOSyOS O2NNBalLRyR t fQSYAadaarzy RS
électronique excité.
[ S FEdz2NRLIK2NB F6a2NbS RS f (pBoos BitFparBetde dzY A y S
LISdzLJt SNJ OS& SilGa SEOAGS&® [ S NBG2dzNJ £ f QSGl
qui correspond a la fluorescence, ou par désexcitation non radiative (principalement par
dégagement de chaleur lors des collisions avec ldgéentes environnantes).
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Nous pouvonsy 2 1 SNJ 1jdz§ S NBG2dzNJ £ £ QSiFdG F2yRIYS
02y OdzZNNByYy OS LI NJ RQl dziNBa LIKSy2Ys§ySa 02YYS
fluorophore ou vers un inhibiteur de fluorescence. Ces processusugemnts font que le

nombre de photons émis est inférieur aux nombre de photons absorbés.

[ Sa 2y 3dzSdzZNE RQ2YRS Sl yld AYyO@SNBESYSYy(d LINELIR
RQ2YRS RQSYAaaArzy Saild R2y O RSOl {d8S3zNAS NEQ 2ty R SI
LI NJ NJ LILI2 NI t €t f2y3dzSdzNJ RQ2y RS RQSEOAGIH GA
fQFLoaz2NLIiA2y Sad YFEAYILIES SiG 0SttS 26 fQSY
appelée «déplacement de Stokes

Il est donc possible de suév des traceurs fluorescents en observant leur émission de
fluorescence apres les avoir excités par une source lumineuse. Cependant, pour utiliser le

L SAY LRGSYyiGASt RS I Ftd2NBaOSyOS LI2dzNJ f QA"
limitations optiques inhérentes aux tissus organigues.

11.4.5.3.2. Limitations optiques in vivo

IQdzi At A&l GA2Yy RS Tt dz2 NP LIKhviNGedgendd? dedlEomtréintes S E LIS N
supplémentaires par rapport a une utilisatian vitro du fait de la présence de tissus

orgay AljdzS& &adzNJ £ S GNI2Si RSa NIez2yySyYShesia € dzy
principaux problemes rencontrés sont les suivants

9 [ RAFTTFTdzAA2Y Rdz NI &2yySYSyid fdzyaAySdzE o6
traversée des tissus entraine une importdnt LISNIG'S RQAY GSyaad s
LISNIS RQAYTF2NXYIFGA2Y T OS ljdzA NBYyR LI dz
FEAd2NRLK2NBE RlIya fQ2NHIYyAaAYS®

T [ QFroa2NLIiA2y LI N £tSa GAaadza RS I € dzyYa
Ftdz2 N2 LIK2NBE 02y R diéitlu signaddg BiorésiSentBeSeffd QA y G Sy
fAYAOGS ftQAYFASNARAS Sy LINRT2YyRSdzZNID

i Les tissus biologiques émettent naturellement dela fluorescence
(hémoglobine, etc.). Ce phénoméne dit @I gFlf 20z2 NEa OSy OS Sal
RQdzyS RAYAYdziA2Yy AVYILBMNGHFSE S Rdz 02y (NI &/

t 2dzNJ t AYAUGSNI OSa AyO2y@SyASylas détéctioSétde ySOSa
FAEONBNI £ S NI &2yySPaydela i fabtitisiinltrace® dvecRuh F F dza S
rendement quantique de fluorescence et un déplacement de Stolsgglls élevé possible

YFAa S3FfSYSyd @S0 dzyS t &lé§qdateSatiaNR QEEDR R S NJ
majoritairement le fluorophore et non les tissus biologiqgu&duand auphénomene
RQIF6a2N1LJiA2y Rdz NI 3RE¢zS YS Y NE LIF AN S ¥Syih aRAEEAY
f 2y 3dzSdzNE RQ2yY RS RQSEOAGIGA2Yy SO RQSYA&&AZY
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LaFigure19 repréa Sy 0S t I @FNAI GA2Y
2NBIyAljdzSa Sy F2yO0iArzy RS ¢
y

y3dzSdz2NJ RQ2y R

RS&a O2STFFAOASY (.
I f2
GNBE fQloaz2NLIiAz2y

A

fenétre optimale se situe dans le proche inadz3 S >
O0SttS "S t St dz

E
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Figurel9Y [/ 2STFAOASY (i &4 RQIF0&2N1LIiA2y RS RAFTFSNByGa (GAaadza 2NBI y)
et T. VoDinhf*?"!

11.4.5.3.3. Avantages de la fluorescence

En dépitdes limitations liées aux propriétés optiques des tissus, il existe donc un domaine de

f 2y 3dzSdzNB FORAY RS0V o0 ¢ dzNI € SljdzSt £ QAYFIASNRS RS
Cette technique présente en effet de nombreux intérétdle allie une bonne sensibilité, un
FFLAOGES SyO2YoNBYSyidxz RS&a F3Sytda RS O2yidNT A&
ionisantes. Cé&tS (G SOKYyAljdzS Sad NBfFGAGSYSyld LISdz 2y S
colt de fonctionnement ce qui en fait une technique de choix pour la recheid@elus, en

utilisant des modeles animaux (souris, rats) suffisammel@ G A 0 &> Af Sad L2 a;
fafimal danssa totalité car la diffusion si f QF 6 a2 N1LJiA 2y Rdz N&te2yySY
faible.

[ QAYl ASNRAS Rdz LISGAG FyAYEFE Sad LI NIOAOdz A S NI
biomarqueurs des tumeurs ou de la plaque d'athérome, et surtéwgaluation de nouvelles

F LILINE OKS& UGKSNY LISdziAljdzSad | Y2eSy GSNX¥S>: RS
sont envisagées pour 'homme pour dagplications «peu profondes». Cela pourrait étre

appligué en dermatologie, comme outil de diagnostic cancer du sein, comme aide a la
OKANXzNHAS Sy RSGSOGlyd tSa YsalaidlaSa LISYyRI
précancéreux par endoscopie du colon.
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Bien entendu, la fluorescence reste la technique de choix pour les expériengés. La

cytométrie de fluk®®Sy Said dzyS LI NFFAGS AffdzZAGNI GAZYy® [/
dans ce travail de thése pbld S @I f dzSNJ t QF FF A Yy A (i BsaRSd2 ligyéksy 2 LI NJ
cellulaires.

11.4.5.3.4. Cytométrie de flux

Lacytométrie en flux (CMF) ouFluorescentctivated cell sortindFACSgst une technique
permettant de faire défiler des particules @ellules agrande vitesselans le faisceau d'un
laser, en les comptants et en les caractérisant. C'est la lumiere réémise (par diffusion ou
fluorescence) qui permet delasser la population suivant plusieurs criteres relatifs

1 aux propriétés optiques intrinseques sleparticules ils correspondent aux
phénomeénes de diffusion liés aux dimensions de la particule, & leur structure interne
2 dz t -fludddsadricde certaines cellules (végétaux, phytoplancttm).

T aux propriétés de fluorescence induites obtenues pes tharquages spécifiques de
d0NHzOG dzNBa 2dz RQSOSYSYSyida OSftfdAZ  ANSAD

Cessignaux sont séparés par des filtres optiques (miroir dichroique et filtre optique) et sont
collectés par des photomultiplicateurs (PMT), amplifiés, numérisés sur un ordin&igure
20).

/'S LINRPOSRS RQlylfteaS AYRAGARIZSt S (@St t dzZ S
fluorescence, facteur de forme$ G LIS dzii & (aSviieFse @é phssidrs tmilliers
ROQSOSYSYSyiGa LI N aSO2yRSo [ Q2NRAYF G SdzNJ
RAGZGGNAOdzOA2Y & RSa LI NFYSUNBA YSadaNBa Si
parametre) ou deytogrammegdeux parametres)

~ O
w _,
ax

)
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Figure20: Composition d'un cytomeétre de flux

11.4.5.3.5. Traceurs

Parmi les molécules et matériaux fluorescents couramment utilisés en imagerie de
fluorescence, nous distingwns les protéines fluorescentes, les nanocristaux semi
conducteurset les fluorophores organique$igure21). Dansle cade de cette thése, seuls

des fluorophores organiques ont été utilisés.

Yo'w
Sl

FL Lo
VA
:;:":"-o’" L)

5

Figure2lY 1 0 Cf dz2 NB LIK2NB 2NHI yAljdzS§ 6OBSNI RQAYyR20&lyAySo T o860 t N
GFP) ; c) Nanocristaux segonducteurs

Les fluorophores organiques posseédent de nombreuses insaturations conjuguées. A titre
RQSEShugtpdlmonsOA GSNI £ S OFa&a Rdz OSNI IiRICyahiRe2 O& | y A
Green»). Ce fluorophore est largement utilisé depuis de nombreuses années pour des
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expérimentations chez la souris, mais aussi SUR K 2 YY S  LJdzA & lj dzQA £ FlLAG
molécules fluorescentes autorisées par la FDAF@Eod and Drug Administration:

organisme autorisant la commercialisation des médicaments sur le territoire desUits
dAmérique)t®'[ QL/ D S&id dziAf A&S RI Vdue deSoifRdyRIND RIGAS (izd
OSNIBSI dzz 2t} Il feste delZdwiddreuses autres molécules fluorescentes

OF N OG0 SNR&ASSA Llmidiorf &duNd |4 BugresceifalzM) rhiedarSine, les
cyanines, etc. Certaines comme la fluorescéine et la rhodamine ne permettent pas de faire

RS f QAivvivAcarNausSlongueusRQSYA daAz2y az2yid Yl aldzSSa LI
des tissus vivants et soR2 Yy O NB a4 S NIhgiBad b Qt w8 RS O2YYS f Sa
LI NI A Odzf A § NB Y S yi vivorals teltepitQlas campdsés §&s dnerSux

11.4.5.3.6. Vers de nouvelles sondes nano-particulaires

biocompatibles

Il existe des traceurs optiques naparticulaires parmi lesquelsous trouvons les boites
guantiques, les nanoparticules de silice et les polymeéres encapsyf@antiés a) plusieurs

molécules de fluorophores. Cependant, leur métabolisation une fois ténjelans un

organisme vivant soulevent des interrogations quant a leur biocompatibilité et a leur
StAYAYFGA2y® [ Sa | @Fydal3Sa RSO2dzZ enpagedRS  Qdzi
incitent malgré tout au développement de nouvelles nandi NHzO G dzNB & LJ2 dzZNJ f Q
Ffd2NBAOSyOSe 9y STFSiGx tQdziatAraldAizy RS
sensibilitt RS € QAYF IASNAS 2 LJIA ljidr#® véhitlde 50§ drSnbreddes Ij dzS
molécules fluorescentesDe plus, les fluorophores encapsulés au sein de ces particules
présentent généralement une meilleure photostabilité. Enfin, leur structure nanoparticulaire
FLOATAGS fF YAaS I donhaisatghigui RetmettdhtN@cOribiier deRS T 2
fluorophores a des agents thérapeutiques.

11.4.6. Différentes générations de nanoparticules

EnvueRQlI YST A2NBNJ £ S O2YLR2NISYSYyd o0A2t23AldzS R
leurs propriétés de surface ont été réales.Nous pouvongdistinguer trois générations
successives de nanoparticules

[1.4.6.1. Premiere génération

La premiére génération est constituée des nanoparticules non fonctionnalisées, stables en
milieu aqueux. Leur intérét réside principalement déssr capad 1S + SOAGSNI f QS
f OSEONBGA2Y LI N £S aedaisysS NBylIf®

9y SFFSGE €S LINAYOALIt 2NHIYS RQSEAYAYLIGAZ2Y
NBLIZAaS adzNJ dzy LINAYOALIS RS FAEONIGA2Yy t OGN
seulement™1 Ayairz f QSy Ol LJAdAZ I GA2Y RQIASYyGa RQAYI(S
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YIEy2LIl NOAOdzZ S& RS GFAtES £ SISNBYSYUd &dzZLISNR S«
leur élimination rénale et de prolonger leur effet. La taille des nanoparticulestaai¢fois

SUNB adzZFFAAFYYSYy(d LISGAGS LI2dzNJ IjdzQStfSa yS NB
al yadaayaod [/ SLISYRIyds arx 1 GFrAttS RSa yly2Ll
«géométriquesy RS f Q2 NHI Yy A &Y 3& perded pas @hedbnguelcintaiod i NS
dans le compartiment sanguin. Les nanoparticules sont en effet considérées comme des
O2NlJa SGNIYy3aISNRBR LI NJ £Sa RSTA e @ra, ellesysouazy A (| A
rapidement prises en charge par les macrophages. Afinpal@voir atteindre la zone
ROAYGSNEGE Af O2y@ASyld R2yO0O RQSGAGSNI f I LKI
Nous parlonslors de furtivité.

[1.4.6.2. Seconde génération : particules furtives

Comme le souligne Torchifif! f Q206 2SOGA T LINAYOALIf -RSa vy
OGN yalLR2NISdzZNE dzyS F2A48 FRYAYAAUNBA RlIya S ¢
RS OAS RS fQF3aSyid t @SKAOdz SNJ RIFIya I OANDdJ

Les mécanismes naturels de métabolis A 2y S RQSEAYAYIFGA2Y RAYAY
actif ou de marqueur qui va finalement atteindre les tissus ciblés, mais entrainent aussi une

I OOdzydzf  GA2y RS OSa YsYSa adomail yoSa RlIya f¢
(rein, foie, rate). S £ | LISdzi Sy idNI nySNJ dzyS OSNIIFAYS (2E?
RS O2y (NI &adsSs O0Sa | OO0dzydzf  GUA2ya LISdz@Syid Yl &l
trop intense dans ces organes, et donc perturber la détection.

De nouvelles stratégie® Yy i SGS RS@St2LJJISSa | FAY RQl dz3Y¢
nanoparticules dans le compartiment sanguin. Ces techniques se basent sur la modification
chimique de la surface des natransporteurs.

[ S LINAYOALI t YSOFIYyAaYS RQSténdeYétiojlbendbtBéjal. RS f Q2 1
particules «étrangeres» sont rapidement marquées au cours de leur circulation dans le
dly3 LI N RSa LINPGUSAYSAa RSaA3IysS Dpsonisdshbnt S G SN
ensuite phagocytés par les cellules de Kupfiieagrophages du foie), les macrophages de la

rate ou des poumons, ou encore par les macrophages circulants.

Afin de limiter ce processus, les particules shids O 2 dz@ S NJadgert deRuitiditgs qdi

f SdzNJ LISNXYS{i RQSOKI LILIS NJ siystéind imnuhitaiié daNeBquivaiht M f S &
fixation des opsonine$32MtHI34 | 5 grande majorité des agents de furtivité utilisés pour

former une coucheprotectrice autour des transporteurs, sont les polymeéres. Le'PEG
oLRfestKetsyS I3tedO2t0 Sald €S L) dza O2dz2NY YYSy
soluble en milieu aqueux, non toxique, et a en outre une faible immunogénicité. Il est
Fdzi2NR&S t fQAy2SOlAz2y OKSIT fQK2YYS LI N fF C
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La seconde génération de nanoparticules ditelirtivesn LISNXY S RQIF @2 A NJ dzy
séjour dans lecirculation sanguine suffisamment important pour relarguer lentement un
agent thérapeutique, ou pour entrainer une accumulatgassive par effet EPR.

11.4.6.3. Troisieme génération : particules ciblantes

Lesnanopatrticules furtives restent dans la circulation sanguine plus longuement que les
autres nanoparticules mais finissent cependant par étre extraa@bérs du compartiment

sanguin, notamment dans les zones obl | @l a0dzf | NAAlF A2y LINBas$S
FSySaaNlrdAaAzya O02YYS S F2AS 2dz £tSa 12ySa R
FlL O2NRASNI € QF OOdzydz F A2y RS& yI y2LI NIOGAOdzZ S3
fonctionnaliser leur surface avec des ligandssb®b3a A lj dzSad / 2YYS y2dza f Qt
cellules cancéreuses présentent a leur surface des récepteurs spécifiques ou sur
exprimési®® Si les nanevecteurs sont munis de ligands capables de reconnaitre ces
récepteurs, ils se fixeront alors préférentiellement sur les cellules malades et diminueront

f SdzNJ aSyaAoAfAlS £ tQSEGNY OFal A2y ®

/I SLISY RI y i Zes ligahtisa 2adairfacR &s r@noparticules favorise généralement leur
capture par les macrophagés/ QS & i LR dzNJjdz2A Af Sad AYLR2NII
OAd6f 38 +dzE F3Syda RS FdzNIAGAGS FAYy RS 02y
barriere stérique risque toutefois de masquer les ligands et donc de rendre caduque le
ciblage actift  NJ 02y aSljdzSyids Af S&aid 2dzRAOASdzE RQSTt 2
YVEIEyYy2LIF NOAOdzZ S LI NJ dzy 6N & SaLJ OS dzNJaévbeheY | y A § N
RS FTAdNIAGAGSO [ QdziAfAal GA2Y RS&a O0ONI&a SaLl OS
elle permet une plus grande liberté de mouvement au ligdadorisant ainsi son interaction

avec la ciblé&3"

[1.4.6.4. Quatrieme génération : nano-valves
b2dza ©@Sy2ya RS @2ANI ljdzQAt Said L2aairofS RQSy«
une nanoparticule et dé QF YSYSNJ £ dzy SYRNRAG RSaANBP® [ S
libérer ce médicament une fois arrivé a destination. Pour cela, de hombreuses solutions ont
été proposées et sont regroupées sous le terme daro-valves».

Une nanevalve est un ®ouchonn |j dzA LJSdzi &4 Q2 dzONANJ Sy F2y Ol A
physique ou chimique) et libérer le principe actif emprisonné dans la nanoparticule. Certains

de ces stimuli peuvent provenir des cellules cancéreuses et de leur environnement
particulier (pH, enNR Y Y SYSYy i NBRdAzOGSdzNE | OGAGAGS Syl @
apportés par une intervention extérieure (rayonnement, chaleur). Les principaux stimuli

sont:

- Latempérature Une Y I y2 LI NIIAOdzf S RS aAiAf A0S NBO2 dzd¢
sensible comme IeNAPAAmM (poly(Nsopropyl acryl amide) peut libérer son contenu
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par uneaugmentation de température en permettant le dépliement des chaines de
polyméres: 3!

- Un rayonnement électromagnétiquene équipe a développé des nano valves
ol 4S8a &dzNJ f QA a2 YSNR &l (R LeCchangemend d6a RS
conformationLJS NY S dzyS RAYAydziA2y RS f QSyO02YoNB

- Le pHLle pHdestissuscancéreux est légerement plus faible que celui des cellules
saines. Des nanoparticdeRS aAf A0S LIR2NBdzaSa Y2RAFASSaA
libérer une molécule en fonction du pH par répulsion électrostatigtfe.Des
nanoparticules de silicegoeuses recouvereR Qdzy S O 2 dzQdd8glutarbic) L2 f & o
peuvent libérer un principe actif, la doxorubiejn par augmentation du pH
(neutralisation des chargeSj

- [LQSY GANR Y Y 3as&ylliles Ndbdér2UseB possédant pouvoir réducteur
proportionnellement plus importantdj dzQdzy' S O S Cdttelafiéfilladceé peytS
étre mise a profit dans des systémes sensibles a ce potentiel. Une équipe de
recherchea développé des nanoparticules polymériques qui se dégradent par une
réaction de réduction induisant la libération de pripeiactif42143!

- [ QF Ol A FA (S LeS gelluksrdaricdrdusa$-expriment certaines enzymes.
Une équipeaRS2t Y2YGNB 1jdzQAf SGFAG LIRauaehof S R
«barriére peptidiquen = adzo A4 NI &G RQdzyS LINRBGSIFaSe 9y
« barriére» de peptide est dégradéet le principe actif libér&-414%!

- [ QF FFAYA G SPaOexemplSiliiaA éiéAnd@ré quda rhodaminepeut étre
emprisonnéedans des nanoparticules de silice poreusgs NJ F Ra2NLJiA2y R
R Q! 5 bforrjedane couche imperméabl&n présence du brin complémentaire,
f QF LILI NASYSyYyid RS& OKI Ay SlanahdfaNidife ét lile®dr RS A 2 |

soncontenu**®

[1.4.6.5. Nanoparticule ideale

Une nanoparticule «déale» regrouperait toutes les caractéristiques évoquées
LINBOSRSYYSyild o0A®dSd 3ASyd RS OAof | IB OBXV T dz
(Figure220 @ ! LI NI AN RQdzyS YsYS LIXFGSF2N¥S RS ol
aux propriétés différentes pourraient étre imaginées pour relever les défis de la médecine
personnalisée.
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[ I 02y OSLJiA 2y -plReduime Snultifoldtidnitelle yidcgbgte des stratégies de
synthese robustes et versatiles qui permettent un bon contrdéela position de chaque
molécule ou polymere mais garantissentaussi leur orientation eta maitrise deleur
guantité respective au sein de ferticule.

/ QSaid RIFya OS OFRNB jdzS aQAYyaONARGSYyd YSa NI
de nouvelles nanoparticules de silices fluorescenfagjves et ciblantes en utilisant des
molécules hybrides silyléepeptides, fluorophores et polymeres.

