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Aujourd’hui, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) estime a 25
millions le nombre de personnes atteintes d’un cancer dans le monde. En France, depuis 2004,
le cancer constitue la premicre cause de mortalité prématurée, loin devant les maladies cardio-
vasculaires. Il touche un homme sur deux et une femme sur trois.

Les autorités publiques s’accordent a dire que pour faire reculer le cancer il faut
ceuvrer autour de trois axes : la prévention du grand public concernant les causes sociétales
(alcoolisme, tabagisme...) qui favorisent le développement de la maladie, le traitement de
celle-ci qui passe par un meilleur ciblage des cellules tumorales afin d’éviter la dégradation de
tissus sains, et enfin le diagnostic pour détecter de manicre précoce et précise la maladie afin
de proposer au patient le traitement adéquat.

La nécessité d’améliorer les méthodes de traitement et de diagnostic de cancers
implique notamment 1’¢élaboration et 1’évaluation de nano-systémes de transport (ou vecteurs)
dit «intelligents » capables de déjouer les barrieres biologiques du corps humain
(épithélium/endothélium, ¢éléments du sang, membrane cellulaire...) afin d’y acheminer un
principe actif (dans un objectif thérapeutique) et/ou une sonde (fluorescente, radioactive,
magnétique, etc., dans le cas de diagnostics) ; et ce éventuellement de maniere ciblée vers les
cellules malades, sans altérer les tissus sains.

Le milieu biologique impose par ailleurs, en particulier dans le cas d’une
administration envisagée par voie systémique (intraveineuse), diverses contraintes pour le
développement de systémes destinés a une application biomédicale mettant en jeu une
interaction directe avec des cellules, et ce que ce soit dans une approche de diagnostic ou de

thérapeutique :

- étre composé de matériaux biocompatibles et biodégradables, et menant si possible a

des métabolites aisément €liminés par le corps hote,

- etre de taille nanométrique (généralement inférieure a 100 nm) pour augmenter le

temps de s¢jour dans la circulation sanguine et aider au passage des barricres
biologiques,

- s1 possible permettre une association avec un agent thérapeutique (principe actif) ou

une sonde (¢léments luminescents, agents de contraste, ¢léments radioactifs), voire un

agent de ciblage cellulaire.
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C’est dans cette optique que ce travail de thése s’est inscrit : nous nous sommes ici

bY

intéressés a I'élaboration et a la _caractérisation physico-chimiquele nano-systéemes

hybrides a base d’apatites phosphocalciques biomimétiques (proches du minéral osseux),
en vue d’applications dans le domaine du diagnostic de cancers, voire de thérapeutique, et
faisant principalement appel a une administration systémiquén fin de thése, des

premiéres évaluations biologigues in vitomt par ailleurs été entreprises afin d’apprécier, de

fagon préliminaire, le potentiel de ces nano-systémes dans le domaine de 1’oncologie.

Cette étude s’est basée sur un travail antérieur [Doat (2003)] ayant montré la possibilité
de synthétiser, en milieu hydro-alcoolique, des apatites biomimétiques (mais de taille non
controlée) dopées a I’europium, et révélant leur intérét potentiel pour I’imagerie médicale
[Doat (2003)]. Cependant les particules préparées présentaient une taille micronique (jusqu’a
environ 600 nm) non adaptée a la mise au point de nano-vecteurs ou nanosondes pour
applications biomédicales. Cette problématique a récemment été résolue en partie par les
travaux récents de nos équipes [Lebugle et al. (2005) ; Chane-ching et al. (2007)] en greffant
a la surface des nanocristaux d’apatite un agent dispersant parfaitement biocompatible
dérivant d’un phospholipide présent a la surface de membranes cellulaires humaines : le 2-
aminoéthylphosphate (AEP). Cependant, a ce stade, la préparation de telles nanoparticules
colloidales faisait appel a I’utilisation d’un protocole complexe utilisant des réactifs (acide
phosphorique, chaux fraichement préparée par calcination de Ca(OH),, ...) dont Ia
manipulation posait de nombreux problémes d’ordre pratique en vue, a terme, d’une possible

industrialisation.