II.5. Synthese de nanoparticules de silice
multifonctionnelles

La synthésele nanoparticulede silice fonctionnalisées utilise habituellement une approche
Ydzf GA SOFLIS&a 2G €F LI NLGAOdzZ S Said RQI62NR
de greffage chimiquell(3). La stratégie que nous avo@sK 2 A 8 A S Sad ol ass
molécules hybrides (peptides ligands et fluorophores) possédant une fonction silane. Ces
blocs hybrides nous permettent une trés grande flexibilité dans la conception des particules
qui peuvent étre réalisées pas ags dans des conditions sgpél chemoselectives et
compatibles avec les nombreuses fonctions présentes sur les biomolécules. Ainsi, le
fluorophore sera introduit dans la matrice de silice au moment de la formation de la
particule de maniére covalente. Lmécanisme de cette synthése directe a été décrit au
paragraphdl.2.2

ax
o)
[

dzl

Qx

Les peptides ligands, les agents de ciblage et de furSeitéensuitegreffés seulement a la
surface des NPs préparédaqure230 @ [ Q2 LJt fe ¥ohtédle deice posyreffage fera
f Q20250 RHEA3JI NI INI LIKS
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Figure23: Stratégie de synthése des nanoparticules de silice multi fonctionnelles

La plupart deshanoparticulegque nous avons synthétisées sont non poreuses et ne peuvent

R2y O LI & SyOlI LladzZ SNI RS LINAYOALS |OGAT Sy @dz
j dzQAf Said L2aairofS RS £Sa RSGSOGSNI SG RSa S
Les premiéres mises au point darficules poreuses utilisant des molécules hybridest

détailléesau chapitrelll.

11.5.1. Synthese de nanoparticules fluorescentes
[1.5.1.1. Synthése de fluorophore silane

Le fluorophore doit étre accroché de maniere durable sur la nanoparticule et il est essentiel

R Q ®@tbut relargage dans leemps. La fonctionnalisation du fluorophore par un
groupement triethoxyda A £ ' yS LISNXSG RQIF&d&adzZNBNJ dzyS f Al A&:
nanoparticule.

LeOK2AE Rdz Ffd2NRLK2NBE @I RSLISY R&uddibvitrd QI LILI
fl Ftd2NBaOSAYS Said | RILIYSSS D YR EIWHAE R ota 2N

En revanche, la cyanine 5.5 a été sélectionnée pour les étudesivo. En effet, son
YFEAYdZY RWI0&2NLIIAZ2Y t cTp YY Si RQSYA&a&aAZ2Y
AN} YRS LI NI AS R S-fuorésteSey @e¥ tissiSaqui app&raissaintzentre 650 et

900 nm.

La silylation de lafluorescéine a été réalisée en suivanhe méthode décrite dans la
littérature. ™ [ QA a2 KA 208 yI (S R SommerdeefBELRS me® 02 Y Y ¢
présencedef QF YAY 2 LINR LR f NASIiIK2E@aAflyS o!/t¢9of{uv R
dans le DMSO pendant une heure. La réaction est suivie par LC/MS et la fluorescéine hybride
silylée2 est obtenue de maniere quantitativé&igure24).
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Figure24: Synthése de la fluorescéine hybride 2

[ Q20 GSy A2y RS 4t S@eSt yNFIST ASBASIS yISIF NI NBF Ol A 2
hydroxysuccinimide de la cyam 5.5 (Cyan 5.5 NHS commercialen présence de -3

F YAY2LINR LR NASGIK2E&aAflYyS o6!t¢9{uv RIg&a fSa
(Figure25s).

N i i
H N" ci cl
DMSO
+ (EtO)3Si~_~_NH;
1h
o
o)
o NH
0
&l
o Si(OEt),
3 4

Figure25: Synthése de la cyanine hybride 4

Les solutions de DMSO des fluorophores hybridest 4 a 0.175mol/L sont utilisées
directement pour la synthése denanoparticules fluorescentes sans précipitation et
purification.

composé MW (OH)Y/ [M+H]" m/z
2 526.1/ 527.1
4 702.3/ 702.1

Tableaul: Caractérisation des composeés 2 et 4

La quantité de fluorophore incorporée dans les nanoparticules est un paramétre important.
L'yS GONRBL) FILA0ES ljdzr yiAGS RS Ffdz2NRLK2NBE yS
guantité trop importante pourrait perturber la synthése des nanoparticulesndtiire des
phénomeénes de quenching». Un rapport molaire fluorophore/TEOS de 0.588b utilisé

par la suite il a été déterminé par rapport a la littérature
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[1.5.1.2. Synthése directe de nanoparticules fluorescentes

Lesnanoparticules de silicent été réalisés en utilisant laméthode de microémulsion

décrite au paragraphdl.2.3d [/ SGGS GSOKYyAljdzS LISNX¥YSG RQ20610 ¢
monodisperseproche de 50nm, taille qui semble étre2 LJG A Y £ S LJ2dzNJ 6 SY STA
EPR § LINRPOSRS RS YAONRSYdzZ arazy LISNXSG RQAYyO
la formation des NP€n effet, iestimportand 1j dzS £ S Ff dz2NRPLIK2NB az2Ad
de la nanoprticule plutdt que greffé a la surface pour deux raisgn€& T dz2 NP LK 2 NB
aucune fonction de reconnaissance ou de furtivité, il est préférable de réserver la surface a

RS A& Y2t SOdz Sa lj dzA ySOSaaArlSyi ROAY G&NF IANI
Deuxiéemementf QSy ¥2dzA a4SYSy i Rdz Ff dz2NRPLIK2NBE ;S LINZ
les nanoparticules peuvent étre conservées plusieurs mois sans diminution de la
fluorescence.

[ Q2 6 ( 8eg dakobdafticules se faiin mélangeant le triton A 00, le cyclohexane et une

a2t dziAz2y RQIFYY2yALlldzS | @BeOnicR&nuldiof REHIL de2ld  LI2 d:
solution de fluorophore hybride dans le DMSO est ensuite ajoutée, suivi directement par un

ajout de TEOS pour obtenun rapport molaire Fluorophore hybride/TEOS de 0.52%. Le

milieu est laissé sous agitation une nuit puis les nanoparticules sont isolées par précipitation
dansféers FAEf GNBS&a &dzZNJ FNAGOS RS LBRNRaAAGS n |
pendant 21 K LJ2 dzNJ S E (i N} A NIS (if (RSE & &2 LIKENEBI G {dery Y Q1

o
O(sf; + *** > NpS(Fluo)
-~ SolGel
W/O microemulsion

o/
O\SIEO + *** > NpS(Cyan)
~_©

2= % 4= %

Figure26: Synthése des nanoparticules de silice fluorescentes NpSi(Fluo) et NpSi(Cyan)

En début de traitement par le soxhlet, le filtrest coloré, signd&k S t QSt A Ypayié G A2y |
Rdz Ftd2NRLIK2NBE ljdzA yQSad LI & AYY20AftAasSS RS
de soxhlet, le filtratest complétement incolore alors que les nanoparticules gardent leur
couleur. Les nanopartites obtenues sont jaunes dans le cas des Np(Fluo) et bleu pour les
Np(Cyan) Kigure 26). Les poudres sont caractérisées paicroscope electronique a
transmission(MET) et Diffusiordynamique de la lumiéreDynamic Light ScatterinddLS)

(Figure 27). Les images MET montrent une population de nanoparticoiesodisperse

R QS y @ AnMRe/quiresi confirmé par les analyses DLS réalisées dans un tampon PBS. Le
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diameétre hydrodynamique obtanpar DL®st de 79 nm avec un indice de polydispefsite
0.124 pour les Np(Fluo) et de 81 nm avec un indice de polydispersi@®1@2 pour les
nanoparticules incorporant la cyanine.

a b
20 4
15
9
: <z
£ 10
s ° .
N
I 2
0 — —— II."..,,...

1
1 10 100 1000 ®
Size (d.nm)

Figure27: a) AnalyseDLS, b)mage MET des nanoparticules Np(Fluo)
[ QL ylFfeaS StSYSydalrANBS Said dzyS YSUK2RS Ofl aa
nanoparticules hybridesrganique/inoganiques. Elle permet dééterminer le pourcentage
RQ2NBI YAl dzZS RIya fSa yIdogsiiNNINO DeztH)Tdrrdspondenizda S
a la dégradation de la matiére organique (la silice, B®se dégrade pas). Ueableau?2
représente les analyses élémentaires des deux lots de nanoparticules estenu

lot %N %C %0 %H
NpS{Fluo)  0.28(0.51)  4.26(3.75) 6.17(1.17) 1.65(0.28)
NpSiCyan) 0.30(0.47)  4.17(5.65) 6.24(0.17)  1.67(0.46)

Tableau2: analyses élémentaires des nanoparticules Np(Fluo) et Np(cyan), le chiffre entre parenthéses est le
pourcentage théorique

[ QFy I f@dasS St SY $ydeuxiodHe nerdpaidicdBEs sdntz8mposés de 12% de
matiére organiqued > b 572 / B2 h &2 1 I 7 BIORMBREmdrgrdqie =SG RS
100- %R Q2 NH I, ¢é Auj esxrSégalemertdonfirmé par les analyses thermogravinigtres

réalisées entre 30 et 800 °C a une vitesse de 10 °C/Rigure 28). Toutefois, les

L2 dzNOSy G 3Sa Yl aaAldzSa RQ2 duHlboyophprdzEtaitgrefis 2 N |j dz
sont de5.71 % et 6.75 % polas nanoparticuledlp(Fluo) et Np(Cyan) respectivement.

/ SGGS LX dza F2NLS ljdadh yiAdS RS YIGASNBE 2NHI YA
fluorophore au sein des nanoparticules mais égalemieiht NJ £ I LINBS &ofahts,%le R QI dzi
surfactant et de SiOH résiduel@es SiOH peuvent polycondenser par échauffement du
matériau lors des analyses)

Il QAYRAOS RS LIR2feRAALISNEAGS O2NNBalLRyR t fI RAAGNRAOGDzI
LINELR2NIAZ2YYSEES t f QSrOdes\hnoparidulss. PRus il ekt grocRerde Y@us INE Y2 & S
population est monodisperse.
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Figure28: Analyses thermogravimétriquedes nanoparticules Np(Fluo) et Np(Gya

11.5.2. Choix des ligands de ciblage

9y L dza RS fQSTFSO 9tw R2y(G y2dza SaLISNRYaA
nanoparticules (40 nm), nous visons un ciblage actif (Voir paragridgh2.2. Nous avons
RSOARS RQdziAft AaSN) O2YYS I|3Syia RS OAofl 3S
affinité pour deux types de récepteurs surexprimés a la surface des cellules cancéleases
NBEOS LI SdzNB O MAYTI SNNA ySlj dzSa RS&a LINRPOSaadza R
NRP1.

¢

En synthétisant des nanoparticules présentant deux types de ligands de ces deux récepteurs

RS FTloe2y O02yO02YAUlyiSs y2dSORAGNIYRY $rfaisS NJat Qb
aussi la sélectivitéles nanoparticulespour des lignées cancéreuses présentant ces deux

types de récepteurs.

[1.5.2.1. Ligand ciblant les récepteurs NRP-1 a la
Neuropiline

Lesagonistes naturels du récepteur NBRRBont Sema3A et VEGRécemment, le groupe de

Dd t SNNBUG | A RS yVATWEPP®H dofrieSuhJanitabdfistsi de RNEE |

inhibant la liaison de VEGIFGo 19 uM) De plus, cepeptide est tres sélectif pour ce
récepteur. Des étudedn vivo2 YU Y2y (U NB 1jdzQdzy GNI AGSYSyld OA
RSONRA&AlIYOS y2G4Fr0ftS RS tQly3aazaSysasS Si RS
sein®™?[ 2 NBE R QSib Uil Bin Siyodl § até également été montrdue cepeptide

couplé a un photosensibilisatewtu coté N terminal, avaitine action cytotoxique sules

cellules surexprimant NRE*Y De plusil convient de noter quda modification ducoté N-

GSNJ yQF LI & Y2YGNB RS RAYAYydziAzy RS QI FFAYA
Nous avons donc choisi le ligandAAIWLPP®H que nous allons modifier du cotétét par

un bras espaceur contenant le groupement silalbe coé Gter est laissé libre
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Afin de valider la spécificité des ligands peptidiques utilisés, des ligands contrbles doivent

étre sélectionnés. La séquence LWRPTPA contient les mémes acides aminés et donc une
méme charge nette que la séquence ATWLPPR mais daiey Sy OKI Ay SYSy (i RAT
RQdzy LJSLSGranIBh RA G ST LISLIIARS aONI Yof SR I SGS RS
affinité pour NRPL.12%2

I 2YYS y2dza QI g2y & ILRKSIONATG Bdzi LY SDIEARLKESE RC
SALJ OSdzNJ SYGNB I ada2NFIF OS RS fF yIFy2LJl NIAOdz
stérique et de lui donner la mobilité requise pous lmteractions avec le récepteur. Nous

I o2ya OK2AAA RQdziAf AaSNI ljdz- iNE NBasiRsiza 06Si
synthétisé indépendamment du ligand, sur support solide pour obtenir le composé Bec

OHS5 puis couplé sur le coté-tér du peptde HAT(tBu)W(Boc)LPPR(ROIH6.

Lecomposéb est synthétisé susupport solide en stratégie Fmoc/tBu puis est décroché de la
résine trityl par clivage ménagé (TFE/AcOH/DCM 20/10/70) afin de conserver les
groupements protecteurs acido labiles. Le bras espabest couplésur le Nter du peptide

6 avant de procéder augtapes de déprotectioret de purification par HPLC préparative.
Enfin le composé est modifié par un groupement triéthoxy silane pour obtenir le peptide
hybride7 (

Schémall). Le composé contréle Si(OEt) ,-LWRPTROH 8 est préparé de la méme
maniére que le composé

Le rendement final déterminé a partie de la masse de pefidecupéré apres clivage de la
résine estde 52% pourle composé’. llest de45% pour lecomposéS.

composé Séguence MW / [M+H]" m/z Rdt
7 Si(OH} Y4-ATWLPPRH 1286.6 / 1287.4 52%
8 Si(OH} Y- LWRPTR®H 1286.6 / 1287.4 45%

Tableau3: Caractérisationdes composés 7 et 8
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Schémall: Synthesedu composé 7 i AA (3eq), DIEA (6eq)i DMF/pip, iii AA(3eq), DIEA (6eq), HBTU (3eq), iv
TFE/AcOH/DCM, vii HBTU(1.2eq), DIEA (6&fij) TFA/TIS/HO; ix ICPTES (1.2eq), B(Beq)
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[1.5.2.2. Ligand ciblant les récepteurs aux intégrines,
c[RGD]

Le motif tripeptidique RGD est présent sur de nombreuses protéines extracellulaires comme

fl FAONRBYSOUAYSS I @GAGNRYSOUGAYS>T 2dzJkl (KNP
Ces protéines extr® St  dzf | ANB & Ay (S NI ASryigfafiofi icelluRireyed f QI R
ciblage utilisant le motif RGD a été utilisé avec succes pour la délivrantedleament,
RQI3Sy i Rbdewinsd!8Nak §esnanoparticuled®™ ™ 2 dza lj dzQt £ | (dzy$S
spécificité et le caractere agoniste ou antagoniste du ligand dépendent de la fagon dont est
présentée la séquence tripeptidique. Différentes analogues ont été synthétisés pour
favoriser un des deux cara& 4 = | dzZAYSY G SNJ £ QF FFAYAGSaYlF A& |
vis des différentes intégrinesNous pouvonsciter la synthese de peptides linéaires,
cycliques, sous forme de systtmes monomériques ou multimérijtfésLes formes

cycligues du RGD opermis de rigidifier la structure, induisant une meilleure présentation

du ligand et par ce biais améliorer significativement les propriétés de reconnaissance tout en
diminuant b dégradation protéolytique du peptide. Le développement par Merck du
Cilengitidec[RGDf(NVie)Val] comme inhibiteur dé Q| y Bse ®irHoBalé est basé sur ces
recherches Figure 29). Le c[RGDfK] est un analogue trés proche du Cilengitide oua la N
méthyl valine a été substituée par une lystequi permet une fonctionnalisation ultérieure
FILOAEtS® 51 ya sy 2RNBt IO G A YOI YiAlgeBgieNdiegeJouRlS € | f
fonctionnalisation par les silanes.

0
0] )\NH 0] HN
HN 2 (0] NH
Tae- NH . HN 2
HN NH
< N
o N
H O 0o N
0
HO
HO
Cilengitide c[RGDfK]

Figure29: Sructure du composé Cilengitide développé par Merck et de I'analogue c[RGDfK]

[ QFy I f23d2S Omwi Igifciherdété Ramplacée oS lindzBéta attdirteperd

RS YIYASNBE aA3ayATAaol A Senadyyientant & taiffeidid §clelI2 dzNJ
b2dza f QlF g2y a OK2A &Ae D3 ¥ormBoséfdd & beyiianineOR} § étdNE f S @
utilisé comme espaceur également.

Le composé c[RRpf)GD(OtBu)fkibz)] est synthétisé pasynthése peptidique sur support
solideSPPS en utilisant la résine chloro Trityl et la stratégie FmotABune fois le peptide
linéaire obtenu,le groupement protecteur Fmoc est 6té par action de la pipéridine, puis le
peptide est décroché du support solide par clivage ménagé afin de conserver les
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groupements protecteurs acido labiles. Apres cyclisation intramoléculaire, le groupement
protecteur bz de la chaine latérale de la lysine est enlevé par hydrogénolyse litsénanta
fonction amine pour obtenir le compos@ Celuici est purifié sur HPLC gparative. La
chaine latérale de la lysine est ensuite utilisée pour coupler le bras espacdpres la
déprotection des différents groupements protecteurs, le composé est puldiénouveau

par HPLC préparative puis couplé avec le silane pour obtenongosél0 avec 32 % de
rendement(Figure30).

O 0=85=0 0=8=0
HN NH HN NH
\77
O’ NH NH
) FmocSPPS
Fmoc” 4 | Yo 5o H 9 _— Y H
= 2-chloro chlorotrityl resin (ﬁy: )es HN\)-L /ﬁ{N\)LN N\_)J\O HZN\)LN/\F(N\)LN N\')LOH
H : H H
XOY o~ o] xo\( e} o
o] \ o)
0O.__NH OYNH
[o] j)r 0

3 cycles
Fmoc SPPS | i, iiiy

Fmoc..
moc. N%
H v

Figure 30: Synthése du composé 10.AA (3eq), DIEA (6eq)ii DMF/pip, iii AA(3eq), DIEA (6eq), HBTU (3eq), iv
TFE/AcOH/DCN v HBTU(1.1eq), DIEA (3eqyi Pd/CH,; vii HBTU(1.2eq), DIEA (6eqyiii TFA/TIS/H2Q ix ICPTES
(1.2eq), DIEA(6eq).

[ S O02YLIZ2asS OaH)NBECBY )]1Aastipréparé de la méme maniére que le

composélOavec un rendement de 38 %gbleawd).

composé Séquence MW / [M+H]"m/z Rdt
10 c[R ADfK(H(CH);NHCG As-)] 1050.5/1051.6 32%
11 Oowi ! 5 F ¥OH):NHOO9 W)  1064.5/1065.7 38%

Tableaud: Caractérisation des composés 10 et 11

70



11.5.3. Greffage

I 2YYS y2dza QI @2ya YSYUA2yyS FdzLJ NF @l yas y2i
siviéda  aAYdzZ GFySYSy(d adzNJ £ Sa ylIy2LIl NIAOdE Sao |
RQdzy o6NJ} & SaL)J OSdzNJ [jdzA £S &SLI NS RS fF &Sl d
j dzZQSttS RSONIAG FF @2ANI dzyS NBIFIOGAGAGS ljdzr &A A
donc concevable que le rapport des concentrations de peptides hybdiges la solution de

greffage soit identique au ratio des peptides greffés sur la nanoparticule.

vdz2 A jdzQAt Sy az2Aai0zX Af Sald AYLERNIIYydG RS RS
nanoparticules. En effet, la densité de greffage va avoir un impaddsé QF FFAYAGS |
cellulest™ Une quantité trop importante va nuire & la reconnaissance cellulaire en causant

dzy S 38yS AaGSNAIjdzS Ff2NBR 1jdzQdzyS ljdzr yGAGS GNP
optimale. Dans notre cas de mdltinctionnalisatiors, il est méme important de quantifier le

rapport des deux peptides immobilisés.

[1.5.3.1. Méthodes de quantification : ERETIC

[ S& YSGiK2RS&a RS OFNIYOGSNRAIFIGA2YyA Of I aaaAldzS
St SYSYyill ANBI #émbuldDDLS fiepermdtdntPgsidd dudntifier précisément
despel ARS& &adzNJ dzyS yI y2LI NGAOdz S S t F2NIA2!T
élémentaire, par exemple, donne des informations tres globales et peu précises. En effet si

dzy a2t @lFyid 2dz RQlFdziNB&a Y2t SOdzZ Sa 2 NFHitegth |j dzS a
AYL2&aaAofS RQ200GSYANI dzyS AYF2NXI GA2Yy FALFOf S
nombre de peptides greffés sur les NPs et ainsi valider notre hypothese de greffage, nous
avons dd imaginer une méthode daractérisation permettant déournir une quantification

absolue avec une sensibilité suffisamment importante pour détecter des concentrations de

f Q2 NR NBE mMdans fedube RMNce qui correspondd une charge en peptide de

2umol/g pour 50mg de nanoparticule dissout dans 600pL

La méthode de spectroscopie RMN ERETEIecfronic REference To acces In vivo
Concentration8 LISNXYSG RQIFOOSRSNJ £ fI O2yOSYyudN) GA2
NEFSNBYOS SEGSNYySo t2dzNJ OS FIFANB Af ySOSaa
servant de référence:

1 soient préparés dans le méme solvant et placés dans des tubes strictement
identiques.

1 possedent une concentration a peu prés équivalente (du méme ordre de grandeur).
Pour ce faire plusieurs tubes de référence spréparéspar dilution de la solution
mere.

Cette méthode fourni un signal de référence, synthétisé par le spectromeétre qui est calibré
avec le tube de référence. Ce sigdalréférence fourni une pseud&ID qui posséde toutes
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f SA& OF NI OG0 SNR &G A lj dzS s pBrawkyes @dlienke, @mpliuygd, ghaseya b R 2
etc. sont contrdlés par la console du spectrometre. Puis le tube a quantifier est passé dans

f QF LILJ uniSakhttexa&eynent les mémes paramétres. Il est possible de déterminer la
concentration molaire paryiS YSGK2RS RQAYGSANI GA2y O2YL} SE
par la suite de remonter a la densité de greffage des nanoparticules en mmol/g par la
formule suivante

D= [F]+V+1000

m

D= densité de greffage (umol/g)

[F]= concentration du noyau étudié déteméi par la méthode ERETIC (mmol/L)

V=volume du tube RMN (mL)

YI' YIFa&dS RSa&a ylIy2LIF NIAOdzZ Sa RIya f QSOKI yGAff

Pour une bonne précision de la mesuieelargeur de la fenétre spectrale est fixée a 10 ppm
et centrée sur le pic a quantifier.

Il est cependat difficile de discriminer deux peptides de cette taille par RMMUHC? étant

R2yYyS fI Ydz G§AGdzZRS RS &A3dyl dzE SG f SdzNB & dzLJS
dzy y2@ldz RAFFSNBYUG LI2dzNJ f QdziAf A&aSNI O8YYS 4z
permettant de les différencier et les quantifier.

Parmi les sondes possédant un spin nucléaire de %2, nécessaire pour une bonne sensibilité a
la résonnance magnétiquaucléaire, nous avons choisi le fluor T9F}. Il posséde une
abondance isotopique naturelle élevée et de nombreux aminoacides fluorés sont disponibles
commercialement.

/ SLISYRIFIYyG Af yQSald LI a LRaarotS RS FFEANB RS
R2YYS fF Yl dz@IAaS HMhY23ISYSAGS RS f QSOKLF Yy (A

Nous avons donc choisi de dissoudreriasoparticules avant de les analyser par RMisur

libérer OS |j deorfidnifie® &n solution. La silice se dissout facilement dans une solution
aqueuse concentrée en hydroxyde de sodiBehig¢mal2d 2dz Sy O2NB dzyS &az2f
Ft d2NK@RNAIjdzS | ljdzSdzEd t 2dzNJ RS&a NI Aa2ya LINT
aAdylt RQI C Gofikdupivaguéusd chdd@rée en hydroxyde de sodium

qui estutilisée.

Na*
s
NaOH ]
Sio, a - Na'"0-Si-O'Na*
N
Na*

Nanoparticule Silicate de sodium

Schémal2: Dissolution de nanoparticule de silice par une solution d'hydroxyde de sodium
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[1.5.3.2. Synthése des sondes fluorées

Lorsde la sythese des peptides, un aminoacide flu@st introduit et peut étre détecté par

wab® [ QAYASNIA2Yy RS &steffectliéd suyle brad sRaSeurypduy ney | i dzl
LI & LISNIdzZNDBSNJ £ QF FFAYAGS RSa ATl yPatdéét | NYA
asSt SO0A2yySa&noc2fafinod A RrBuord-butyrigue (noté «Ala(Ck) » pour
trifluromethyl alanine) et la (SFmoc4-fluoro-L-phenylalanine noté #heF»(Figure31) dont

les déplacements des signaux RMRisBnt respectivement 34 ppm et-117 ppm dans une

a2t dziAzy RQK®&RNRHIS 8 pritégés pat &ea gmtipemadis Fmoc ce qui

permet de les introduire dans le bras espaceur comme un acide aminé classique sans
modifier la stratégie de synthese.

-64ppm -117ppm

foastii ate
DS S e ) J<§®
H/EZ/OH O N ) OH

Figure31: Aminoacides fluorés choisis pour la quantification par RMN du fluor tigands

Lesaminoacides fluorés sont introduits a la place de 9% ®éta alanine du bras espaceur

pour obtenir les bras espaceutg et 13 protégés par un groupement Fmdgdhémald). Les
espaceurs sont couplés sur les peptidest 9, et le6 NI & aAf et S Said SyFAy
terminale du bras espaceur apres déprotection des groupements Fmoc pour obtenir les
peptides hybrided4 et 15avec unrendement de 46% et 37%spectivement Tablealb).

0 e (j' I{r
HoONTY y ©
n\j‘L\lf‘)\JOH 4 étapes 0 n HN)\‘J’N"“/&O o] o ~—N.. on
Fmoc’ni/‘jg %“‘CF: 2 H\jl N/_‘) Z-u ] o ef \f/
H “a/“\(N ER “on HN
" (E10)Si— “'g ° e 14 HNZ ™ NH,
o 3 OH i H-f‘\\/“{k[‘uﬁ‘)%g:w J"OI‘NH NH
. /H{H }‘m/\} , —deees (EO)si— “g ° ﬁ';\\L D\\IJ ‘g;/H; N,
Fmoc” o T’\ fi HN /
o ot
Schémal3: Synthese des composés 14 et 15
composé Séquence MW / M+H" m/z Rdt
12 Fmoci A-A(CE) A»-OH 592.2/593.3  78%
13 Fmoci AF(PhF)A2-OH 618.2/619.2  82%
14 Si(OH}(CH);NHCG 'A(CE)-J L-ATWLPP®H 1380.6/1381.6 46%
15 Owwi | 5A):NOH):MHTCE LPheF L)] 1132.5/1133.7 37%

Tableaub: Caractérisation des composés Fluorés
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Avant de procéder au greffage des peptideset 15, il est nécessaire de mettre au point les
conditions opératoireset valider la méthode de quantificationsolvant, pH, température,
concentration en peptidehybride et temps. Beaucoup de solvants ont été utilisés pour
greffer les organosilanes sur une nanoparticule. Toutefois, le DMF a été choisi car il permet
de solubiliser la plupart des peptides hybrides.

lestt RYA&d RIEya 1 € AG0G Sodvée gexiet dfadefsaryleS réactonsLIS NI G
RS O2yRSyaliArzya RS artz2ElySeo 58a Y2RSa 2LIS
reflux du solvant. Cependaries nanoparticules que nous avons synthétisées incorporant un

Ff dz2 NRLK2NBI V2 dzchaoffer @2 fgriemehdlpdur ésitdrdarkdégkadation

des espéces organiques. Ainsi une température de 60°C a été choisie pour les greffages

Les temps de réaction sont généralement de plusieurs heures pour obtenir des taux de
greffage importants. Nous averdonc fixé la durée de réaction a 12h. Enfin, des catalyseurs
acides ou basiques sont généralement utilisés pour la condensation (Voir paradraphe
Des tests de greffages préliminaires ont été réalisés sur un autre hybride fluoré simple.

[1.5.3.3. Choix de la catalyse

AinNRQ2 LIGAYAASNI €S INBFFIIAS S 16 aRéEEE udisezdmimg NJ f |
modele.ll a été obtenu de maniére quantitative peéaction entre la 4luorobenzylamine et
f QL / Schemdld). o

0

DMF
{EtO)BSi/\/\HJ\”

16

Schémal4: Synthese du composé 16

Composé MW / [M+H]"m/z Rdt

16 288.1/289.3 100%

Tableau6. Caractérisation du composé 16

Le composél6 est dissout dans 10 mL de DMF pour obtenir une solutiostock» a
concentration de 1.25 mM puis la solution est séparée en trois parties bemugielles
différents catalyseurs sont ajoutés

1 DMF/1% v/v TFA pour un pH tres aci{del< 1)
1 DMF/1%v/v AcOH pour un pH intermédiaire (4<pH<5)

1 DMF/1%v/v DIEA pour un pH basique (9<pH<10)
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Des aliquots de 100 mg de nanoparticules sont mis en réaction damt. de chaque

solution, sous agitation pendant 12h a 60 °C. Aprés réacksnnanoparticules sont lavées

ldz 5aC>X t fQ9ihl Llzia fez2LKAfAASSaAa RIya QS
nanoparticules nommeéeNp(fluo)1 Np(fluo)2et Np(fluo)3 (Tableaur).

Composeé greffé Conditions de greffage

DMFTFA1%v/v DMFACOH1%v/v DMF DIEA 1%v/v

16 Np(fluo)2 Np(fluo)l Np(fluo)3
14 Np(fluo)4 Np(fluo)5 Np(fluo)6
15 Np(fluo)7 Np(fluo)8 Np(fluo)9

Tableau7: Greffage des composés 14, 15 et 16 avec différentes catalyses

La quantité de nanoparticules récupérée aprés greffage est généralement inféri@0ee (
en masse) a la quantité de nanoparticules utilisée pour la réaction. En effet, une partie des
nanoparticules restent toujours dispersées dans la solution lors deg£@ centrifugation.

t 2dzNJ LINPOSRSNJ £ fQlylfeasSzy tSa yly2L) NIAOd
solution a 1.5 N NaOD#D comprenant 10 mM de TFA) puis quantifiées par la méthode
ERETIC. Quelque soit la catalyse utilisée, les spectres RMN obtenus indiquent tous-un pic a
MMCc ®p LILIYZ O2NNBaLRyRFEyd bt dzyS 02y OSy i NI (A2
des charges en pégpA RS R fle 20 ol Bakiddngue la charge théorique maximale,

aA £ Q2y Ay 02 NlLIRIBJsevait deiP2 aiol/giighre30) 2Céttelzharg: de 20

umol/g correspond & une densité de greffage de 906 peptides/Np et Gfides'nm? (voir

partie expérimentale pour le calcul du nombre de peptides par nanopatrticule).
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Figure32: Spectre RMN°F aprés dissolution des nanoparticules Np(fluo)1, Np(fluo)2 et Np(fluo)3 dans une solution
aqueuse a 1.5N en NaOH
Nous avons ensuite vérifié que les peptides hybrides se comportaient de la méme maniere
que le composé modeld6. Les peptides hybrides fluwél4 et 15 sont alors greffés
séparément sur les nanoparticules de silice dans les trois conditions citées précédemment
pendant 12 h a 60 °Tgbleaur).

Le temps de réactiocoulé les nanoparticules sont lavées, lyophilisées et pesées avant
RQs i NB RAaaz2 daif Sl yLu2feend ARBE N R S NJ

CrRSaa2dza az2yid NBLINBaSyididsa fSa alLISOiNBa Rdz
nanoparticulesNp(fluo)4, Np(fluo)5 et Np(fluo)6 greffées par le composg4 (Figure33) et

des nanoparticuleNp(fluo)7, Np(fluo)8, Np(fluo)9, greffées par le composks (Figure34)

dans les différentes conditions de pH. Les pics64 ppm, -75.4 ppm et-117 ppm
correspondent respectivement au groupement ;C#fu conposé 14, au TFA, et au
groupementphénylfluor du composdb.
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* [14] NaOH i
J ” R
O
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1 Np(fluo)6
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o 4 Np(fluo)a UU

Figure33: Spectres RMNF obtenus aprés dissolution dans une solution aqueuse a 1.5N en NaOH des nanoparticules
Np(fluo)4, Np(fluo)5 et Np(fluo)6 greffées avecdemposé 14 en présence de différents catalyseurs

*|' [15]

15 15

S e

F

15 NaOH ;Ej

v
v

)
/
Iz

o=

15

-117ppm €—
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M ‘ Np(fluo)9
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Figure34: Spectres RMN°Fobtenus apres dissolution dans une solution aqueuse a 1.5N en Nd&hanoparticules
Np(fluo)7, Np(fluo)8 et Np(fluo)9 greffées avec le composé 15edsence de différents catalyseurs
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Contrairement au greffage du compod®, nous remarquondj dzS f QSFFA Ol OA G S
RSLISYR FT2NISYSyid Rdz OFGFfeaSdzN) dziAft AdSd 9y
jdzS tF OFdlrfteasS t Q! Ohl Fo2dziAd £ RS GNBa
pmol/g et 13 pmol/g pour les composéd et 15 respectivement. La catalyse basique, quant

a elle, permet également le greffage mais avec des charges relativement moins importantes

j dzS OSttSa 20i0SydzSa t2NB RS I OFGOlFtem’sS v f¢
et 5 umol/g pour le compos#4.

Cette différence de réactivité entre le compab@et les composéddet 15LIS dzii & QS E LIt A |j
par les phénoménes de répuls®@lectrostatiques entre la nanoparticule et les hybrides.

584 SELX AOIGA2Yy & &dzNJ £ QA Y Tt dz8pfidesShybRdissobtl (| f & &
données au paragraphk5.3.30 [ § OK2AE RS fI OF Gl tloss@d&s &S5 L3
prochains greffages.

[1.5.3.1. Influence de la charge du composé hybride sur
| 6efficacit® de son greffage

b2dza I @2ya dziAftAasS O02YYS Y2R8fS RS INBFTI IS
Celuici a été greffé sur les nanoparticules en présence de différents catalyseurs a une
concentration de 5 mmol/L dans lemémes conditions que celles utilisées pour les
YIEyYy2LlF NIAOdzZ S& blLIOFEdz20mMI blLIOFfdz20H SO DbLI T
YIEYy2Ll NOAOdzZ S& F Lldz siNBE OSNARTFASS dUANBSt Qdzi A
(acide trinitrobenzénesulfonique) Laréaction entre le TNBS et une amine conduit a un

produit de couleur rouge, ce test de routine est utilisePPPour vérifier qualitativement

fl NBdzAaA(dS RQdzyS NBIFOGA2Y RS O2dz2Ld 3Sod [ Sa

Tableaus.
Composé greffé Conditions de greffage
DMF TFA 1%vl/v DMF AcOH 1%v/v.  DMF DIEA 1%v/v
pH<1 4<pH<5 pH>9
APTES Np(fluo)11 Np(fluo)12 Np(fluo)13
Test TNBS negatif positif positif

Tableau8: Etude du greffage de I'APTS sur les nanoparticules de silice en présence de différents catalyseurs

Ce résultat est en accord avec les études de greffage des conipbeés5LJdzA & lj dzS Q! t
yS &S IANBTFTFS [[dzQSYy LINBaSyOS RS 5L9! 2dz RQlI OA
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/ SGGS SELISNASYOS Y2yiNB f QAYLRNIFIYyOS RS tQS
conséquent des points isoélectriques (PI). Le PI de la silgiriseentre 2 et 3.Elle est donc
OKIFNBSS LRaAGABSYSYyld Sy LINBaAaSYyOS RS ¢cCc! f 21
OKIFNBSS yS3AlIUABSYSYyio 9OYRHBRAAPSKSY (Gt Syt ¢INSB &
et proche de la neutralité en présence de Bipka=10) Le composé6 est neutre dans

tous les cas.

Enmilieu TFA, la charge positive ted A £t AOS SiG RS fQ!'t ¢9{ Sy3aSyr
ANBFFIIAS yS LISdzi R2yO LI a asS FFEANBI 2dz RATT
est chargée n8l GABSYSYy (G FEt2NR 1jdzS tQl't¢9{ Sad OKI |
IANBFFIFI ISP 9y YAEASdz 5L9!'s I &aArAftAaodS Said OKI
YySdzi Ny t AGSE €S 3INBFTFFIS Sad S3AHESYSyld LIRaaai
comme & composél6, le greffage est possible quelque soit le pH. Les peptides NRP et RGD

4SS O02YLERNISyd 3IFt206FftSYSyd RS 1 YsYS YIyYyAsNE
conditions

11.5.3.2. Greffage en mélange

Maintenant que les conditions de réactions on été opsées, nous allons procéder au
greffage en mélange de deux peptides.

[ Sa yIy2LI NIAOdzZ Sa INBFFSSa | @S OndménglaturdS LIG A R S
spécifique pour faciliter leur identification et la lecture de ce documefigufe35).

X
Ar 1415

Figure35: Nomenclature de nanoparticules fonctionnalisées. La lettre majuscule identifie la famille (A, B ou C), le nombre
x en exposant identifie ladhNHS Sy LISLIARS (KS2NAI|jdzS o6>Y2ftk3a0X £S& y2YoNDB
théorique des peptides hybride 14 et 15. La lettre F en indice indique la présence de shrutée

Cing ratiosl4/15ont été sélectionnés 0/100, 25/75, 50/50, 725, 100/0.

Les deux peptides hybriddgl et 15 sont mis séparément en solution dans DMF/AcOH;(1%
kB0 t dzyS O2yOSYyiNIXGA2Yy FAYIES RS MOPuHp YY?2
prélever les volumes correspondants au ratio désiré pour chaque mélange. Les
nanoparticules sont ajoutées a chaquoeélange et laissgs sous agitation dans les mémes
conditions que précédemment. Par exemple, pour le ratio 50/50, 1 mL de la solution de
peptide hybridel4 (RGD) et 1 mL de la solution de peptide hybd8¢NRP) sont mélangés

pour obtenir 2 mL de solutiodans laquelle sont ajoutées les nanoparticules.

Apreés traitement eisolement, nousobtenonscing lots de nanoparticulesA?%100, A2 25/75,

25 25 25
A 50150, AF 75125, AF 10010

"b2(iNB NBFOGAZ2Y &8 RSNRdzZ Fyd Rrya 8 5acC 6az2tgkyd |
déterminé et nous nous sommes basés sur les points isoélectriqyesidat QS | dzd
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Enfin environ 50mg dehaque lot de nanoparticules sont disso®s Y &

puis/analydés

par RMN du fluor. Lespectres correspondant aux rapports peptidiqgues 25/75, 50/50 et
75/25 indiquent bien la présence de deux pics-@G et -117 ppm(Figure 38; les
guantifications sont reportées dans Tablealo.

CF3

PhF

-80 -90 -100 -110

Figure36: Spectres RMN’F des nanoparticules greffées avec différents rati/15

Ref Ratios Ratios Densité de Densité de Nbre de
théoriques déterminés?  greffage théorique  greffage déterminé!  peptide/Np™
14/15 (umol/g) (umol/g)
A>000 0/100 0/100 8.6 389
A>575 25/75 25/75 11.4 516
APs050 50150 42/58 25 10 452
A58 75/25 65/35 9.9 448
A1000  100/0 100/0 8.9 403

Tableau9: [a] par la méthode ERETIC; [b] le calcul est détatépartie expérimentale

Les ratios14/15 obtenus par RMN du fluor sont trés prochde ceuxthéoriquement

attendusd

/| SGGS SELISNASYOS GFrtARS R2yO0

f QK& LJ2 (i K &

rapport des concentrations de peptides hybrides dans la solution de gredstgpiasiment
identique au ratio des peptides greffés sur les nanoparticules.

Lescharges en peptide sont environ 2.5 fois inférieures a la charge théorique calculée (entre
8.6 et 11.4umol/g vs 25umol/g théoriguement). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce
résultat:

1
)l

f S

GdSvyLA

RS ANBTFFIFIIAS yQSaid mall &

adzFFAral yi

la quantité de peptide dans la poudre a été sur estimée (présence de sels).

80



1 une partie des peptides hybrides ont polycondensé de fagon intermoléculaire pour
aboutir a des agrégats solubles qui restent en solution lors des étapes de
centrifugation.

1 lasurface de la nanoparticule est saturée.

/] SGGS aSNAS RQSELISNASYyOSa O2yFANXS 1jdzS fF N
semblable,et surtout que lesratios des peptides sur les nanoparticules peuvent étre
parfaitement contrélésen utilisant un mé&nge de peptides silylés dont le rapport des
concentrations en solution est le méme que le ratio désiré sur les nanoparticules. Le
rendementde greffage quaouspouvonsS & LISNBENJ Said RS f 0e3 &R&E RS |
complémentairent été réalisées en étudiant la fluorescence de nanoparticules greffées a
différents temps par un fluorophoret ont montré que le greffage sur nanoparticules est

maximal apres 8h detaction(résultats non présentés dans ce manuscrit)

[1.5.3.3. Saturation de la surface

Afin de déterminer si la surface de la nanoparticule est saturémis réalisons une
expérienceou le composél6 est greffé sur les nanoparticules a une concentration beaucoup

LI dz& St S@SS LI NJ dzy S O ( n@edtdiSoutauneé edhcénbrdtich ! A y &
de 30 mmol/L dans une solution de DMF 1 % AcOH, puis 2 mL de cette solution est ajoutée a
100 mg de nanoparticule. Aprés réaction, les nanoparticMiggluo)10sont lavées, pesées

et analysées par RMN. La concentration en comfd@sgakculée dans le tube RMN est de 7.5
mmol/L correspondant a une densité en peptide de |8#ol/g (2898 molécules/Np, 0.6
molécule/nnf). S la réaction avait été totale, la charge en compd$éaurait étéde 600
pmol/g. La saturation de la surface deanoparticules semble étre environ ¢énol/g pour

le composél6 sachant quesataille est beaucoup plus faible que les composés peptidiques
utilisés.