Dans ce contexte notre premier objectif a été de mettre au point un protocole
expérimental permettant de préparer des suspensions colloidales hybrides, stables dans le
temps, a base d’apatites biomimétiques dopées aux terres rares (principaleméhtefu
partant de sels (de calcium, de phosphate et d'europium) aisément manipulables et
stockables, ne nécessitant pas de pré-traitement spécifique, et permettant alors d’envisager
un possible transfert, a terme, a I'échelle industrielle.

Dans un second temps nous nous sommes intéressés a un possible greffage, en
surface des nanoparticules colloidales, d’un agent de ciblage : I'acide foli@uevitamine
B9), en vue de leur conférer un caractére de ciblage cellulaire. Enfin, diverses études
préliminaires ont été menées dans ce travail afin de mieux appréhender I’interaction entre ces

nano-systémes hybrides et le milieu biologique, en vue d’établir une « preuve de concept »

-10-
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concernant la possible utilisation de tels systémes dans le domaine biomédical.

Ce manuscrit débute par un Chapitre bibliographique illustrant la problématique du
cancer et listant les principaux nano-systémes actuellement a I’étude (voire commercialisés)
pour le traitement et/ou le diagnostic de cancers.

A la suite de ce chapitre introductif, nous présenterons dans le Chapitre 2 la mise au
point progressive d’un protocole expérimental visant a 1’¢élaboration de nanoparticules
colloidales, éventuellement dopées a [I’europium. Ce chapitre reporte également la
caractérisation physico-chimique des particules obtenues, incluant leurs propriétés de
luminescence dans le cas de colloides dopées a I’europium.

Dans le Chapitre 3, nous nous attacherons a aborder des problématiques d’ordre plus
pratique en vue d’une possible interaction entre ces nanoparticules colloidales et le milieu

biologique.

-11-
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I) Généralités sur le cancer

I-1) Bilan historique sur la lutte contre le cancer

Pendant des décennies la cellule tumorale était une boite noire. Les premiéres
descriptions du cancer remontent au XXIII® siécle avant J.-C. inscrites sur des papyrus
¢gyptiens. Ces derniers préconisaient son traitement par des pommades. Pour Hippocrate (300
avant J.-C.) et Galien (150 apres J.-C.), le cancer résultait d’un déséquilibre entre les liquides
corporels. Pour son traitement, ces derniers recommandaient une alimentation saine et des
saignées abondantes. De 1890 a 1970, les biologistes savaient déja que la cellule cancéreuse
proliférait mais ils ignoraient tout des raisons pour lesquelles une cellule normale devenait
cancéreuse. Le cancer était alors traité par la chirurgie « monobloc » qui consistait a retirer la
tumeur avec une large zone de tissus sains environnants.

Pour trouver des traitements, la démarche consistait a tester un nombre considérable
de substances sur des cellules tumorales in vitro. Celles qui stoppaient leur prolifération ou les
tuaient, étaient sélectionnées pour des essais chez I’homme. Ces molécules agissaient
principalement au niveau du noyau. Elles tuaient sans distinction les cellules a prolifération
rapide, telles que celles du sang ou des bulbes pileux, d’ou des effets secondaires tels que la
chute des cheveux. C’est en 1944 que le premier traitement chimiothérapeutique fut utilisé
pour traiter un cancer du sang. La molécule chimique était la caryolysine, un dérivé du gaz
moutarde. En 1964, les propriétés antimorales d’un arbre, I’if, ont par ailleurs été découvertes.
Son principe actif, le taxol fut isolé en 1966 mais ne sera commercialisé qu’en 1993.