11.5.4. Premiere génération de nanoparticules

Plusieurs lots de nanopatrticules fluorescentes ont été synthétiaésgtte méthode pour la
réalisation de test$n vitro. Des nanoparticules avec différentes charges en peptide: 25, 2.5,
0.25 umol/g (charge théorique) et différents rapporfd10 (les 5 ratios présentés
précédemment) ont été préparées. Apres incubatione@wdiverses lignées cellulaires
(cancéreuses ou non cancéreuses), ces nanoparticules ont été étudiées par cytométrie de
flux (voir paragraphél.4.5.3.4 afin de sélectionner les plus efficaces et sélectives qui sont
finalement utilisées pour des tesis vivosur la souris. Cette génération de nanoparticules
est désignée par la nomenclature suivarfkeg(re37).
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Figure37: Nomenclature de nanoparticules fonctionnalisées. La lettre majuscule identifie la familldB(A), le nombre
Sy E SELRA&LYG tF OKIFNHS Sy LISLI A Risigiets atddngodgSe déspapdesc 3v s f Sa

[1.5.4.1. Préparations des nanoparticules de type A pour les
tests in vitro

Les peptides hybrideget 10 sont dissouts séparémeidt 3 concentrations différentes (1.25,
0.125 et 0.0125 mmol/L) dans une solution de DMF/AcOH 1 %. Les six solutions sont utilisées
comme décrit au chapitre 11.5.3.4 pour obtenir les rapporfd0 désirés pour chaque
concentration. Aprés réaction les nanapeules sont récupérées par filtration, lavées et
lyophilisées avant de procéder aux tests in vitro.

On obtient donc 15 types de nanoparticules différentégertoriées dans |&ableaulO.

ref ratio Loading(umol/qg)
A% 000 100/0
AP 05 75125
A”P5y50 50/50 2.5
A”%5575 25/75
A%%y 100 0/100
A%1000 100/0
APP1505 75/25
A*P5q50 50/50 2.5
APPy575 25/75
A*100 0/100
A% 1000 100/0
AP 5105 75/25
AP550 50/50 25
APo575 25/75
A®y100 0/100

TableaulO: Nanoparticulede la famille Agrefféespar les composég et 10
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11.5.4.2. Test in vitro de la famille A

[ Sa GSada Ay QGAGNR 2yi SiS NBIfAasa t fQAiya
Coll. Tao Jia, étudiant en thése de doctorat au sein du groupe diolja réalisé une étude
de cytométrie de flux portant sur neuf lignées cellulaires cagieges ou non.

La cytométrie de flux permet de quantifier la fluorescence présente sur chaque cellule et
FAYyaAr SAGAYSNI f QSTFFAOIOAGS RS OAo6f Il 3S RQdzy ¢
des nanoparticules de silice. Cette méthode ne permet gasdonner des constantes
RQFFFAYAGS YIFAa LISNXYSG RS O2YLI NBN £S&a ylyz2l
guantitative.

' FAY RQdzGAEA&ASNI fF YsYS ljdzZ yiAdsS RS yI y2LI NI
des différents lots denanoparicules a été normalisée par mesure de fluorescence. Les
nanoparticules sont mises en solution a une concentration de lenManoparticuleslans

un tampon PBS. Un cycle de sonication de 3x2 min est nécessaire pour obtenir une solution
homogene. Puis 1 mledsolution esigjouté a une lignée cellulaire (environ 200 000 cellules)

et incubé pendant 30 min a 37 °C sous atmosphere contrélée. La solution est alors
centrifugée dans uube ¥ £ O2y Sl dzA LIS RQdzy FAf GNB LISNX¥SI
cellules. Les cielles sont lavées trois fois par du PBS, puis dispersées dans 1 mL de tampon
PBS et laissées au repos pendant 1h30 avant de procéder aux analyses FACS.

[ Sa R2yySSa C!/{ LSdw@Syidi siNB LINBaSyisSa az
abscissesnousreportonst QAY i SyaAaidsS RS FTfd2NBaOSyOS R2yy S
f QFLES RS& 2NR2yySaz S&ai NB patNalSLIBIENSRIY 00NE RS

>

Pas d’affinité Faible affinité Forte affinité

iy

Figure38: Représentation schématique d'histogrammes issd®nalyses FACS

Nombre de cellules

>
Intensité de fluorescence

La courbe noire correspond a la détection de cellules non traitées fudrescence). La

courbe rouge correspond a la détection de cellules apres incubation avec les nanopatrticules.

Leur fluorescence augmente par liaison avec les NPE#ia OSy 6 Sad ! AyaA LI dz
O2dzNbPS y2ANB Si fI O2dzZNDS NRdzZS S&ls dB8NI yRX
cellules est forte.
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Il est également possible a partir des histogrammes de déterminer une valeur, sans
dimension, représentdt S RS f QF dzZa3YSy il A2y RS Ff dz2NBEaOS
affinité pour les nanoparticules. Cette valeur est appelée MFI pgdediam Fluorescence

Intensity La MFpermet de comparer les différents lots de nanoparticules plus facilement.

Elle esiobtenue par la formul@résentée sur l&igure 39

MFI = F1
T F2

F2 F1
Figure39Y / £ Odz& RS fF aCL t LI NIGANI RQdzy KA&aG23aINIYYSd Cm O2NNE:
a

ts Y y2Ll NI A Odzf S HluoscenCebldelbilasllz Yy R £ £ QF dzii 2

Les neuf lignées cellulaires étudiées sosportées dans lelableau 11 Ellesexprimenta
différents niveaux les récepteurs NRP Sig b

Nom ¢tAdadz RQ2NAIAYS NRP1 hy 3
3T3 cellule fibroblaste de souris non non
HUVEC cellule humaineendothéliale oui oui
EA.hy924 cellule endothéliale modifiée oui oui
M21 cellule humaine de mélanome faible oui
M21L cellule humaine de mélanome non non
MDAMB-231 cellule humaine de cancer du sein oui faible
SKBR3 cellule humaine de cancer du sein oui non
PANCL cellule épithéliale de carcinome pancréatique hume  oui faible
H358 cellule humaine de cancer du poumon oui non

Tableaull: Caractéristiques des lignées cellulaires utilisées pour les taststro

Dans cemanuscrit, seuls les résultats obtenus avec la lignée cellulaire HUVEC exprimant les
récepteurs NR®1  SiGisorit présentés.

LaFigure 40présente les histogrammes FACS obtenus aprés incubation des nanoparticules

A 0000, A**100/0 €t A%? 0010 présentant uniquemente composé7 sur leur surface avec les
cellules HUVEC.
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Figure40: Comparaison deanalyses FACS des nanoparticules de la famille A a charge variable et ratio 7/10 constant=
100/0 avec les cellules HUVEC

DansOS G GS &aSNAS RQSELISNASYOSs &a8dzZ S tI RSyaadl
pour cettelignée cellulaire augmentavec la densité en peptide.

Cependant, lorsquenous réalisons la méme expérience de cytométrie de flux avec une
nanoparticué non grefféeA’, nous remarquons une augmentation de la fluorescence des
OStftdzZ Sax aAalyS jdzS € SaFigre4). a4 QlF OONROKSyYy (i & dzN

AO

500

00

i i e Yo" i e £
Figure41l: Analyse FACS desnoparticules Ravec les cellules HUVEC

Cette rémnse non spécifique estue a des interactions électrostatiques entre la surface de

la nanoparticule et la membrane cellulaire. Cette adsorption non spécifique a déja été
observée dans différentes étud€8® A pH physiologique, il devrait y avoir trés peu
ROAYGSNI OQlA2ya @2 A NBemiRabe et IWIparddziiedcarAay/ siice &tylai NB
YSYONIYS OSttdzZ I ANS a2yid OKIFINHSSa yS3luAg@dSYS
par la présence de protéines et glyco protéines a la surface de la cellule présentant des
charges locales positives queyvent interagir avec la nanoparticule chargée négativement.

La charge négative de la nanoparticié est confirmée par son potentiel zéta dans du

tampon PBS avec une valeur-@é mV.

Pour remédier a cette adsorption non spécifique, nous nous sommes paspaEe
«neutralisern £ OKIFINAS RS fI ylFy2LF NIAOdzZ S | @I yi
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en greffant des molécules qaméliorentson caractére furtif tout en y associant des ligands
pour conserver une bonne affinité et spécificité-sigis descellules cancéreuses.

La NPA%? 4o porte trés peu de peptides & sa surface (5 peptides). Or, elle présente une
liaison plus faible que la nanopartictd® mais nous pouvonsspérer que cette liaison soit
spécifique. Ce résultat est encourageantmbntre que le fait de greffer une molécule,
YsYS Sy TFlLAo6tS ljdzZyaAdsSz £ € adzNBpeci&é. RS € |

[1.5.4.3. Mise au point de particules furtives : type B

Nous avons choisi de fonctionnaliser la surface de la silice avetadiees de polyethyléne

3t 202t o0t 9D0O O2yydz L}2dz2NJ 4S3a LINRAGRIDG BEGEe RQI y
masse moléculaire de 2000 Daét sélectionné. Celwdi est disponible commercialement

sous la forme de PEkggr-Si(OEY qui pourra étre greffé dans les mémes conditions que les
peptides hybrides.

Au préalable, nous avons voulu déterminer la quantité précise de PEGapsepouvons

greffer sur les nanoparticules. A cette fin, nous avons utilisé la méme stratégie reposant sur

la méthode RMN du fluor ERETICuiisant un analogue fluoré du PEG. Le compbgéa

SiS 200GSydz Sy o SiGFLSa £t LI NLGANI RQdzy t9D I|Y
protégé par un groupement Fmoc. Apres couplage aveeflizoBo propylamine, la fonction

amine est libérée parui NI A GSYSy d t € LA LIS Ngour bbfeBir ldJdzA & f
composél? avec 53 % de rendement glob&ichéma 1p

F/\/NH2
H
F N (@) OH
moc N/\/ F/\Om HBTU FmOC\N/\/OVO%\/\[(N\/\F
H o DIEA H 40
= o e}
DMF
1-DMF/pip
2-ICPTES

)J\ H
o~ /\/OP/\ MN\/\
WWW = (EtO)3Si ” ” (0) 40 F
17

Schémal5: Synthese du composé 17

Le composél7 est mis ensolution dans DMF/AcOH 1 % a 5 mmol/L et greffé sur les
nanoparticues dans les mémes conditions que précédemment pour obtenir aprés lavage,
centrifugation et lyophilysation les nanoparticules pegylBés

Les nanoparticuleB’ sont caractérisées par analyse élémentaire et DLS, les résultats sont
comparés au lot de nanoparticul® dans leTableau 12
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DLS taille Potentiel Densité de Densité de
(pdi) zéta  greffagd?  greffage”

ref %N %C %O %H
(umol/g)

(mV) (umol/g)

A’ 028 426 6.17 1.65 79(.0124) -28 0 0

B® 050 820 864 231 83(0.110) -20 35 5

Tableaul2: Caractérisation des nanoparticules0 At B, [a] densité de greffage déterminé a partir du %C, [b] densité de
greffage déterminé par RMN
Nous remarquons une augmentation importante des %C, %0 et %H des nanopaBitules
par rapport aux nanoparticuled’. Cependant en se basant sur le %C, nous trouvons une
densité de greffage du compod€ de 35 umol/g (la densité de greffage est sur évaluée par
OSGiGS YSUK2RSO® [QlylteasS 5[{ yS Y2yGiNB LJ &
nanoparticulesA® et B laissant supposer que le PEG ne forme pasameonnedéployée
(«mushroom like») autour de la particule mais se présente plutdt sous une géométrie
aplatie et collée a la surface de la nanopartidigerush like»). Comme attendu, le potentiel
zéta des particules pegylées montre une charge négative moins proaodes
nanoparticulesB’ de part la couche de PEG qui masque la charge négative de la silice.

Pour vérifier ces analysesne quantification RMN est réalisée. Les nanoparticB8sont
RAdazdziSa RlIya dzyS az2fdziaizy I 1jdzSdzaS t wmdphb
fluor (Figure 42. Le pic &121 ppm correspond au compo4€& présent a une concentration

de 0.42 mmol/L et permet de remonter a une densité de greffage de 5 pmol/g, ce qui
correspondant & 226 molécules de PEG par nanoparticule @€gBtmolécules par nf),

sachant qued densité de greffage théorique maximal@iéde 100 umol/g

Cette valeur est cependant trés différente de la valeur déterminée par analyse élémentaire
et est beaucoup plus proche de la réalité.
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Figure42:Spectre RMN°F de la nanoparticule 8

Pour les testsn vitro, le composél8 PEGyrSi(OEH est dissout a une concentration de 5
mmol/L et greffé sur les nanoparticules de silice dans les mémes conditions que
précédemment pour obtenir le lot deanopaticulesB® (Figure 43. Laréussite de la réaction

est confirmée par les analyses élémentaires.
Y,

(18] T o

* b
J DMF/ACOH 1% (v/v), 60°C "

fN/“ \/O$,\ } =[18] = ww

(Et0);8i”

Figure43: Synthese des nanoparticuleé’ B

Les études FACS des nanoparticesis-a-vis des cellules MDMBH oM Y2 Yy i WB¥ i |j dz
a aucune liaison des particules sur les celluligyre 46 ® [ QAYGSNI OG A2y y2y

nanoparticulesA® a pu étre supprimée par unmasque» dePEG.

A BO
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200
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Count
200
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o -
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Figure44: Analyses FACS des nanoparticul@slAB0 sur MDAMB-231
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11.5.5. Deuxieme génération de nanoparticules

[ QS dzRS LINBOSRSY(S y2dza | Y2y (iNB [[dzQAf Sa&ai
NEYSRASNI £ fQFR&a2NLIIAZ2Y y2y &LISOATAIdzS RSa
fait en accord awve la littérature (voir paragraph#.4.6.9. Ainsi deux nouvelles familles de
nanoparticules B et C, incluant des ligands peptidiques et une codehBPEG ont été
préparées.

)

[1.5.5.1. Nanoparticules de type B

La famille B est obtenue a partir de la famille A qui présente déja les peptides a sa surface.
Des chaines de Pkfg silylées sont greffées etepivent« combler» les espaces vides entre
les peptidesKigure 45.

A
-~ l\il'/’

Figure45: Synthése des nanoparticules de la famille B

| FAY RS Y2yUGNBN) ljdzS§ I ada2NFIFIOS RS I ylFy2LJl
greffage des pejides, des analyses de RMN du fluor ont été réalisées sur des nanopatrticules

de type B greffées avec du PEG hybride fluoré. Pour cela, deux lots de nanoparticules
fonctionnalisées par les peptides4 et 15 dans un ratio 50/50 a deux concentrations
différentes théoriques A sos0 et AP sos0) Ont été greffées avec le compod& pour

obtenir les nanoparticule®>so50 €t B> 5050 respectivement. Aprés dissolution dans une

solution aqueuse a 1.5N en NaOH, elles sont analysées pariRMMNFigure 46réserte le

spectre RMN®F obtenu pour la nanoparticuB>sso.
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Figure46: Spectre RMNF de la nanoparticule B0 aprés dissolutiordans une solution & 1.5N de NaOH

Commeattendu, on trouve trois pics correspondaragx groupements fluor des composés
14, 15 et 17. En revanchele spectre obtenu pour lgarticule B&sy50 oU la quantité de
peptide greffé est dix fois plus faibleomporte un pic majoritaire correspondant au PEG
mais la résolution du spectre ne peet que de quantifier le peptide hybridEs détecté en
faible quantité. On arrive ici aux limites de quantification de la méthode EREEEIGensités
de greffage déterminées par RMN seoétapitulées dans [€ableau 13

Densité de greffage déterminée Nbre de Nbre de
(umol/g) peptide/NP  PEG par NP
(14+15)
ref 14 15 17 (PEG)
B 0 0 5.0 0 226
B-" 50150 2.13 3.23 3.15 96 +146 142
B-"%s0150 n.d. 0.8 4.9 n.d.+36 221

TableauldYy 5Sy&AGS RS 3INBTTFI 335 e 17 ¥ lesnanoparicBleés B B 20X leBA g,é . n.ohA =

non détecté
Sur la nanoparticuld?>sys0, le composé PEG7 est quantifié & 4.9 pmol/g, ce qui est
quasiment équivalent & la quantité de PEG présente sur la nanoparBeu(®.0 pmolg).
Cela semble logique compte tenu de la faible densité de greffage des peptides (théorique 2.5
pmol/g, expérimentale 0.8 umol/g). En revanche, moins de PEG hybride a pu se greffer sur la
nanoparticuleBsps0 (3.15 umol/g)[ + ljdzZt yGAGS RS t 9D LI2dz&Byid s
plus importante que la densité de greffage geptide est faible.

Lt F I dzi a2dzt AAYSNI 1jdzS fQdziAft A&l dA2YyY RS (GNJ
plusieurs couches successives de greffage. ken, efiie fois les liaisons siloxanes formeées,
une autre molécule peut réagir avec la premiére sans pour augmtrainer une
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FdzZ3YSydl A2y RS GFrAfftSd hy LISdzi O02YYSYOSNJ t

couches successives si la densité de ggeffest élevée (>65umol/g), mais dans notre cas les
densités de greffage sont bien inférieures.

Ayant montré la faisabilité de la synthese en deux temps de particules pegylées et
présentant des ligands peptidiques, nous avons synthétisé 15 lots de naicojes de type

B, a partir de Idamille A et du PEG hybride3. Différents ratios de peptide hybridég10
(0/100 25/75, 50/50 ,75/25, 100/0) et differentes charges théoriques (0.25, 2.5 et 25
pmol/g) on été utilisées. Ces nanoparticusest récapitulés dans lelableau 14

ref ratio Loadindumol/g)
B” %1000 100/0
B* %525 75/25
B* %5050 50/50 2.5
B*%%s5/75 25/75
B* %0100 0/100
B*100/0 100/0
B?°75/25 75/25
B* 50150 50/50 2.5
B**5/75 25/75
B* 01100 0/100
B®10010 100/0
B**/5/25 75125
B®50/50 50/50 25
B?575 25/75
B*0/1100 0/100

Tableaul4: Nanoparticules de la famille B greffées par les composés 7 et 10

[ QSy & S Yo otS demNBs aGte &valug vitro. Les résultats sont présentés en partie
[1.5.6

La longueur des peptides hybridégt 10est de 3 a 4 nm maximum. Ces peptides sont donc
bien plus courts que IPEG 2000 hybrid&8 qui peut mesurel3 nm sous forme dépliée. Les

fA3dlIYRA NRA|dSYld R2yO RQsiNB Sy¥F2dzaa Sid YI al
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FyrfteasSa RS 5[{ ST¥FFSOGdzSSa adzNJ £ FlYAfES
mais pludt aplati & la surface (cf partigl5.80 @ t 2dzNJ | yI f @ ASNJ QA YL
phénoméne, la famille C a été imaginée

[1.5.5.2. Nanoparticules de type C

La famille C est analogue aftmille B mais les peptides hybrides ont un bras espace

PEGogoa la placadef QS & LI Q&ided4). CeldllSNXY SG RQIF € € 2y ISNI € | |
nanoparticule et les ligands (environ 19 nm au maximum) poieux présenter les ligands

qui pourraient donc se placerau dessus de la couche de PEG.

e momd

* -
o > v

Figure47: Synthése des nanoparticules de la famille C

La synthese de cettderniere famille a nécessité la préparation de nouveaux précurseurs
peptides hybrides pegylé20 et 22. LeSchéma lrésente la synthése du compo&é, le
composé22 ayant été obtenu de maniere analogugrievement, un espacel#mocPEGooo
aminoacide a été couplé en solution sur le cotéeNminal des peptides protégés et 9.

Apres déprotection du Fmoc et déprotection des groupements protecteurs des chaines
latérales acido labiles par le TFA, peptides peg/BE&NRP) eR1 (RGD) sont obtenus puis
LIAZNA FASA LI NJ It[/ LINBLI NIYGAGBSD 9y Fdngtionf QA y (i N
amine terminale du bras PEG a été réalisée dans les mémes conditions que pour les
composés hybrides précédents. Les dpeptides hybrides pegylé20 et 22 sont obtenus

avec un rendement final de 61 % et 52régpectivement Tableau 1% Il faut noter que le
PEGoooutilisé étant polydisperse, les analyses LC/MS ont été plus délicates a interpréter

composé Séquence Rdt
20 Si(OE®-(CH)s-NHCONHPEGooo COATWLPPRH 61%
22 c[RGDfKFi(OE(CH)s-NHCONHPE Ggoo.CO)] 52%

Tableaul5:Rendement et structure des composés 20 et 22
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Schémal6: Synthese du composé 20

(E10)si” N N/\/OVOM(H N/kff

20

Lescomposésl9 et 21 ont été caractérisés par LC/MS et MALDI. Seules les caractérisations des

composési9et208 2y i LINBaSyisSSa t GAGNB RQSESYLX Sz RSa
avec les composéal et 22.
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Figure48: Chromatogramme UM < ' HMmny Y0 S ¢L/ Rdz O02YLIRR&S wmdo

[ QF yI f & & Sompasé&18Rigur&4fzmontre un pic majoritaire en UV et en TIC & 1.22

min. Le spectre de masse correspondant présedéee trées nombreuses espéces multi
chargées qui ne sont pas identifiables ppecroscopie de masse E®lous avons donc
choisRQdzi Af AaSNJ fI ALISOGNRYSGNARS RS Yl &aasS al![5
RS O2YLlZasa LS3Ief SardauBenvde Sotrdatioratdird®™! [ Rt ¥ | Y2 | &
MALDI Figure 46 RS OS YsYS 02YL}2asS Y2yaNB dzyS Sy
composécouplé a un polymer®EG (incrément entre chaque ion de 44 Da correspondant a

une unité PEG), de masse moléculaire moyenne My¥m3950 g/mol. Cette masse est
comparée au produit commercial Fm&&EGyorOH de masse moléculaire moyenne MWm =

3385 g/mol.Nousobtenonsdzy’ S RA ¥ F S NB Yy O:5MWnaMWe,o. £ 788 ¢mol, ce

qui est tres proche de la masse molaire du peptide NRRAMNB38 g/mol
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Figure49: Spectre MALDI TOF du composé 19 analysé dansnatéce HCCA

Les peptides hybride20 et 22 ont été greffés su les nanoparticules dans les mémes
conditions que les greffages précédents (deux densités de greffage 25 et 2.5) puis le PEG
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hybride commerciall8 a été greffé dans les mémes conditions que pour les nanoparticules
B°. 10 lots de particules de type C ont été obtenus et séstumés dans |&ableau 16Les
caractérisations de ces particules de typsont présentées en partie expérimentale.

ref ratio Loadindumol/g)
C 1000 100/0
C15125 75/25
C 50150 50/50 2.5
C 5175 25/75
C 000 0/100
C 10000 100/0
75125 75/25
Cs0r50 50/50 25
C 5175 25/75
C 01100 0/100

Tableaul6: Nanoparticulede la famille C greffées par les composés 22 et 18

11.5.6. Tests in vitro : Comparaison des types A,B et C

Les nanoparticules des familles A, B et C ont été évainéato par cytométrie de flux. Au

total, 40 lots de particules ont été testés (cf. tableaux 9, 13 et 15) sur 9 lignées cellulaires.
[ Sa GSada 2yad SiS YSysa t fQL!. LIN ¢d W2
concision, seuls certains régtk sont présentés dans cette thése. La premiére remarque
gue nous pouvons faire est que toutes les familles de nanoparticules greffées avec des
peptides hybrides ont montré une affinitéisa-vis des cellules présentant les récepteurs
NRP et aux intégrés, supérieure & la nanoparticule non greffe

Le Tableau 1#eprésentela MFI pour chaque nanoparticule de chaque famille sur la lignée
cellulaire MDAMB-231. La valeur MFI a été traduite en intensité de rouge pour une lecture
plus intuitive et pour otenir un apercu global. La couleur blanche ne traduit pas une MFI

nulle mais la valeur de MEI  LJ dza FlF Ao0fS RlIya €S GFof Sl dz=

correspond a la valeur de MFI la plus forte.

95

R



ref Ratio RGD/NRP

100/0 75125 50/50 25/75 0/100

A0,25

Tableaul?7: Comparaison de l'affinité des nanoparticules A, B et C sliglzée cellulaires MDAVIB-231. La MFI est
traduite en intensité derouge. ¢ le label est attribué aux lots les plus efficaces)
On remarquegue les nanoparticules de tygciblent mieux cette lignée cellulaire que celles
de type C ellesmémes plus efficace que la famille Plusieurs hypothéses peuvent ainsi
étre déduies de ce tableau.

¢2dzi RQHaANRdzi RS t9D FYSEA2NE RS YIYASNBE A
peut étre expliqué par une meilleure solubilité des nanoparticules possédant du PEG mais
également par une meilleure présentation des différeritmhds. En effet, nous pouvons
SYSUGNB fQKelLlRidKsasS 1jdzS tF 3IS2YSGNAS | R2 LI
influencée par son environnement prochéa silice dans le cas de la familet le PEG pour

les famillesB et C Dans le cas de la famills, le peptide chargé positivement a pH
physiologique, peut interagir avec la silice (chargée négativement). Cela a pour conséquence

de le «coller» a la surface et de restreindre sa liberté de mouvement. Pour les famidles

CoSIl dzO2dzLd Y2Aya RQAYUGSNI OGA2ya St SOGNRAGEGAL
et la liberté de mouvement est préservée.

La differenceRQF FFAYAGS 20 &S NBBSCISIMG NS SIES & A ¥ 1d26ND (LS &
gue prend le PEG sur la ngrasticule. Esil linéaire («brush like») ou au contraire collé sur

la surface («nushroom like»)? La conformation que prend le PEG sur une surface est
fortement influencée par la taille du PEG et pardensité de greffageé® Elle peut étre
RSONAGS t fQFARS RHNNI DS dzREAEY 2 NBzA D y (i S

F(nm) = a0 nosé

a=f 2y 3dzS dzNJ Y ménbnétefa$ 0.B5hdeyour le PEG)
n = nombre de monomere par polymere
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b2dza O2YaAARSNRYa | dzQdzfable RsSly distaiics D éhée e NEBE F | I S
RQIFI'yONI 38 RS RSdzE LR2f e&YsNBa Sueies piedoedf MdksS dzNB
une conformation en champignon faushroom like»). Au contraire, si la densité de greffage

est élevée (D < F) les chaines de polymeres prennent une conformation en brasgsh(«

like ») (Figure 50) Lavaleurde F pour un polyméereBGoqoest de F(PEGog)=3.45nm. Or, la

distance entre deux polyméres 9 D LJ2 dzNJ y2GNB RSyaAdsS RS 3INB
5T myyY® 5QF LINBaas n@sSconditiorfis OeZPEG &dopterait une conformation
«mushroom like».

Kol

>
D
« Mushroom like » « Brush like »
[PEG] Faible [PEG] élevée
D>F D<F

Figure50:Conformation du PEG sur une surface en fonction de la densité de greffage

Les analyses DLS (voir partie expérimentale) semblent confirmer ces résultatusar
notons tres peu de différence de rayon hydrodynamique entre les nanoparticules non
grefféesB’ et lesB?.

Nous pouvonsdonc imaginer que le ligand possédant un bras espaceur peptidigué p
émerger de cette couche de PEG aplati alors que celui possédant uRbGESt « noyé»
dans cette méme couche de PEG, limitant sa liberté de mouvement.

Au terme de ce travail de thése, le meilleur type de nanoparticules a été déterminé et nous
avons convenu en accord avec le groupe de JL Coll, de nous focaliser surdesygE 8.

Les cing lots de particules de la famiBeont été testées sur quatre lignées, certaines
YOSELINAYFY(d | dzOdzy RSa&a RSdzE NBOSLIISdzZNE 60¢o00
MDAMB-231) Si RQl dziNB& SELINAYIyYyld fSa KERSdht NBSOSL
présentés dans |&éableau 18
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lignées Récepteurs ref
exprimés

, , 25 25 5 5 25
NRP1 integrine| B®io00 B™ 7525 B®s0i50 B*%s75 B 01100

3T3 U U 10 4 6 9 4
M21 U 75 43 76 63 28
MDA-MB- U 34 St 34 35 23
231

Tableaul8: Affinité des nanoparticules B pour différenteslignées cellulaires. Le MFI est exprimé en intensitérdage,

le chiffre est la valeur de la MFI
Comme nous pouvions nous y attendre, les particules ne se lient quasiment pas a la lignée
oto ljdzA YQSELINAYS | dzOdzy RS& NBEBMLINStmeR @ 58S
affinité avec la lignée HUVEC qui exgrionjointement les deux récepteurs. Les deux
derniéres lignées cellulaires M21 et MMB-H o MZ |jdzA Y QSELINARYSy i | dz€
sont marquées beaucoup plus faiblement que HURGE plus fortement que 3T3.

Ces résultats mettent en évidence que la fomenalisation de nanoparticules par des
fA3FYyRAE LISNXYSG Rty @icall@eNBaNdéréuSes @ fue les cdlfiles ne
présentant pas les récepteurs de ces ligands sont beaucoup moins touchées. Le fait de
présenter deux ligands conjointemén & dzNJ dzy'S y I y2 LI NI A Odzf S LIS NI ¢
le ciblage des cellules exprimant les deux récepteurs a la fois.

A ce stade, il restencorea démontrer la spécificité delgands utilisés. Pour cela, nous
avons synthétisé une nouvelle famille denogarticules de typeB pour laquelle les ligands
NRP et RGD ont été remplacés par des ligands non spécifiquesrémbl¢ 8 et 11. Cette
famille est notée .Q

Les peptides hybrides scramble» 8 et 11 ont été greffés en mélange a la surface des
nanopaticules. Le PEG hybride3 a ensuite été greffé dans les conditions mises au point
pour letype B (Figure 5). Commepour les familles précédentes, les nanoparticules ont été
caracterisées par analyse élémentaire, DLS et potentiel z&ta (voir partie expérimentale
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(8]/[11]

o
Y

Figure51: Synthése des nanoparticules B’

Lesparticules. @nt été comparées ac leurs homologues de tydsur la lignée cellulaire
HUVEC. Les résultats sont présemtass leTableau 19

HUVEC
B0 5 B0 5
. Booo 89 . 00 82

Tableaul9: Comparaison de l'affinitéles nanoparticules B B*® et B? sur la lignée cellulaire HUVEC

Comme attendunousremarqwnsdzy S RAFTFSNBYy OS {(GNBa ySidGS adz
entre les nanoparticuled3 et . QEn effet les nanoparticules (possédant les ligands

« scramble» sort bien moins efficaces que leurs homologues spécifighesisremarquons

cependant une plus grandelifférence entre le composé RGD»> 7 et son peptide

« scramble» 8 que pour le peptide NRP» (10et110 @ / SGGS RATFFSNBYy OS LIS
la structue cyclique contrainte du ligandRGD». En effet, son homologue serambled»

posséde une béta Alanine a la place de la glycine conduisant a un cycle plus large. Comme
y2dza f QF @2y & RS 3A6.2.2S @ 2aljlazp cysl©F un Lidhpasti thes fort sur

f QAYGSNI OdA2y SYyGNB f Sa etledintygRnes. AdNEhtaBe/d I vy (i €
structure linéaire de la neuropiline eplus «permissive» et les interactions électrostatiques
contribuent probablement de facon plus forte a la reconnaissance que pour le systeme RGD.

Toutes ces expériences nous ont permis de valider notre approche de synthése, et de choisir
une famille de naoparticules (typeB) pour procéder aux étudda viva La cyanine 5,5 a été
choisie comme fluorophore et différents lots de particules de typgcyan) ont été
synthétisés dans les mémes conditions que précédemment (différents ratio, différentes
charges).Les étudesin vivo sont en cours de réalisation et ne peuvent dopas étre
présentées dans ce manuscrit.

[1.5.6.1. Evaluation du greffage avec des composés
hybrides SiMe,Cl comme alternative aux trialcoxysilanes

Le groupement SIMEI présente certains avantagear rapport au groupement Si(OEt)
Commecela est détaillé dans lehapitre IV, un peptideSiMeCl peut étre prifié plus
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Tl OAt S YnSogpiide Hif2Bi)A est donc intéressarde pouvoir utiliser des peptides
hybrides-SiMeCl pour fonctionnaliser ded dzNJF I OSa ® / SISy RIyasx 1 F
liaison SiOSi au lieu de trois pour les composés Si(Q@fgse quelques interrogations sur la

stabilité du greffage. Pour étudier la stabilité du greffage avec un hybride dimethylchloro
silane, nous avons @paré le composé23 en couplant la 4luorobenzyl amine avec

f QAaA2 08 yI 2 LINE LI ScReind fiLE gréffapk e deRpds@B suy I8s 6
Np(fluo)t dzyS O2y OSY(iN}XdA2y RS on Ya RIyad £S 5acC
obtenir le lot de napparticule Np(Fluo)14qui a été analysé par RMN du fluor, comme
précédemment.

E F
O, | DIEA
“Cs .ClI
+ C“N/\/\Si c o
| DMF | Jig
H,N
2 [ H H

Schémal7: Synthése du composé 23

Le spectre RMN indique la réussite du greffage avec une charge en copait 52
pmol/g. Cette charge est Iégerement inférieure a la charge de la nanoparhip(leluo)10
greffée avec le composg6 comportant une fonction Si(OEtjlans les mémes conditions
(65umol/g).

Afin de comparer la stabilité des greffages via le dimetiigtosilane et trialcoxysilane, des
nanoparticulesNp(fluo)10 et Np(fluo)14 ont été incubées dans du tampon PBS . Des
nanoparticules ont été prélevées au bout de trois jours et sept jours. Apres lavages, le ligand
restant sur les nanoparticules a été quidiét par RMN du fluor. Les résultats sont reportés
dans laFigure 52

120

100 N

80 —

60

Greffage (%)

40

20

temps (jours)

Figure 52 Quantité de composé fluoré restant sur les nanoparticules Np(Fluo)14 en bleu (précurseur dimethyl
chlorosilane 23) et les nanoparticules Np(fluo)®y NB dz38 6 LINS OdzNBE SdzNJ i NA S K2E@arfl yS
du tampon PBS pH 7.4
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Nous remargwns que la quantité de composé6 présent sur les nanoparticules reste
O2yaidlydS LISYyRIFIylG tQAyOdzml A2y RIEya €I azf dzi
liaisons SiOSiNousremarguwnsune légére diminution de la quantité de compddggreffé

au cours du temps, traduisanhe hydrolyse de la liaison SiOSi et le relargage de la molécule

I SO0 dzyS OAYySiUAldzS NBfIFIGAGSYSyld tSyidS omy 22
O2YLI NI oftS t fQKeRNRfeaS RS& RAYSNBa RS aaif
comportementpourrait étre mis a profit pour obtenir un relargage lent de molécules au
voisinage des tumeurs.

11.6. Conclusions

Afin de synthétiser des nanoparticules fluorescentes multifonctionnelles présentant
plusieurs ligands en quantité bien déterminégus avons utisé une stratégie basée sur

f QdziAft Aal A2y RSOEY2CeqeCotizitc§ici a gerints &irie SnSrivbiligation
irréversible du fluorophore par synthese directe pendant la préparation de la particule. Cette
technologie nous a permis de greffer depeptides, ligands de récepteurs surexprimés dans
certains types de cancer, simultanément de maniere simple et contrélée. Pour mettre au
point cette stratégie, il a également fallu développer une méthode de caractérisation
performante des nanoparticule$race a la RMN du fluor, il a été possible de déterminer
précisément la quantité de peptide greffée sur les nanoparticules par la méthode ERETIC.

Avec cette méthode de caractérisation, désides sur la catalyse de greffage ont pu étre
réaliséesetontmoit NS f QA YL NI I yOS Rdz LI SG RS fQSil i
méme, la possibilité de greffer une molécule comportant un groupement SiQfte)a

également été démontrée, la liaison avec la surface de silice pouvant étre lentement
hydrolysée, alD2 Yy 1 N ANB Rdz INBFFIF IS RQdzy KE@oNRARS (N
stable en milieu physiologique.

Les étudesn vitrode cytométrie de luNB | f AaSSa + DNBy206tS t f QLy
neuf lignées cellulaires ont validé les propriéts ciblage des nanoparticules mais ont
SALtSYSyld az2dzZ S@S RSa LINRPofsYSa RS y2y &aLISOA
O2y i2dz2NYySNJ OS LINPof8&YS RQFRaA2NLIIAZ2Y y2y &aLISC
de la nanoparticule. Trois famillele nanoparticules ont été synthétisées et comparées par

FACS, ce qui nous a permis de déterminer la famille présentant la meilleure affinité. La
famille B porte a sa surface des peptides hybrides greffés dares premiere étape et du

PEGooo greffé dans ue seconde étape. Cette méthode de synthése permet de contrdler
précisément la quantité de peptide sur les nanoparticules.

Les résultats obtenus par ce type de nanoparticules sur les différentes lignées celinlaires
vitro 2y 4 Y2y (I NB  |j dzQ Xibler Blus (efficad@ndedt Adésf cBlluleR §race aux
NBEOSLIi SdzNB 1l dzQSt £ S& SELINAYSydGod [ -&UIYOA FAOA
f SdzNBE NBOSLIISdzNE ' SGS RSY2YyUNBS Of I ANBYSy
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ces études ont montrégue la présentation simultanée de deux ligands améliorait la
sélectivité pour les cellules présentant les deux récepteurs.

ArRSt £t RQdzyS dziAf AGS GKSNI LISdziAljdzS 2dz RAL 3
RS@St 2LIISS LIS NdeSplatesRi@rhed dnGitRfénitlonhalisées a la demande,

outils intéressants pour la compréhension des mécanismes de signalisation cellulaires induits

LI- NJ £ QF OG A Dlrécdpieyfs. RS LI dza A S dzN&
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Chapitre lll.  Synthese de nanoparticules
poreuses pour la libération controlée de
principes actifs
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[1I.1. Introduction

Nous avons mis au point des nanoparticules multifonctionnelles incorporant un fluorophore

L2 dzNJ £ QAYF ISNAS R2yld tQ202SOGAFT Sad RS OAof S
RFEya f Q2LJ Al dzS Rifagnostichduieddtécted leRcdnder d daéniefe précoce.

En revanche, sious voulond dz& &8 A GNJI AGSNJ £ S OFyOSNE Af Sa
FOUATE RS QI YSYSN) 2dzaljdzdt I OSttdzZS Sy |
proche de la dzY S dzNJX [ QS y Cbrifasézicyitotodiole/ dank dme nanoparticule
ciblante est une voie prometteuse car elle permet a la fois de réduire les effets secondaires
AYRSAANI 0fSa (2dzOKIFyd fSa OSftfdzZ Sa almySasz 8§
t I GSOG2NR Al GA2Yy D tfdzaASdzNE GSOKYyAljdzSa dziAf
cancéreuses pour libérer un principe actif ont été décrites au paragraghé

o O

5tya £S OFRNBE RS OS (UNIX@IFAfI y2dza I @2ya Sy gAa
LI2NBa RQdzyS yIFy2LIF NOIAOdZ S RS aAft A0S LIRNBdzaS
R Q dzye&que. Idéalement, cette coque peutr@ composée de silicaybride a base de

peptides ou des molécules pouvant se dégrader dans le milieu proche des cellules
cancéreuses, libérant ainsi les pores de la particule et permettant la délivrance du composé
cytotoxique Figure 53)

> _— _—
Chargement Formation Libération
principe actif d'une par clivage g

«coque » enzymatique

& Cytotoxique
, Séquence sensible aux enzymes Nanoparticule
poreuse
@® B Agentsde ciblages

Figure53: Principe d'encapsulation d'un composé cytotoxique dans une nanoparticule poreuse et de sa libération par
clivage enzymatique

Nous avonslwisi la rhodamine comme mime de médicament. En effet, la rhodamine est un
fluorophore de couleur fushia couramment utilisé comme preuve de concept pour

f QSy Ol LJadzE A2y SG f1 fA0SNFXGA2Y RS LINAYOALJ
détecter.

Plusieurs types de coques et plusieurs techniques ont été envisagés pour tenteriderréal
une couche permettant de boucher les nanoparticules de silice poreuses.

105



l11.2. Synthese des Np poreuses MCM-41

Il existe de nombreuses nanoparticules poreuses. Le type MCMst sans doute le plus

utilisé grace a ses pores bien définis et homogenes, ila talativementbien contrblée et

sa forte capacité de chargement. Nous avons synthétisé des-M@&V RQI LINB & dzy S &
décritedans la littérature (voir paragraphe2.4).

t 2dzNJ OSt I w 3 RS /¢! . opdn YY2f3 mSIljod0 azy
RS 42dzRS t ™M bod [ &a2ftdziAz2zy Sad SyadaidS OKI
mL de TEOS (44.6 mmol 8.3 eq.). Laréa&iéni | 3IAGSS LISYRFIYyld oK | @Iy
yS aS FT2NX¥SP® [S&a ylIy2LIl NOAOdzZ S&a a2y i NB OdzLIS
f QSGKIFIy2f Si aSOKSSa a2dza OARS LJ2dzNJ 200 Sy ANJ
calciné a 550 °C pour dégradee tensio-actif et libérer la porosité. Au final, 1.99 g de
nanoparticuleNp¥“M sont obtenus (Schéma 18).