Ce n’est vraiment qu’a partir des années 1970 que les connaissances sur la cellule
tumorale se sont précisées. Les chercheurs ont ainsi découvert la capacité des tumeurs a
stimuler la croissance de vaisseaux sanguins pour les alimenter. En 1971, le chirurgien Judah
Folkman observe qu’en inhibant la croissance des vaisseaux autour de la tumeur on empéche
son développement. Les chercheurs ont également mis en évidence les génes qui régulent le
cycle de division normale de la cellule (cf Définition du cancer), et qui agissent soit en
augmentant son rythme (proto-oncogenes) soit en le freinant (génes suppresseurs de tumeurs).
Ils ont ainsi constaté qu’une fois mutés le dysfonctionnement de ces geénes provoquait la
prolifération anarchique de la cellule malade. Ainsi en 1976, les biologistes Harold Varmus et
Michael Bishop découvrent le premier oncogene humain muté d’un géne normal, qui rend la

cellule tumorale.
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Il faudra attendre 2001 pour que le premier agent anticancéreux « le Glivec » ciblant
un oncogene muté soit commercialisé. Son principe actif, une petite molécule congue en 1993
agit sur une enzyme mutée, une tyrosine kinase, qui pousse la cellule a se diviser. C’est
I’équipe du Dr. Brain Drucker qui a eu 1’idée de bloquer cette tyrosine kinase. En effet celle-
ci possede une structure tridimensionnelle qui présente une sorte de poche responsable de son
activité biologique. En insérant, sur le principe de clé-serrure, la petite molécule du principe
actif dans la poche de I’enzyme, son activité biologique est stoppée. Les kinases étant
impliquées dans de nombreux cancers, les bloquer est une stratégie utilisée aujourd’hui pour
lutter contre de nombreux cancers (cancer du sein, cancer colorectal...). Pour ses travaux, ce
spécialiste de la leucémie myéloide chronique a regu en 2009 le prix Lasker de la recherche
clinique.

Toutefois les kinases impliquées ne sont pas identiques d’un cancer a un autre. Ainsi
le Glivec ne fonctionne que contre la leucémie my¢loide chronique. Par ailleurs une cellule
cancéreuse est instable par nature. Son taux de mutation est assez ¢levé. Ainsi le Glivec au
bout d’un certain temps peut s’avérer inefficace, lorsque la cellule cancéreuse a muté. Il n’est
donc pas rare que le patient en cours de thérapie ciblée développe des résistances a 1’agent
thérapeutique. Un autre agent anticancéreux faisant partie des thérapies ciblées, I’Herceptin
qui agit contre le cancer du sein (anticorps ciblant le récepteur HER, surexprimé dans le cas
de cancers du sein), connait lui aussi le méme probleme que le Glivec. Pour palier cet
inconvénient il faudrait combiner des thérapies ciblant plusieurs rouages de la cellule
cancéreuse. La Figure 1 reporte les 9 anticancéreux (répartis en fonction de cotit de traitement
associ€) les plus prescrits en France en 2008 dans le secteur public. Quatre d’entre eux sont
des thérapies ciblées (Mabthéra, Avastin, Herceptin, Taxotére). A elles seules, les thérapies

ciblées représentent plus de la moitié (59%) des cofts.

-14-



-Chapitre 1-

13% Autres molécules 17% Mabthéra
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Figure 1 : Les 9 anticancéreux les plus prescrits en France en 2008 (répartition en fonction
des cotts de traitement). Source INCA (Institut national du cancer)

[l Thérapies ciblges
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Ainsi (outre 1’aspect scientifique) I'un des enjeux dans le développement et la
démocratisation de ces thérapies ciblées est également leur financement. En effet le coit
moyen de ces thérapies ciblées se situe autour de 50 000 € par an et par patient. Ce chiffre est
cinq a dix fois plus élevé que les chimiothérapies non ciblées. L’écart risque de se creuser
avec la fin prochaine du brevet de chimiothérapies tres utilisées telles que le Taxotere, qui
permettra de fabriquer des médicaments génériques moins chers contenant ces molécules. En
France, le nombre de patients traités est passé de 178 000 en 2002 a plus de 250 000 en 2008.
Ceci représente déja un colit de 970 millions d’euros. Selon le Journal of National Cancer
Institut pour prolonger notablement, a 1’aide des thérapies ciblées, la durée de vie de 550 000

Américains, il faudra dépenser plus de 440 milliards de dollars par an.