11.L3. Chargement des nanoparticules poreuses
MCM-41

Les nanoparticules sont ensuite chargées avec deddamineen incubant pendant 24 les
nanopartizles Np"M avec 120Y[ RS &2f dziA2y RQSnmkLWet O2Yy
thodamingp [ S a2t ARS Said NBOdzZLISNB LI NJ OSy (i NR T dz3
Syt S@S NJ rhofednibeadsarbé & surface puigché sous vide pour obtenir 2.14 g

de poude fushia correspondant auxp““"(Rh)chargées en rhodamin&¢héma 18
- / *
o/ 1-CTAB,H,0/NaOH 1N * *
O'S"i— > > * =Rhodamine
N c‘) O\ 2- Calcination EtOH
TEOS NpMcM NpMM(Rh)

Schémal8: Synthése des MCM1 et chargement avec la rhodamine

LesnanoparticulesNp¥“M et Np¥“M(Rh)ont été caractérisées par TEM, BET, ATG et analyse

élémentaire.] QI y I f &Fig&e 5¢ Peemetde confirmer la présence de nanoparticules
poreuses de type MCM1 avec des tailles comprises entre 40 nm et 200 nm avec des
géométries sphériques ou ovales. Notmmarquons également la présence de pores
SEiUNBsYSYSyi o0ASYy RSTAYyAE RQdzyS GFLAttS RQSy oA
la longueur des nanopatrticules.
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Figure54: Image TEM des l\'YEfM

Lamesure descaractéristiques texturales des nanoparticules poreuses comme la surface
spécifique, la taille et la distribution de taille des pore=ut étre réalisée en utilisant la
méthode BET (Brunau&mmetTeller) par adsorptiomésorption R Q1 | Bigu® 5%

[ Qfidation de cette méthode sur le8p"“M permet de déterminer une surface spécifique
totale de 1130 rfig avec un volume poreux de 1,12 ¥missu de la microméso et
macroporosité. Pour les nanoparticule$p¥“M(Rh), nous remarquons une diminution

AYLER NI yGS Rdz @2t dzy S ¥gRdnsiigue @leSla durfadespébifiue ¢347dc 0 (
m%g). Ces diminutions entre 1d8p"“™ et lesNp"“™(Rh)sontassociées au remplissage des

pores de la nanoparticule par la rhodamine.
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Figure55: Isothermes d'absorptiordésorption d'azote des nanoparticules Nﬁ'\" (courbe rouge) et NMCM(Rh) (courbe
bleue).

[ QI y khérRcigBavimétrique(ATG) Figure 56 des nanoparticulesp“™ et Np"“™(Rh)
réaliséeentre 30 °C et 900 °C avec un gradient de @hrfin, indique une difféerence de perte
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de masse de 8,5 %. Cela correspond a 85mg par gramme de particule soit, en considérant la
masse molaire de la rhodamine de 479 g/mol a 85 / 479 = 177 umol damiine par
gramme de nanoparticules.

100 Ao

o \

]
(%)
(%]
g \
N 90 “ \
85
80 L] L] L] L]
0 200 400 600 800

Température {C)

Figure56: Analyses ATG des nanoparticules Y et Np"“"(Rh) réalisées entre 30 °C et 900 °C avec un gradient de

15°C/min

Cette valeur correld @S O f @émeéntdiré Eableau 2D ou nousremarquons une
augmentation du %C de 7%, ce qui correspond a une charge en rhodamine de 192 pmol/g.

[ QAVONBYSYG RS YI &aSNp'SYal NBRh(214511090-20115¢0T0 A O dzt
corréle avec les valeurs précédentes.

ref %N %C %0 %H Surface AT
spécifique
(m?g)
NpMM 0.01 0.3 2.12 0.03 1130 3.5%
Np¥“M(Rh) 0.65 7.30 5.14 0.18 347 12.4%

Tableau20: Analyses élémentaires et BET des nanoparticule'Np Np"“(Rh) et NF™(Rh}1. ® Pourcentages de
perte demasse
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.4, Synth se doéune c'6"qRhp sur

Une fois les nanoparticuledp"“™(Rh)obtenues, différentes méthodes ont été envisagées

pour emprisonner larhodamine La premiére méthode, que nous nommons méthode
« LAYER, consiste a fonctionnaliser les nanoparticules par un peptide hybride comportant
un groupement triéthoxysilane.

Alternativement, il est possible de former une coqueéthode «SHELE) pour emprisaner
larhodamingd b 2dza | @2y a Sy g@iral 3asS RQdzi-siféeam&diNdu dzy
TEOS qui peut étre considéré comme utiment» additionnel pour former une couche de
silice.

11.4.1. Méthode « LAYER »

La méthode ¢ AYER consiste en la fonctiontiaation desanoparticuleNp"“™(Rh)parun

peptide hybride triéthoxysilane monofonctionnel dans les mémes conditions que celles
utilisées au chapitre Il (voir pa@d). La présence du peptide a la surface dasoparticules
devrait permettrele blocage déa rhodaminepar simpleencombrement stérique. De plus la
séquence peptidique sélectionnée peut étre un subsRa® S y 1 FigW& 57.Eneffet, en
présence de cette enzyme, le peptideyp étre clivé,ce qui provoque une diminution de

LIS

f QSYyO2YoNBYSy il aiSNA ngehdréude libe&doa dizdompoSé&a  LJ2 NB a

=

NpMCM(Rh)

NpMM(Rh)-1

’.:27

Figure57: Principe de la méthode "LAYER"

[11.4.1.1.Synthése du peptide hybride pour la méthode

« layer »

Pour celale peptide hybride27 Si(OER-GPQGLAGRTWLPP®H a été sélectionné car |l
posséde de nombreuses propriétés intéressantes pour notre étude.

f Latailley Lf L}2ada8RS wmMp NBaARdeh importatd& poiir dzy S

bloquer de maniere efficace de la rhodamine. En effet un peptide plus petit ne
permet pas de bloguer les pores de maniére effic&e8.
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1 La partie GPQGLAGQ est une séquence substrat de certaines métalloprotéases
(matrix métalloportease ou MMPs), enzymesotéolytiques intervenantdans la
modification de la matrice extra cellulaire et connue pour étre surexprimées dans
une majorité de cancer$® Cette séquence est clivée sélectivement par la MMP
entre la glycine et ldeucine Schéma 1P Cela devrait permettre en présence d
f QSyT &@YS RS 02 dzLJSNJI étlde liésej tzShodaine Lg& Lai A RA Ij
RAYAYydziAzy RS fQSyO2YoNBYSyYyd &GSNRAI dzSo

1 La partie ATWLPPR a été sélectionnée pour cibler le récepteut NRP

Pour synthétiser le peptide hybrid27, nous avons envisagé une stgie de silylation en
solution Schéma 2 Le peptidenon silylé26 a, quant a luj été synthétisépar fragments. Le
couplage des fragments possédant des groupements protecteurs sur les chaines latérales est
fait en solution entre le compos# et le comséb (décrit au paragraphd.5.2.1, page66).

Le fragment protégR4 est synthétisé sur support solide de type 2 chloro chlorotrityl PS en
stratégie Fmoc/tBu puis est décroché de la résine par clivage ménagé en utilisant une
solution TFE/AcOH/DCM afin de conserver le groupement protecteur Boc du coté N
terminal. Il est & noter que les deux groupements trityl des glutamines ont été déprotégés

par ce traitement. Cela ne pose aucun probléme puisque les fonctions aaedechaines

latéralSa yS NBFIAAaSyd LI a f2NE RQUNBoORraAgE  3S L.
est ensuite purifié par HPLC préparative et lyophilisé. Il est ensuite couplé au cofposé

pour obtenir le peptide protég@5avec 72 % de rendement.

Cependant, il est prable quela glutamineGter de la séquenc@4 s'épimérise durant le
couplage par formation d'oxazolonBour éviter cela, il serait possible d'ajouter une glycine
en Cter de la séquence. La synthése de ce précursdbly«tendu» sera envisagée en cas
de succes de la formation des coques.
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Schémal9: Clivage sélectif du peptide 27 par la MMP
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= 2-chloro chlorotrityl resin
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Schéma0: Synthese du composé 27
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Apreséliminationdes groupements protecteurs pane solution de TFA/TIS/B, le peptide
SAa0 LIzZNARFAS adzNJ |t [/ LINBG LieminaileAdd SompsR6 ési 2 LIK A f
YA&EZS Sy NBIFOUGA2Y | SO f QL/ tcompos(TRmesid 226 G Sy A NJ

ref Séquence MW / [M+2HF* m/z
26 H-GPQGLAGATWLPP®H 1550.7/ 776.1
27 Si(OH}(CH);NHCGGPQGLAGATWLPP®H 1713.8/ 857.5

Tableau2l: Caractérisation des composés 26 et 27

[11.4.1.2.Greffage du peptide hybride pour la méthode
« layer »

Le peptide hybride27 S& G RA&a&a2dzi RIY&a H Y[ RQdzyS az2ft dz
concentration de 15 mmol/L. 100 mg d&p"'“™(Rh)sont ajoutées & cette solution qui est

mise sous agitatiora 60 °C pendant 12 h. Les nanoparticugnt récupérées par
OSYUNRFdzAlI GA2y > 1 @SS& NILARSYSyid Idz 5aC Si
obtenir une poudre blanchdlp““M(Rh)1.

[ QL6 aSy0S RS O2ft 2Nl GA2y RS I LI2dzRNB 200Syd:
probablement consevé emprisonné trés peu de rhodamine dans les poresN#5™(Rh) 1.
[ NK2RFEYAYS | SGS LINRolotSYSyld fAOSNBS I d

centrifugation. En effet, la solution de greffage et le filtrat de centrifugation étaient fushia.

Nous awns tout de méme essayé de mesurer la libérationlalehodamine. Pour cela le
composéNp¥“M(Rh}1 est mis en solution & une concentration de 1 mg/mL dans une
aztdziazy RS t.{ SiG QI 06&a2NDbl y OpendartSlusietrs & 2 f dzl
heures. Comme nous pouvions noug attendre, lesNp"“"(Rh}1, plongées dans une
az2fdziazy RS t.{X yS fA08NByYyld LIa RS NK2RIYA
fQlylfeasS StSYSYillANBo® [ Ql yNHME¥BSL nprir€ W8 y (i | A NI
trés forte diminution du %C par rapport aup““M(Rh) (Tableau 22 Nous remarquons

G2dzi S¥2ra 1jdzS S L2 dzNDSy (i NHERHRIRS D élgVE dudzS Ry
les nanoparticules<nues» Np¥“™. Cela montre que le compos#? & Q $edhiablement
correctement greffé.

ref %N %C %0 %H Surface ATGY
spécifique
NpY“M(Rh) 0.65 7.30 5.14 0.18 347 12.4%
Np¥“MRh)1 0.16 1.12 2.08 0.08 1129 3.8%

Tableau22: Analyses élémentaires et BET des nanoparticuled NRh) et NF“V(Rh}1. ™ Pourcentages de perte de
masse
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[ OSOKSO RS OSiu4S aeyiksasS Said FGidNRo6dzS t f Qc
rhodamine qui «vide» les nanoparticules pendant le greffage. Le solvant est un des
paramétres les plust YLI2 NI F yia L2dzNJ SYLINRAaA2YyYSNI dzyS Y2
nanoparticule. 1l doit correctemergolubiliser le peptide hybride mais doit étre un mauvais
solvantpour la molécule & emprisonner. De maniére générale, la vitesse de greffage doit

étre nettement supérieure a la vitesse de libération.

Afin de mieux approcher ces parametres, nous avons donc étudié la libération de rhodamine
des particules non coquéeNpV“™(Rh) La cinétique UV (560 nm) de libération de la
rhodamine chargée dans les pores deg"““(Rh) a été réalisée dans trois solvants

différents a une concentration dé mg/mL Figure 5. Danst S 5a C 2 dnodsQS G K|y
obserwns le méme résultat la libération se fait quasiment instantanément (courbe
orange). Au contraire, dans un tampon PBShbdamine est libérée tres lentement (courbe

bleue). Les nanoparticules se vident complétement en 90 heures.
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Figure58: Cinétiques de libération UV de la rhodamine (560nm) chargée dans d&$'RH placées a une concentration
RS mMY3akY[=Z RIEya tQ9ih!l 2dz £tS 5aC 602dz2NBS 2NI y3IS0s RIya Rdz i

[ S £Syd NBEtFNAF3IS YS&ddzNB REya €S t. { LJ2dzZNNI A
b O2yRAGAZ2Y 1jdzQ2y Llzi aasS I FT2NYSNI2RFg&Rad QS|
LJa &az2tdzofS RIFEya € QSIkdzdp 5QI d#A7NS solubdednt@te y 1 &4 R
testés (AcN, MeOH, THF). Malheureusement, ces solvants solubilisent trés bien la rhodamine

et elle est relarguée immédiatement.

Il peut étre envisagé de trouver des molécules quiesbifaiblement soluble dans des

solvants organiques pw réaliser le greffage. Alternativementous pourrons conserver

f QS dz 02YYS a2t @Fyd RS 3AINBFFIIAS SiG FdzAYSy S~
arginines par exemple. Cette méthode a donc été abandonnée pour se tourner vers la
méthode «SHELb.
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[11.4.2. Méthode « SHELL »

Laméthode «<SHEL O2y aAraiasS Sy I FT2NXYIFGA2Y RQdzyS O2
TEOS et un peptide hybride -fonctionnel pouvant se dégrader. Si cette méthode
fonctionne, ilAa SNI A G LI2&adaAofS RQI 22 dzi Sdlis RSaqueSdnS Y Sy (i
utilisant la méme méthodeet les mémes composés que ceux optimisés pour les
nanoparticules pleines décrites dans le chapitr&idre 59.

5-\\0\-’1\3
R n,

\OE’&\'&S\, /". =7
—_— 4
TEOS

NpMCM(Rh)

MMP-9
—>

Figure59: Principe de la méthode "SHELL"

Les blocs hybride bi silylésprésentésdans le Tableau 23ont été imaginés pourétre
incorporé simultanément avec le TEOBne fois que l'optimisation des conditions de
coquage aura été réalisée avec du TEOS seul.

[ QK & @9\ekt RiSanalogue du peptid26 sensible a la MMB, fonctionnalisé par deux
groupements triethoxysilane. Le bl@® est un disulfure commercial bi silylé dont le pont
disulfure peut étre clivé dans un environnement réducteur. Le 0@ été imaginé comme
peptide modeéle hybride bi silé simple, soluble, et visible en UV et dont les chaines latérales
(guanidine) sont chargées positivement dans une grande gamme de pH pour faciliter le
greffage.

ref Séquence

28 Si(OEt)}(CH);NHCGGPQGLAGRHCH),NHCO(CHt-
Si(OEY

29 Si(OE§(CH):-SS(CH),-Si(OEY)

30 Si(OE§(CH);NHCORFRNH(CH),NHCO(CH-Si(OEH

Tableau23: Présentation des trois blocs bi sylilés envisagés pour la méthode "SHELL"

Avant de synthétiser et @ dz{i Alds blac$ Nybrides bi silylés, nous avons travaillé sur
fQ2LIGAYAAlFI A2y RS I O2I|j dais tecyiniqded dnf ékédentge8 & S dz
pour préparer cette coque. Nous les nommons voigtéber», voie «Dip Coating> et voie

« PBS». La principad différence entre les stratégies est le contréle de polycondensation du
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TEOS en jouant sur le pAinsila polycondensation dUEOSlans des solutionaquewsesa
pH 12, 7.4 et 1.Sontessayées.

Il faut noterlj dzQA f Sad | aaST R jue deisilice sSuSundRnBnog@iticuldztief A & S N
AAftAO0S SGlyld R2yyS 1jdzQAt yQe | LJka RS RAFTTS
MCM41 étant poreuses, iést théoriquement possible de voir la disparition de la porosité

entre des nanoparticules possédan dzy'S 02 1jdzS Si RQlIdziNBE yQSy L
donc utilisé la MET pour confirmer la présence de cettegue».

[11.4.2.1.Voie Stober:

La voie Stober utilise les conditions citées auparavant (voir paragridyah® a savoir un
mélange NEOH/H0/EtOH/TEOS pour synthétiser des nanoparticules ou réaliser des coques
de silice.

- A s LA

5tya fF ftAGGSNI GdzNBx OSGaGS GSOKYyAIldzS Said KI ¢
de TEOS des particules et des objets qui ne sont pas en Nitiuepouvonspar exemple
OAGSNI f QSYNROI IS PREdzy RE 2 Mk NR AIDO MI § HdzR Q& NIV | Ty
fer®®® mais & notre connaissance, aucumablication ne traite de coque de silice autour de
nanoparticules de silice.

Ainsi quatre expérience8y i SGS NBFfA&aSSa LIdz2N) G6§SYyiSNI RQ2
homogeéne, en se basant sur les modes opératoires présentés dans les publications que nous
venons de citer.

50 mg de Np"“™(Rh) sont dispersés dans [8.Y [ RQdzy S MOH/ECHEQHR Y bl
(0.52.5/10, v/vlv). Différentes quantités de TEOS@p n >[ 0 a2y d NI 22dzi SSa
agitée pendant trois heures puis les nanopartictg®' “M(Rh}2, Np¥“M(Rh}3, Np¥“M(Rh}4

et NpVMRhY5 82y G NBOdzZLISNBSE LI NI OSYGNATFdzaAF A2y S
caractérisées par TEM et analyse élémentaire. Les résultats sont présentés dadekeu

24,
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Ref TEOS Masse Masse Couleur %N %C %O %H

) initiale obtenue

71 (mg) (mg)
Np"¥(Rh) - - - 0.65 7.30 5.14 0.18
NpYMRhy2 25 50 49 0,20 0,17 218 0.11
NpYMRh}y3 50 50 55 Rose 0,18 0,18 2.36 0.13
NpY“MRhy4 100 50 61 pale 0,20 0,15 2.38 0.11
NpY“MRh}5 150 50 89 0,15 0,14 2.32 0.10

Tableau24: Caractérisation des nanoparticules modifiées par la voie Stdber

[ QFdzAYSyidlrdA2y RS fI YIF&aaS RS ylFy2Ll NIAOdzZ S
de TEOS ajoutée a la solution, signe de la polycondensation du TEOS. Malheureusement

j dzSt ljdzS a2Ad fI ljdaydAdS RS ¢9h{ | 22dz2iSSs Vy:
sur les particules existantes. Apéce, de nouveaux agrégats de silice amorphes se sont
formés, comme le montre les images TEN(re 60.

| ZOOnmI

Figure60: Image TEM des nanoparticules ¥p'(Rh}2

Depluss RlIya O0Sa O2yRAGAZ2YaX tQlFIYY2YyALlldzS Si
rhodamine des nanoparticules rapidement. Les nanoparticules obtenues sont rose pale et
fQFylfe@SA gl SYSgza Y2y GNB 1jdzS y2dza yQl @g2ya LI
significative %C = 0.18 pouNp““M(Rh)2 comparé a 7.30 pour ledNp"“MRh). Le

L2 dzZNDOSy i+ 38 RERAER i 8z§Hz8 § RBRdz sdeNB% & Sutef 1@ 2 NR NE
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rhodamine avait éteemprisonnée. De mémdes cinétiques de relargage UV réalisées dans
le DMF ne présentent aucun signal a 560 nm.

Pour toutes ces raisons, cette technique a été abandonnée pour la synthése de coque de
AAftAOS Si ftQSyOlLladzZ FdA2y RS LINAYOALIS | OGATFa

[11.4.2.2.Voie « dip coating »

La voie «ip coating» utilise une solution aqueuse contenant du TEOS hydrolysé et stabilisé

a pH 1,5 (point isoélectrique du TEOS). A ce pH, la polycondensation est trés lente est la
solution est stable plusieurs semaines. La polycondensaliomEOS sur les nanoparticules

se fait par trempage et évaporatioRdz a2t g yio® / QSad f2NAR RS fQ
aAft2ElySa a8 F2N¥Syido ! fF RAFTFSNByOS RS f1
RQFYY2Y ALl ljdz§S LISNYS(G adyo8amivieSek riofmSlened uné Seflleute RS
Sy Ol Lladz FGA2yd 5S L) dza>X f QSO LR NI A2y LISNK¥SI
hydrolysé a proximité des nanoparticules et doit favoriser la formation de coque au
détriment de nouveaux agrégats. Ce difating peut étre répété plusieurs fois pour obtenir

une couche plus épaisse.

1- NpMM(Rh), Imin  NpMCM(Rh)-6
> NpMM(Rh)-7
2- Centrifufation Np“M(Rh)-8
3-Séchage 65°C, 1h  NPY"(Rh)-9

\

NpMCM(Rh) NpMM(Rh)-6 NpMM(Rh)-7 NpMM(Rh)-8

& —
. J

Figure61: Voie «dip-coating» pour la préparation de coques de silice

t 2dzNJ OSt X mnn >[ RS ¢9h{ a2yl lI22dz2iSa Lt o Py
2 GkBOD [ S ¢YORhE{OAYWA S by f A3 ladzs RSdzE LK &aSa &8
2dzaljdzdt 1 F2NXYIFGA2Y RQdzyS LKI & 8u TEQSgu@S y S5 2
610 @ ! Yy S Tsiule phade éxDalzseSable (environ 1 h de réaction), les nanoparticules
Np¥“M(Rh) sont mélangées & la solution de TEOS pendant 1 min, récupérées par
OSYOUNRFdzAl GA2y Si aSOKSSa t f aPaoudabidnir b8y RI y
L2 dZRNBE a8 OKSO® [ S &dzNJ | 3 Sdoafing et3épéice oliBt® tisIJB NS S

chaque étape, une partie des nanoparticuleie NB OdzLISNBS L3 dzNJ F yI f&as
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engagéedans un nouveau coating. Les quatre ldis nanoparticules obtenus sont notés
NpYMRh)6, NB"M(Rh)7, Ng"M(Rh}8, Np"“M(Rh)9.

Toutes les nanoparticules aprdgp coatingsont de couleur fushia témoignant la présence
RS fI NK2RIFIYAYS® alAa OSGGS O2dz SdniliceyBh LINE dz
SFFSihx I tA0OSNIXrdAz2y RS fI NK2RIYAYS RlIya f

restées en solution que quelques minutes et conservent encore la rhodamine dans les pores.

Chaquedip coatingl OONR A G €I YI &aaS 5R& cohsénBeddeld¢ dar t £ 2 y
polycondensationdu TEOSTableau 25p [ QI éléméntaideSconfirme également la

présence de la rhodamine. Le % C du Ngf"“™(Rh)6 est élevé et proche du %C de
Np“M(Rh) Nous remarquons une diminution du % C, du % N, du % Q@ & & avec le
Yy2Y0ONBE RS O2FdGAy3ad /SG STFFSG YIFIGKSYLF GALldzS
AY2NBFYAljdzZS RS f QSOKI yduXEOS.2Yy LI NJ £ LRte&oO2yR

Ref Masse Masse Couleur %N %C %0 %H
initiale  obtenue
(mg)
Np¥“M(Rh}6 30 39 0,46 5,39 367 0.35
Np¥“MRh}7 30 48 Fushia 0,41 4,98 352 0.26
Np¥“MRh)8 30 57 0,31 4,02 3.18 0.22
Np¥“MRh)9 30 69 0,24 2,57 3.04 0.18

Tableau25: Caractérisation des nanoparticules obtenues par dip coating

Les images TEM des différents Idesnanoparticules semblent indiquer un enrobage variant

entre 1 et 9 nm. En effet, nous remarguons une disparition de la porosité sur certaines faces

des nanoparticules. Nous remarquons également des nanoparticules £ddéeunes aux
FdzNBa SaG 1 LINBaSyOS RQlIdziNB&a | IANBHdguiea aAi3y
62).
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lum

Figure62: Image TEM du lot l\fﬂ)CM(Rh)G

LaLINEAaSyOS RS NXK2RFEYAYS t f QAylSHalisedzadds RS a
cinétiques de libérationHigure 63.
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Figure63: Cinétiques de libération UV de la rhodamine (560nm) dans un tampon PBS a une concentration de 1 mg/mL.
Np"“M(Rh}6 (courbe bleue,-), Np"“"(Rh)7 (courbe rouge,A), Np"“(Rhyy 6 02 dzNb SNp¥'§RAID Scourbe v

violet) et Np"“™(Rh) (courbe bleu pointillé x).

Malheureusement, la cinétique de libération est sensiblement équivalente pour les quatre
lots de nanoparticules et suit le méme profil que les nanoparticules non coduige<'(Rh)

AAAAA

LINS dz8dS RS f QAYSTTROBONR S RSPOSHGS YSUK2RS
[11.4.2.3.Voie « PBS »

Lavoiet . { GANB &2y y2Y Rdz GFYLRY t.{ dziAfAas LI
solution de TEOS hydrolysée dans une solution aqueuse a pH 1,5 puis le pH est remonté par

f QF 22 dzi R $H 7,4 Ejguree6dzdiff@entesquantités de TEOS ont été ligées. A

ce pH la polycondensation est favorisée contrairement a la méthode précédente ou

f QSO LI2NI GA2Y FY2NDS 1 O2 yNg'SYRn)santapyfées a0 1 Y 3

RSa az2fdziAzya O2yGSylyd mX WX n SiG y 272 RS ¢

nanoparticulesNp"“™(Rh}10, Np"“M(Rh}11, Np"“M(Rh}12, Np"“M(Rh}13 sont récupérées

LI NJ OSYUNRTFdzAlI GA2y S I ©SSa t fQSldz RAaAGAEESS

=

Figure64: Synthése de coque par voieRBS»

1- NpMM(Rh), 1h NpMCM(Rh)-10
o NpM™M(Rh)-11
2- Centrifufation NpMM(Rh)-12
3- Rincage Np"(Rh)-13

4- lyophilisation

v
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Lesnanoparticules ont été analysées par TEM et analyse élémentaire. Les résultats sont
présentés dans [€ableau 26

LacouleuF dza KAl RS yIFy2L) NIAOdz Sa 206GSydzSa | GdGSa
élémentaire confirme cette observatiohlousremarquonsque plus le pourcentage de TEOS

dans la solution est important, plus la masse de solide récupérée est élevée et plus les

L2 dzNOSy i 3Sa RQIT 23S SG RS OFNb2yS RAYAYydzSSy
LINBOSRSYUZ RdzS t f QldaAYSYy Gt GRSyt RRFOK Iy GrA fatasSy

Les images TEM dgsl y 2 LI NI A Odzf S& Y2y GNByd €F LINBaSyoSs
nanoparticules Kigure 6%. Enrevanche, lorsque le pourcentage de TEOS dans la solution
FdzZ3YSyiGdS:E RS LJdza Sy LJ dza RQI JRBEE (8 Q RCK [ayA(
Ainsi le lot de nanoparticule qui présente le meillewroating» tout en &itant la présence

de particules silice amorphes est celui des nanopartioN[#§"(Rh)10.

ref Solution Masse Masse Couleur %N %C %O %H
TEOS initial (mg) récupérée

Np"“M(Rh}10 1% 30 34 0,45 5,41 3.52 0.33
NpYMRh)y11 2% 30 55 Fushia 0,40 4,81 3.02 0.20
NpY“MRh)12 4% 30 152 0,10 1,25 2.99 0.12
NpY“MRh)13 8% 30 816 0,05 0,58 2.56 0.08

Tableau26: Caractérisation des nanoparticules obtenues par la méthodeBS»
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Figure65: Images TEMes nanoparticules N““(Rh}10

Malheureusement, encore une foiles cinétiques de libération réalisées dans le tampon PBS
sont toutes équivalentes et suivent leéme profil (cf.Figure 63 que les nanoparticules
Np¥“M(Rh)non coquéeet ne sont donc paprésentées.

l1.L5. Conclusion et Perspectives

5lya fS o6dzi RS YSGAONB Fdz LRAYG 1 F2N¥YIFGAZ2Y
poreuse, nous avons chargé derlkeodaminedans des nanoparticules de type MEN a

hauteur de 8,5% en masse. Puis nous asoessayé de développer différentes méthodes,

0l 3SSa &dzNRSt QdaitAlf YA GI2dENI NBF £ AaSNJ dzyS O21jdz
durable le fluorophore. La premiére série utilisant un peptide monofonctionel a montré

f QAYLRNIFYyOS Ra&SHR OGS A6y NB dzRXexBlMaM Mol podvdird 9y ¢
solubiliser la molécule hybride en vue de son greffage a la surface de la particule mais étre

en méme temps un mauvais solvant pour la molécule emprisonnée. Le solvant le plus adapté

pour cette ré OUA2Y &aSYoftS siNB € QStdz OFN £ OAYSI(?
f QS dz SadGd tSyGdSod alfKSdz2NBdzaSYSyid S LISLIIARS
AyaztdzotS RlIEya fQSkdzd !'yS &az2tdziAzy L2 dzZNNI A
soluble.

9y LI Nrtfs8ftS> RAFFSNByOGSa &aGNFXGS3IASE RS LRfe
en jouant principalement sur le pH. Ainsi des solutions de TEOS aqueux a pH 12, 7.4 et 1.5

ont été essayées. La méthode utilisant les conditions basiqueSide 6 SNJ aQSad |
AYSTFFAOFOS OFNJfIl LINBASYOS RQSGKFIy2f Si RQlY
la rhodamine. La méthode utilisant la solution a pH 1.5 permet de polycondenser le TEOS sur

les nanoparticules mais entraine également la formytio R Q 3 NB 3 }les&opues S LI d
formées présentent de grandes fenestrations observables en TEM. La méthode utilisant la
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solution a pH 7.4 donne des résultats semblables que la méthode précédente mais avec
Y2Aya RS F2NXIGA2Y RQIFIINBIlIGad

I dzOdzy' S Y SYyanKpemhiS deyfafnter une coque imperméable avec du TEOS seul, nous
YOI g2ya R2yO LI a4 SyO2NB Saales £8a Y2t sOdA Sa

Au vu des résultats, il semble assez difficile de polycondenser le TEOS uniquement sur les
nanoparticules en milieu aqueuwxie f I  F2NXIF GA2y RQFINBIlLGa LI N
charges des nanoparticules et du TEOS hydrolysé sont relativement semblables. En
aQSt2A3yIlIyld Rdz LRAYG A&a2St SOGNRIdzS RS I ai
augmentent. Pour évildd OS LIKSY2YS8yS> Af LIRddz2NNI AG s GNB
motrice supplémentaire pour diriger la polycondensation sur les nanoparticules. Par
SESYLX S5 tQFRaz2NLIiA2y RS LRfeaYsNB OKIFINBS LR:
greffagepréalal® RS f Q! t ¢9{ LR dZNNI A LISNX¥YSGGNB dzyS L
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Chapitre IV.  Silicones hybrides peptidiques
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IV.1. INTRODUCTION

Les polysiloxanes, ou silicones, constituent une classe de polymeres extrémement étudiée.
Leurs propriétés uniques, telles que leufaibles tension de surface, leurs grande
perméabilité aux gaz, leurs excellentes propriétés diélectriques, leurs inerties
physiologiques, leurs résistances aux moisissures et leurs stabilités thesmgua

f Q2 E &Rl et foit R Q Sdd=Ematériaux particulierement attractifs et utiles. Au vu de
ces propriétés, de nombreuses applications ont été proposées notamment dans les
domainestels quef QI dzi2Y20At S> € QFSNRY Ll dziAljdzS SiG €
largement utilisés dans le domaine de la santé, pour la fabrication de dispositifs médicaux
comme par exemple, des cathéters, des implants ou des protH&8eses propriétés
physicachimiques des polysiloxanes sont inhérentes aux liaisons inorganiques du4pe Si
Si, qui assurent une stabilité thermique et chimique et permettent une bonne résistance a
f Q2 E& R ( Ara@lyge. Gependant, fleQitabriétés intrinséques des silicones ne suffisent
pas pour les utiliser pour des applications ou une activité biologique du matériau est
recommandée, comme en ingénietissulaire.

Des modifications du squelette silicone avec desugements pendants pourraient étre

réalisées pour conférer & ces polymeéres des propriétés spécifiquedA y i N2 RdzO G A 2
molécules actives sur ou dans la structure du polymere pourrait ouvrir de nouvelles
perspectives dans le domaine des biomatériaux. eéffiet, f QA Yy 4 N2 RdzOG A2y RS
bioactifs pourrait améliorer certaines propriétés des silicones comme la biocompatibilite,

mais également conférer des propriétés inédites de biodégradabilitéR€@ A y (1 S I NI { A
cellularc St F NHA&aal yid aéy R2YFAYS RQILILX AOI

Notre étude vise a obtenir de nouveaux silicones hybrides possédant des propriétés
biologiques. Pour celales précurseurs hybrides possédant une partie silane, permettant la

LI2f @ YSNRAAIF GA2Yy SiG dzyS LI NI AS LISyhiiésisesA leozS = LI2
polymérisationest étudiée. Les structures obtenues ont des architectures différentes suivant

la nature du peptide hybride. Ces nouveaux silicones hybrides peptidiques sont ensuite
caractérisés par différentes méthodes.

IV.2. Présentation générale des silicones

(@

LenomaAf AO2yS Sald dziAftAasS LI2dz2NJ RSONANB RSa
motifs oxygenesilicium, ce dernier présentant deux groupes latéraux organiques (R) liés a
f QFr02YS RiGure®d f A OA dzY 6

oLl NN IR
HO—S|i—O S|i—O S|i—OH HO—Si—O*l»Si—OJ—Si—OH
” L
R I‘? R

PDMS

Figure66: Formule générale des silicones a gauche et structure du polydiméthysiloxane (la silicone, PDMS) pour R= Me
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/'S y2Y | SGS NIYLARSYSYyG FR2LIGS LI N f QAYy Rdz
polyméres ou les substituantis a2y d RS& 3INRdAzZLISYSyida |tlefSad
est le polydiméthylsiloxane (PDMS) si R = Me ou encore poly(diphénylsiloxane) si R =
phényle. Ces polyméres font parti de la famille des silicones linéaires, mais il existe
également des silicones réticulés.

Le pocédé defabrication industriel du PDMS repose sur la silice et utilise du sable purifié
comme produit de départRigure 67. TOoutRQl 6 2 NRX S aAf AOAdzy Said :
la silice a haute températureen présence de carbonepuis est transformé en
dichlorodiméthylsilane par réaction avec du chlorure de méthyle (synthese de Miiller
Rochow). Le dichlorodiméthylsilane est ensinyelrolysé en diméthylsilanol qui se condense
ALRYGFYSYSYy(d LR2dzNJ F2NX¥YSNJ dzy YStElFy3aS 02YLIRas
RQ2f A32YsNBa Oedft AljdsSao

Si0,

C 3000°C
Réduction thermique
CO,

Si

CH,CI
Cat:Cu/300°C
Synthése directe
(Mdller Rochow)

-Si(CH3)xCl(4.x)

Cl—Si—Cl

H,O
Hydrolyse et
polycondensation

HCI

HOSiO*[’SiO

o

Oligoméres linéaires Oligoméres cycliques
Figure67: Formation d'oligosiloxanes linéaires et cycliques a partir de la silice

Les polyméres sont ensuitibtenus soit pampolycondensation des oligomeres linéaires en
présence de catalysewcide ou basiqueFHgure 68, soit par ouverture de cycle, amorcée
par voie anionique ou cationiqu€&igure 691'% Les siliconelnéaires se présentent sous la
F2NX¥S RQKdzAf S& R 2 \aiec |é degré@pcly®érigation.S | dzZaAYSy (S
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2 HO—Si—O*l—Si—OJ—Si—OH Catalyseur HO—Si—O*l*Si—OJ»Si—OH + HO
I I

2n+1

Figure68: Polycondensation d'oligomeéres linéaires

~
Si—O / |
o si— ‘ | _
n | | + RO — > RO—Si—O Si—O—+—Si—O°
—Si O
/N % 4n-1

Figure69: Ouverture de cycle par un amorceanionique

DansOSNIi F Ay OF a2 f{-IQAMMT & allSide? yS RISt SISSyaiR 2LIS NI S
des chaines de polymeres en lamnfinant dans des micelleke tensieactif joue également

le role de catalyseur pouda polycondensation grace a lprésence de fonctions
spécifiqued !

Les siliconeséticulés sont facilement obtenus par réaction entre des chaines linéaires de
silicones fonctionnalisées par des groupements R différents. Lespiiospales voies de
réticulation sont la polyaddition, la polymérisation par voie radicalaire et Ila
polycondensation Rigure 7091721731 |5 polyaddition est réalisée par réaction
ROKERNRAATEEIGA2Y SYyUuUNB RSa FT2yOlAz2ya @AyetS
en fin de chaines, en présence de catalyseur généralement a base de platine. La voie
radicalaire &it également intervenir les fonctions vinyles. Celled = Sy LINBASYy O
initiateur comme legperoxydes, conduisent a la formation de radicaux le long de la chaine

j dzZA LIS dz@Sy G NBFIAN I SO RS&a YSiKefSa RQdzyS
étre réalisée a température ambiante par un procédé mono ou bi composants encore
appelés RTV1 et RTV2 p&oom Temperature Vulcanization
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Figure70: Réticulation par polyaddition (1), voieadicalaire (2) et polycondensation (3)

IV.3. Synthese de silicones hybrides

Les silicones sont des polymeéres inertes chimiquement et biologiquement. Cependant, la
demande croissante en matériaux fonctionnalis&onduit & envisager des modifications de
ces poysiloxanes ™ Pourcela plusieurs approches peuvent étre envisagées, uniquement
les approches covalentes sont détaillées ici.

IV.3.1. Modification du squelette PDMS

Une des approches pour réaliser cesodifications consiste a conserver le squelette
Ll2feaArt2ElIlyS AyGlFrOd SiG RQAYGNRRIZANB RSa&a T2
dzAf A&aSSa LJ2dz2NJ NBFIANI | SO dzyS Y2t SOdz S / QS
R2YlF Ay S R®ptiqieQe {d8n® laNPréparationde colonnes chiraldd’™ La
F2yOQUAz2yylLtAalidAzy o62dz f1 Y2RATFAOI & d&sy 0 RS
stratégies les plus courantes pour la préparation de matériaux biocompatibiesa
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modification de surface peut étre effectuée par voie physique (plasma chaud, pfasicha
UV, bser, rayos X, etc.) ou chimique (oxydationacide)*’® Ce traitement permet de
générer des fonctions réactives oxygénées ou des radicaux en surface qui peuseit¢ en
réagir avec une molécule simplarmi les méthodes chimiques, le greffage sur surface est
latechnique la plus utilisée pour obtenir par exemple des surfaces antibactériéifles.

Des peptides ont déja été greffés sur des surface de PDMS par cettmaeétcomme la
séquence RGIFigure 7)1

0
/@: o uv N~ ~ N
P — X ;
\ o

3 N02 N02

~-0—Si—0——Si—0—Si— 0~

’ H-RGD-OH’\

y

0]

HW\)L
N N—-RGD-OH
H

NH NO,

[

-----O—S‘i—O—S’i—O—S‘i—O-----
Figure7l:a 2 RATAOI A2y RUdzy t5a{ LI NI NBIOGA2Y NI RAOI I ANB

IV.3.2. Copol ym®ri sation avec dbdautr e

Une autre approcheconsiste a coupler simplement par hydrosilylation le PDMS avec un
autre polymére comme du PE&! (le PEG étant modifié par des fonctions vinyles et le
t5a{ LI NI RSa FT2yOiuAz2ya airtlrySaoo /St LISN)¥YS
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des applications dans Q Sy FiyuHeA78. Deéux polymeéres silicones peuvedgalement
réagir par cette méthR S & QA f & LJ2 & & r$dRtbes adéquies® ¥ y Oli A2y &

n ‘ Pt2+ N (0] ‘ ‘ ‘ O\/
_— ~ (6) Si—O Si—O-—Si o
X

Figure72: Réaction d'hydrosilylation utilisée pour préparer un copolymere PDRIEG.

Des copolyméres silicord®EG ou silicon®yloglucan (Le Xyloglucarest un
polysaccharidique naturel)par exemple LISNY SGGSyd RS RAYAYdzSNI f ¢
YFGSNRAEFdz SG RQFYSE A2 NBRY LéesS awdifications? pe2 Yaed: A 6 A
polysaccharides ou du pe(l~acidelactique) ont déja été reportées pour des applications

dans la reconnaissance cellulaire ou la régénération tissut&ftes°118e!

IV.3.3. Utilisation de monomeére hybride

Il est égalemenpossibleRQ2 0 1 SYANJ RSa aAiAftAld2ySa KeoNARRSaA
hybrides. Par exemple la polycondensation entre dichlorodimethylsilane et;anS] A wQ 6 w Q
= chaine fluorée, chaine alkyle, vinyle) a déja étdéisée pour synthétiser des siloxanes
hybrides™®/ SLISYRIyiGsE S8 yIlFGd2NE RS wQ & Qs OF y iz
YEA&E yQF 2FYFAa SGS dzyS Y2t S0OdzS RQAYGSNB(G o

Les méthodes précédentekJSNY SG UGSy i RQ200SYyAN) RSa aifaroz,
RQdzy t5a{X LI NI O2LRfte@YSNRAIFIGAZ2Y 2dz LI NJ LIR2f &Yy
cette derniére néthode qui nous intéresse et que nous souhaitons améliorer. Pour cela,

nous proposons la synthése de monomere hybride incorporant un peptide

IV.4. Synthese de silicone peptidique

Dans notre vision des silicones hybrides,pblymére incorpore directement la ségnce
LISLIGARAIL dzS | dz OdzdzNJ Rdz &ljdzSt SGGS L2t @arft2ELl y!
monomeres pseudgeptidiques sélectivement fonctionnalisés ou muftinctionnalisés par

des groupements chlorodiméthylsilan&{MeCl).