-Chapitre 1-

I-2) Définition du cancer

Chaque minute, dans notre organisme plus de 200 millions de cellules défectueuses
sont détruites pour €tre remplacées par de nouvelles cellules. Ce phénomene d'élimination
dénommé mort cellulaire programmée (MCP) ou « Apoptose » est a la base méme de la
survie et du développement harmonieux de tout organisme pluricellulaire. Il régit I'existence
d’un équilibre dynamique entre la prolifération cellulaire, qui assure la croissance et le
maintien de l'organisme, et la mort cellulaire essentielle pour I'élimination des cellules
superflues ou potentiellement dangereuses pour I'organisme.

Dans le cas d’un cancer, la cellule défectueuse refuse ’ordre de « se suicider » et
proliféere a l’infini. On définit ainsi le cancer (du latin cancer, «crabe ») comme une
prolifération anarchique et incontrélée des cellules endommagées. Ce déreéglement s’explique
par le fait que cette maladie s’attaque aux geénes régulant la croissance et la différentiation
cellulaire. Ceux-ci peuvent étre classés en trois catégories :

- Les oncogenes : Dans le cas d’un cancer les oncogenes, régulateurs positifs de la
prolifération cellulaire, deviennent hyperactifs.

- Les genes suppresseurs de tumeurs: Ce sont des régulateurs négatifs de la
prolifération cellulaire (en quelque sorte des freins), et deviennent inactifs chez une cellule
canceéreuse.

- Les genes réparateurs de I’ADN : lls ont pour role, comme leur nom I’indique, de

détecter et de réparer toute 1ésion de I’ADN. Ils deviennent a leur tour inactifs.

Cette cascade de dysfonctionnements aboutit a une multiplication anarchique de la
cellule cancéreuse. Celle-ci va pouvoir se développer de trois manicres différentes :

1- soit elle suit un développement local, jusqu'a la formation de tumeurs qui vont
engendrer la compression des organes voisins, 1’envahissement et/ou la destruction des tissus ;

2- soit la cellule se développe au niveau régional pour affecter cette fois-ci les
ganglions lymphatiques ou logent les cellules du systtme immunitaire. Ceci va engendrer
¢galement la formation de tumeurs ;

3- soit celles-ci peuvent a leur tour se développer a distance pour former des
métastases. Ce développement anarchique des cellules cancéreuses conduit a des altérations
des fonctions vitales (respiration, digestion et excrétion) qui peuvent mener dans les cas les

plus avancés au déces du patient.
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I-3) Statistiques du cancer

Aujourd’hui le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) estime qu’il y
a 25 millions de personnes atteintes d’un cancer dans le monde. Selon son dernier rapport de
2008 (World Cancer Report) le nombre de malades a doublé entre 1970 et 2000. Plus de 12
millions de nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en 2008. Durant cette méme année,
7 millions de malades ont trouvé la mort.

Le cancer touche un homme sur deux et une femme sur trois. Selon I’Institut national
de Veille Sanitaire (InVS), I’établissement public chargé de surveiller en permanence 1’état de
santé de la population, le nombre de nouveaux cas de cancer était de 320 000 en 2005. Parmi
les cancers les plus répandus la méme année, on trouve le cancer de la prostate chez 1’homme
et les cancers mammaires chez la femme (Figure 2). En 25 ans I’occurrence du cancer a
quasiment doublé : +93% chez ’homme et +84% chez la femme. Malgré une baisse de risque
de déces d’un cancer de 25%, I’InVS prévoit une augmentation de 10,8% de nouveaux cas de
cancer qui seront diagnostiqués pour 1’année 2009. Selon ces statistiques, prés de 147 000

patients atteints de cancer décéderont des suites de leur maladie.

Les cancers les plus fréquents

Nombre de nouveaux cas en France en 2005

Femmes Hommes
SEIN PROSTATE
49814 —_ 62245 _[_]
COLON-RECTUM POUMON :
17500 : 23937
POUMON COLON-RECTUM
5714 L) Loo13 L

UTERUS BOUCHE & PHARYNX
5774 Q 9531 E
THYROIDE VESSIE
5073 Q 7959 Q

Figure 2 : Statistiques des cancers en France pour I’année 2005. Source InVS (Institut
national de Veille Sanitaire)
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I-4) Comment faire reculer le cancer ?