La grande particulité de cette stratégie est que la polycondensatestNBS I f A 4SS Rl ya
a pH 7 sans avoir recours a des catalyseurs ni des réactifs chimigues. Des tampons
biologiques a pH physiologique peuvent donc étre utilisés pour la polymérisation, ce qui
rend cetteapprocheinnovante pour le domaine biomédical

Pour cette étude, trois types de monomeéres ont été préparés comportant une courte
séquence peptidiquérigure73).
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1 Des peptides hybrides monofonctionnels (tygeou le silane est introduit du coté-N
ter

f Des peptides hybrides bifonctionnels (typg 2 G f QAYGNRRdzOGA2Y Rdz
en N et Gter. Ces blocs sont utilisés pour obtenir des polymeres linéaires deBtype

f Des peptides hybrides bifonctionnels (typg 2 G f QAY i NP RdzOGA 2y Rdz
en NG SNJ S & dzNJ £ Qdin¥ latgT&e de I &ysiiB. Chkfss sbnit utiliS&s
pour obtenir des polyméres de typepeigne» C

a HO— Si—Peptide - -

Peptide— Si— O— Si—Peptide d
b HO—Si—Peptide-Si-OH —_ -----O—S‘i—Peptide—S’i—O—Si—Peptide—Si—O----— B
¢ HO—Si—p—Si—OH — —0—Si—pF—Si—0—Si—p—Si—0 c
< < <
o . 7
o o o
2 2 2
5 & d

Figure73Y t NBaSy Gl A2y RSa RAFTTFSNByila (8LIS& R&esidrdegpolgme®ss | X o6
linéaires (B) et erpeigne (C)

Le groupement chlorodiméthylsilane peut étre introduit pendant la synthése du peptide,

gue ce soit en solution ou sur support solide. Cette stratégie est applicable a toutes les
séquences peptidiguesNous avons choisi le -i8ocyanatopropyldiméthylchlorosilane

6L/ t5a/ {0 NBIFIOGATFT O2YYSNODAITSYSY(l RALILRYAOT
sur une fonction amine libre du peptide. Si la séquence peptidique posséde plusieurs
fonctions réactives vig-vis du réactif de silylation, la fonctionnalisation intervient sur un

peptide encore protégé par des groupements protecteurs acido lakiNeas allons tout
RQF02NR y2dza AYGSNBaasSNIt fQSidzRS RS& RAYSNB

IV.4.1. Etude de la dimérisation de peptide hybrides
monfonctionnels diméthylhydroxysilane

[ OKERWZY SNA AL GA2y RS fA3IlIYyRa Sad dzyS aidN) GdS3J
ligand pour sonrécepteur par une augmentation locale la concentration de ligand a
proximité du site de liaisoH®® ! Ay air {1 LRGSYdGAlLfAaliAZ2yY RQS
obtenue par la dimérisation de certainesrmones'®®**” oy médicament$'®* Des diméres
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ont été récemment reportés pour inhiber des interactions protéine/protéifie. Les

méthodes de dimérisation connues comnieQdzi At Aal GA2y RS LRyda R
amine/acide activé ou encore les méthodes de ligation, nécessitent soit des réactifs
spécifigues (ex oxydant) ou la fonctionnalisation paable des monomeéres par deux
groupements différents mutuellement réactifs (maléimide/thiol, aldéhyde/hydraziGegce

a la stratégie que nous souhaitons développkserapossiblede former les diméres dans

f QS dz £ LI LK@ a&aA 2t 2réhdtilp.d28 plus,lcg moddleSitnpleide Brdredzi NS
y2dza LISNX¥YSG S3LESYSyd RQSGdzZRASNI fF adrFoAfA
conditions de pH avant de passer a des modeles plus complexes de polymeéres obtenus avec

des monomeres bi fonctionnelb,(c).

t 2 dzNJ f Q SimériRafion Refeptidd hybride monofonctionnel de type six séquences
tri-peptidiques ont été sélectionnées. Elles comportent les groupements fonctionnels les
plus courants des chaines latérales afin de vérifier la chimio sélectivitgroupement
SiMeCl visa-vis des différentes fonctions. Ainsi les acides aminés de natipieatique (Gly,

Leu, Ahx, Nle), aromatique (Phe, Trp) ou présentant une fonction acide carboxylique (Glu,
Asp), amine (Lys) et guanidine (Arg) ont été utildaéss les séquences suivantestGFE

NH, HGFRNH, HKLANH, HAhxRRNH, Hi | 2 b t-Hb € H(R(PbfyNH puis
fonctionnalisés pour obtenir les monomeras, a2, a3, a4, abet a6 (Tableau 2.
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ref /gig\/nTXXX Monomeére Dimere Rdt(%)
© MW / [M+H]'m/z MW / [M+H]*m/z
al 536.3/ 537.5 1055.38/ 1055.8 35
LR,
a2 e 488.3/ 489.3 959.4/ 960.3 42
Hi
a3 509.2/ 510.0 1001.2/ 1002.1 38
n\)J\N H\:)OLNHZ
a4 pbf/HYNH 993.3/ 994.6 1968.6/ 985.2 29
HN
H (0]
H N\;)LNHz
I
iNH
HNZ\H’DM
ab 809.0/ 809.5 1628.0815.1 31
< NHO oH o
N/\)k,i, H\)J\H/QA‘:H\_)J\NHZ
a6 My 601.3/602.3 1185.6/1186.5 68

Tableau27: Présentation des différents diméres peptidiques utilisés
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IV.4.1.1.Synthése des monomeéres type a

| oH H
a /SI\/\/NTXXX

O

Figure74: Structure des monomeres de type a

Tous lesmonomeresont été synthétisés sur support solide etilisant une résine Rink

amide enstratégie Fmoc/Bu Figure74). La fonctionnalisatiompar le groupement silane a

été réalisée apres clivage et déprotection du peptide avec une solution TFADISAr les
composésal, a3 a5 et a6 (Figure 7%. Pourla silylation, le peptide est dissout dans du DMF

en présence de 1.2 eq de ICPDMSC et de 4 eq de DIEA. La solution est agitée une heure a
G§SYLISNI (dzNB | YO A leytédbtrold par HPOC. Bl fiff @23éa&ion dia solution

est concentrée puisleménY § NB Sad LINBOALAGS LI N F22dzi RQS
avec des rendements entre 30 et 42%.

HN\)OL I “\)OL e i P
Fmoc\N/(:> Fmoc SPPS ’ N o ¢ N TFA, TIS, H,0 HZN\“/H\H N\?/H\NHz
: - i
H i ) \L ] \L

NH NH

. pbf
HN™ N HNZ ~NH,

a1 NH
HN? ~NH,
Figure75: Synthese du monomeére al
Pour les composéa? et a4 (Figure 78, la fonctionnalisatiol,J- NJ £ QL/ t 5a/ { I SGS

support solide avant clivage. Dans le cas du comp@sta chaine latérale de la lysineitl

rester protégée pendant la réaction avec ICPDMS pour aedctivement la fonction silane

en NOSNXP 51 ya OS Gloat®té otilis&len gréSdnde tdé & éq de DIEA. La
réaction est agitée deux heures a température ambiante et sa complétion est contrélée par
test TNBS sur les billes de résine. Le peptide est décroché du support par une solution de
TFA/TIS/ED puis précigi S LJF NJ F 22dzi RQSGKSNI®
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a2

Figure76: Synthése supportée du monomere a2

Pour le composé@4, les groupements protecteurs Pbf ont été conservés pour des raisons de
solubilité. Le peptide silylé a été décroché du support par clivageagé

La sWlation sur support permet de monfonctionnaliser despeptides qui posseédent

plusieurs fonctions réactivest dzS OS a2A 0 Sy az2fdzirAz2y 2dz &dz
fQL/ t5a/{ &dz2NJ £S LISLGARSE I T2 y(pératignyde OKf 2 N.
HCI) pour donner la fonction silanQuelque soit la stratégie utilisée (support ou solution),

les monomeres ont été purifiés par HPLC préparative. Cesgnt caractérisés pdrC/MS

avant lyophilisation.

Lacaractérisation du monomeérald SNI RSGI Af  SS [AQAY Hf @EASH NF kR
monomeéreal (Figure 77 confirmela présence du composé ([M+Hth/z 537.5) sougorme
silanol ¢SiMeOH) avewne pureté (HPLC) de 98%.
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Figure77: Analyses LCMS du monomere al.

IV.4.1.2.Synthése des dimeres d

H,N___NH

HN
> HoH Q nog
_Si N N N
HO " hig \)k” \E)J\NHz Lyophilisation
[¢] o :W\ -

NH
al d1

HNZ  NH,

Figure78: Formation du dimére d1 par lyophilisation

1 o) o o) (o}
H H | H H [ H
H.N ’ N )LN/\/\S'~O—Si/ N N\/U\ N\/U\NH
2 fu: ] \qu H d e \([3r H o] i |

HN

Les dimées sont ensuite obtenus par lyophilisation desnoméres Figure 78. Pourcela,

les monomeéres sont lyophiliségpres purification. La poudre obtenue est caractérisée par

LC/MS dans une solution aqueuse et analysée rapidementht@matogramme indique
deux pics correspondant au monoméad et au diméredl (Figure 8). Nous remarguons

que le pic a 1,27 min ([M+Hm/z 739.5), attribué au dimére est présent en quantité

AYLRZNIFYGSo [ F

LINEa Sy O0S Rdz dedihgry dansia sdbusion

I GGN

(Figure 79. En effet la poudre de dimére contient une quantité non négligeable de sels de

TFA (présenR | ya f Sa

StdzZ yiGa RS LJzNR FA Ol (sitogagel
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Figure79: Hydrolyse du dimérell en condition agueuse acide
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Figure80: Analyses LC/MS du monomere al aprées lyophilisation

Pour vérifier laprésence du dimére, nous avonsalisé la RMN®Si du composél1 (Figure
81) dans un solvant organique poBrdA G SNJ f I NBIF OGA2Y RQKERNRTf &4

[ QI ylfeaS NBIftAAaSS RIya €S 5a{h Said OIfAoNE
indique laprésence de deux pics a 8,05 ppm et 11,52 ppm correspondant a une entité
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dimérique SIO-Si et monomérique SDH respectivemert® t QA y i S&sNignduxk RMN R
Y2YONB 1jdzS €S RAYSNBE aQSad F2N¥S bt prE>d

Il est important de noter que les premieres analyses RMN du silicium 29 ne révélaient que la
LINBASYOS RQdzy LIAO t yodnp LILI)Y LRBeddinergsiAfiro2 y Of d
RQI LILINR F2 Yy RANI y 2 i NSNS giin@aive depsliciumPplr deshgfeix S

de polarisation a été optimisée récemment au sein du laboratoire de mesures physiques
(LMP) de la faculté des sciences de Montpellier. La séquendease sur un transfert
ROQSYSNHAS SyuNXd fSa LINRI2ya RS&a 3INRAzZISYSyla
importants: ¢F*) = 5 Hz, D1= 1.5s).

AR
L

o=

T T T T T T T T T T T
100 50 0o
ppm (t1)

Figure81: RMN?S; (DMSEDg) de lapoudre d1 obtenue par lyophilisation

[ fe@2LKAfAALFGAZ2Y LISNX¥SO RQ20GSYANI £ S&a RAYSN
est toujours détecté en faible quantité.

5l ya S odzi RQ2 06 0 Sy ApNiiedes/ hdfhddesy dhityéié teRtéles pour Y § NS
favoriser la condensation

1 Chauffer le composé a 60 °C danBMSO pendant 12h.

T / KFdzZFFSNJ £ LIRddzZRNB t yn ¢/ t fQSiédz@S LISYyR

1 Réaliser une HPLC préparative dans des conditions neutres de pH pour séparer les
dimeres des monomeres.

§ Faire varierlaconceNtl G A2y Rdz 02YLJ2aS RIFIya S 5a{h 1
et 100 nM.

Cependant aucune de ces méthod¢sQl LISNX¥YA & RQ20GSyANLISBEOf dzi
meilleur rapportd1/al obtenu est 90/10 (déterminé par RMN).
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IvV.4.1.3. Effet des acides sur la stabilité du dimere

t 2dzNJ Y2YUGNBN) f QSTFSG RiberedlGARS & 24 dARIAf §4 S RRY
trifluoroacétique deutérée pur et passé en RMN du silicitigure 82. Le spectrendique la
LINBASYyOS RQdzy LIAO t awmadduin TFAJHIYmord@dseNBeatyde vy Ry
RQlFI RRdzA G F RS2t SUET RSONMRG RIEya 1 fAGGSNE G4

33318

WW%

50 ) -50 -100 50

Figure82: Spectre RMN silicium du dimére d1 dans une solution de-DFA

Tous les diméres ont été obtenus et caractérisés par LC/MS et R®INSuivant les
séquences, il reste entre 10% et 25% de monomere apres lyophilisation. En milieu organique

le rapport dimére /monomére & stable et aucune hydrolyse ne se produit. Parto®mous

I o2ya LlJdz 20aSNIBSN) f QKeRNRfeaS RS&4 RAYSNBa
LI NI A OdzfE ASNJ RIFya fSa SOKIYyGAtf2ya LiR2dz2NJ f Qly
préparative. Nous avons donc voulu étudier en ddeadomportement de ldiaison SiOSi sur

un peptide hybride dans différentes conditions aqueuses a différents pH, notamment a pH
LIKeaA2ft23AljdzS® / SGGS SGdzRS Sad AYLERZNIIFIYyGS LR
applications biologiques.

Pour ces études, nous avonso@@i le diméredd carcQS &G S aSdzZ RAYSNS
soluble dans les différentes solutions aqueuses.

IV.4.1.4.Etude de la stabilité du dimere d4

HN_NH.
HoN__NH HN_NH, Dk
NH
HN NH
o o o o} j\ H\i
H H Ho. N NH,
HoN NJK/NY\MNXN/\/\S o SMNJLNMAH/N\)\N NH, | NN N
6 H o H H [ | H H H o o

Figure83: Hydrolyse du dimere d4
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IV.4.1.4.1. Choix du noyau

La RMN apparait commetiechnique la plus performante pour étudier la stabilité du dimere
ddaRIFya fQStdz £t RAFFSNByGa LI & /SLISYRIPI tSa
(abondance isotopique, moment magnétiquint de lui un noyau trés peu sensible ne
LISNYSGGFryd LIa RQ20GSYAN) RSa alLISOGNBa RIya
FylFféeasSs RS f Q2ANFoNAire, RRMN H et ¥a poudrdichipermettre
RQSGdzRASNI f S&a T2 NX¥ $aniérgd indirecte 2Nous Subns penséiel g6 S R
YSGiKef Sa LINBaASy(Ga aensht nddiredl ey SariafoSs dé Hensitd A dzY
électronique entre la forme dimérique etmonomérique relativement faibles mais
suffisamment importantes pour étre distinguées RMN'H et**C {Tableau 2§

Noyau 25 H 3¢

L [ LJL SOH SOSi  Si(Ch),0H  Si(Ck).0Si(€k), Si(CHz).OH Si(CHs),0Si(Hs),
solvant

DMSO 11.52 805  0.012 0.044 0.00 0.25
(10%) (90%)  (12) (88) (12) (88)

DO 1865 10.685 0.145 0.104 n.d. n.d.
(11)  (89) (14) (86)

Tableau28: Déplacements chimiques dans le DM$Det O du composé d4 en RMM, *°C et?Si. Entre parenthéses,
sont données les valeurs représentant p@urcentage de dimére d4 et monomeére a4

Pour montrer cela, les RMN quantitativetH, *C et °Si du composél4 obtenu aprés
f @2LIKAT AALI (A 2éhliséydans R OMSO2aMER le BMISTomme référence interne
(Figure 84.

Le spectre RMNH montre deux pics a 0,044 ppm et 0,012 ppm intégrant pour 1 et 0,20
respectivement correspondant aux protons des méthyles des deux espe®eSi &t SiOH.

La RMN™C quantitative indique & son tour deux pics & 0,25 ppm et 0,00 ppm intégrant pour
1 et 0,35 respedtement correspondant aux carbones des méthyles des deux espeCeSiSi
et SiIOH (SiOH superposé avec le TMS).

Nous remarquons alors la correspondance des intégrations entre les Rivi?d *°C qui
different sensiblement de la RMNSi qui est beaucoup mainsensible. Nous remarquons
également une inversion de la position relative des signaux entre la RMRGidet la RMN
1 13

Het™C.
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Figure84: RMN?Si,"*C et'H du composé d4 dans le DMSO en présence de TMS

La correspondance desgnaux étant démontrée, nous nous sommes basés sur la RMN du
proton, plus sensible et la plus rapide, pour réaliser des études cinétiques de stabilité de la
liaison SiOSi.

IV.4.1.4.2. Etude de stabilité de d4 par H1 RMN

Pour préparer les solutions tampon/dimére, upeécaution est nécessaire. En effet, les
poudres en sortie de lyophilisation contiennent des sels de TFA. Or la concentration
importante de la solution ewomposéd4 fait chuter sensiblement le pH si uniguement une
solution tampon est utilisée. Pour obtirle pH désiré, le dimérd4 est dissout juste avant

f QL ylf&asS RO phidune solutora 0B 8 erb)MH est utilisée pour rapprocher

le pH vers la valeur désirée. Enfin la solution tampon permet de stabiliser le pH en
complétantle volume jusdzd t Ttnn x[® [ S LI Said O2yiUN»xf S
micro sonde. Le volume précis de /I et de la solution tampon sont calculés
préalablement sur un échantillon témoin. Le compaogést donc obtenu en solution a une
concentration de 88 mM des différentes solutions, pH 3, pH 7.4 (tampon PBS) et pH 12
contenant 10 % v/v dedD.

Les spectredH sont enregistrés toutes les cing minutes pendant une heure puis toutes les 1,

anr

p 2dz mn KSdz2NBa Sy F2yOiUA2y RSsighduxded méthylasa S R QF
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liés ausilicium a 0.104 ppm et 0.145 ppm (par rapport au signal giD) permettent de

déterminer lerapport des deux especesi4 et ad) et de visualiser leurs évolutions en

fonction du temps Figure 85%. Cetteattribution des pics estonfirmée également par RMN

Rdz At AOAdzY® b2dzi NBYI NJjdz2ya ljdzS RlIya tQSI dz=
contrairement aux spectres obtenus dans le DMSO

0.145ppm
~ -0.104ppm

1}
=17 I\ N
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Figure85: RMN'H du composé d4 dans une solution aqueusgH 7.4 apres 5 min (spectre du bas) et 140 h (spectre du
haut)

Les données des intégrations RMN ont é&@ortées dans le graphique-dessous Figure

86) qui permet de tracer le pourcentage de dimére en fonction du temps a pH 3, pH 7 et pH

12. Nousconstatons que le dimére est relativement stable a pA &yec une hydrolyse de

0,1% par heure. La stabilité du dimére diminue avec le pH avec une hydrolyse a pH 3 de

f Q2NRNBE RS n>o 2kK®d 9y O2yRAGAZ2Yya ol PHIjdzSax
12 une hydrolyse de 79 %/h. Les valeurs sont en adéquation avec la littérature (voir courbe

de condensation du TE@&ragraphd.2).
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Figure86: Stabilité du dimére A4 déterminée par RMMM dans différentes solution tamponnées

Ces expériences soulignent la trés foReS LISY Rl y OS Rdz LJ & dzNJ f |

dimére. Cette observation est en accord avec la litdzht S & dzNJ f | GA1S4aaS RQF

enfonction du pH.

Labonne stabilité des diméres a pH physiologique permet de les utiliser pour des tests
biologiques. Nous allons maintenant montrer que les monomeredorationnels
LISNYSGGSyid RQ20GSYANJ RSa LRfeYsNBao

IV.4.2. Polymérisation de peptides diméthyl
hydroxysilane bifonctionels

IV.4.2.1.Synthése des monomeéres de type b

Pour obtenir les polymeres linéair8sles monomeéred ont été synthétisés. Les différentes
structures et caractérisatianLC/MS sont regroupées dand kbleau 29

PourcelalaNff20 SGKetsyS RAIFIYAYS Sad RQOQPD 2NR
possédant un linker de type Backbone Amine Linker (BAL), via une amination réductrice en
présence de borohydrure de sodium (NGB [ QI evskcgndaire supportée peut ensuite

étre acylée par le premier aminoacideRAxhocprotégé. La synthese peptidique se poursuit
selon un protocole classique de synthése sur support solide en stratégie ‘Bono#/ titre
RQSESYLX Sz f | & eéblestipiésestée Risgure 87y 2 Y § NB
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ref 4 R xR _H_ 4% Monomeére Rdt(%)

oy
MW / [M+H]"m/z
bl 739.0/ 739.5 43
H o 3 o)
f"N\)J\N N\)
HoJ 2
iNH
HN?Z >NH,
b2 Nz 691.0/ 691.5 55
: H\).L
Y
b3 711.9/ 712.4 46
H 5
OJ\OH
b4 N _NH 1195.6/ 1196.0 52

b5 1011.3/ 1011.0 49

Tableau29: Présentation des différents monoméres peptidiques b utilisés. XXX représente la séqueaptaique

Aprés déprotection du groupement Fmoc de la glycirgemhinale puis du groupement
Alloc par réduction au palladium tétrakis en présence de phénylsilEndéonctionnalité
chlorodiméthylsilane est introduite sur les deux fonctions amines libres par réaction avec 6
Slj RQL/t5a{/ Sy LINBaSyOS RS y Sl RS 5L9! ®
la résine avec un mélange TFA/TKE®IH95/2.5/2.5 viviv). Aprés purification par HPLC
préparative et lyophilisation, les monomerbssont obtenus avec des rendements allat

43 a 55 %.
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Figure87: Synthése du monomére bl

La caractésation du monomérebl sera détaillée ici &itre R QS E S Figuite 388. I6e
chromatogramme LCMS du monomesg obtenu par lyophilisation de lpoudreindique la
présence de deux especes correspondant aux monomeres sous deux formes distinctes

Figure88: Analyses LC/MS du composé bl
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