Les autorités publiques s’accordent a dire qu’il faut travailler sur trois grands axes
intimement liés :

- la préventionauprés du grand public : Selon un rapport de 2007 (résumé disponible
sur le site frangais FMRC) publié par le fond mondial de recherche contre le cancer (WCRF)
et 'institut Américain de recherche sur le cancer (AIRC), il existe une corrélation entre la
réduction des cas de cancer et une hygi¢ne de vie saine (alimentation équilibrée, activité
sportive réguliére, consommation modérée d’alcool, et absence de tabagisme). Ainsi dans ce
rapport, les experts soutiennent qu’un cancer sur deux pourrait étre évité. Malheureusement
lorsque le cancer est déclaré, la prévention ne suffit plus. Aussi celle-ci doit étre
complémentée par des efforts en recherche fondamentale et appliquée ;

- le traitementpour micux cibler les cellules tumorales et éviter toute dégradation des
tissus sains. En effet aujourd’hui il existe une multitude de traitements (chirurgie,
chimiothérapie, radiothérapie, curiethérapie, immunothérapie, greffe...) qui trés souvent
doivent étre complémentés par des soins dits « de support » qui ont pour role de gérer la
douleur ou les effets secondaires d’un traitement afin de garantir au mieux au patient une
meilleur qualité de vie.

- le diagnosticpour détecter de maniére précoce et précise la maladie afin de proposer
au patient le traitement adéquat. Dans ce domaine il existe aussi un large éventail d’outils de
diagnostic : examen clinique (auscultation, analyses urinaires et sanguines), endoscopie pour
explorer une cavité (estomac, bronche, colon), radiographie pour examiner les poumons et les
os, échographie pour visualiser les organes et effectuer des prélévements, mammographie
pour explorer les seins, IRM pour parcourir le cerveau, la moelle osseuse et les parties
molles... Lorsqu’un cancer est suspecté, ces outils de diagnostic doivent étre secondés par
une analyse histologique (biopsie) du tissu pathogeéne pour confirmer ou infirmer 1’examen
préalable. En effet il n’est pas rare de constater que certaines analyses préliminaires peuvent
étre des faux résultats positifs (présence d’un cancer suggéré alors qu’il n’en est rien) ou
négatifs (le cancer n’est pas détecté). Ce genre d’anomalie a déja été souligné par un groupe
de travail américain le « U.S Preventive Service Task Force » qui a estimé qu’en 2002 aux
Etats-Unis, 10% a 20% de cancers de la prostate n’ont pas été détectés par le test APS
(Antigeéne Prostatique Spécifique).
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La nécessité¢ d’améliorer le traitement et le diagnostic du cancer implique la création
de systemes de transports de principes actifs ou vecteurs dit « intelligents », capables de
déjouer les barrieres biologiques (épithélium/endothélium, membrane cellulaire, éléments du
sang) du corps humain afin d’y acheminer le principe actif dans le cas du traitement et/ou la
sonde (fluorescente, radioactive, magnétique) dans le cas du diagnostic, éventuellement de
manigére ciblée vers la cellule malade sans altérer les tissus sains.

En effet, malgré leur efficacité, certains principes actifs sont abandonnés da a leur
forte déperdition vers d’autres tissus entrainant des effets toxiques importants [Andrieux et al.
(2003)]. Ce probleme est illustré dans le cas des glioblastomes qui sont des tumeurs primitives
du systéme encéphalique au pronostic dramatique, dont les traitements thérapeutiques n’ont
que peu évolué en trente ans. Cet échec thérapeutique est reli¢ notamment a la présence de
barrieres hémato-encéphaliques (BHE) qui occasionnent une déperdition importante d’agents
chimiothérapeutiques entrainant une toxicité systémique.

Ce ciblage « passif » du principe actif vers le site d’action peut-étre amélioré, par le

9éme

concept du « magic bullet », imaginé¢ des le 1 siecle par le savant Paul Ehrlich, qui
consiste a « transporter » le principe actif ou la sonde, de son site d’administration jusqu'a son
site d’action. Aujourd’hui ce concept trouve toute sa résonance grace aux progres réalisés
dans la recherche galénique et le développement des nanotechnologies. En effet celles-ci ont
permis de concevoir des vecteurs nanométriques capables d’acheminer le principe actif ou
I’agent de contraste de son site d’administration jusqu'a son site d’action, en le protégeant de
toute altération et en contrdlant sa libération dans le temps et dans 1’espace [Andrieux et al.
(2003)].

A ce stade, il est important de mentionner la présence de différentes barrieres
biologiques (épithélium/endothélium, membrane cellulaire, éléments du sang) qu’un vecteur
doit franchir pour atteindre la cellule cible. Ces aspects seront traités en détails dans
I’introduction du Chapitre 3, ou nous nous attacherons a comprendre en quoi ces barrieres
peuvent étre un obstacle pour le vecteur, et quelles sont les caractéristiques que ce dernier doit
généralement mettre en ceuvre pour franchir ces barrieres biologiques.

Dans la section ci-apres, nous nous proposons de rappeler les principaux systémes
(que ce soit dans le domaine du traitement ou du diagnostic) qui sont aujourd’hui a I’étude
et/ou commercialisés. En bilan des cette étude bibliographique, nous dégagerons un cahier de

charge des caractéristiques souhaitées pour un vecteur destiné a une application médicale.
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IT) Les (nano)biotechnologies au service de la médecine

I1-1) Systémes lipidiques

Les lipides occupent ici une place de choix car ils sont présents dans la membrane
plasmique de la cellule. Les lipides s’organisent soit sous la forme de liposomes soit sous la

forme de nanospheres ou nanocapsules lipidiques [Couvreur et Vauthier (2006)].

I1-1-a) les liposomes

Leurs caractéres biocompatible et biodégradable, a largement motivé leur
développement comme vecteur [Maruyama et al. (1999)]. Les liposomes se présentent sous la
forme de sphéres, qui peuvent étre constituées d’une a plusieurs bicouche(s) de
phospholipides, similaires aux phospholipides présents dans les membranes cellulaires,
organisées en phases lamellaires. Les liposomes sont synthétisés a partir de films de
phospholipides (ou glycérophospholipides), dispersés en solution aqueuse. Leur taille est
controlée par I’extrusion des suspensions liposomiales a travers des membranes de porosités
contrélées [Couvreur et Vauthier (2006)]. Leur diametre varie ainsi de quelques dizaines de
nanomeétres a quelques dizaines de microns.

Tout comme pour les phospholipides de la membrane plasmique, leur disposition
originale s’explique a la fois par leurs caractéres hydrophile et hydrophobe, dus
respectivement a la portion (glycérol + phosphate) et aux chaines carbonées qui les
composent (Figure 3).

20 nm

Y
¥

12nm

..% mﬂm ; ", e st

'r,’:,

fﬂjﬂﬂ\ \‘% .1 Liposome unilamellaire de petite taille

Figure 3 : Associations de phospholipides - Liposomes
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D’une part, cette architecture offre a la fois un compartiment aqueux dans lequel des
principes actifs hydrophiles [Andrieux et al. (2003)] (ou encore des sondes [Hafeli et al.
(1991)]), peuvent étre introduits, et un compartiment hydrophobe entre les bicouches dans
lequel des principes actifs lipophiles pourront étre introduits. D’autre part, comme pour les
phospholipides des membranes cellulaires, les phospholipides des liposomes possédent des
chaines aliphatiques qui leur permettent également de se déformer, facilitant ainsi leur
passage a travers les espaces situés entre les cellules.

En fonction de leur capacité de ciblage vers des cellules tumorales, certains auteurs
[Andrieux et al. (2003)] parlent de liposomes de premicre, deuxiéme ou troisieme génération,
et cette distinction peut probablement étre €¢largie aux autres types de nano-systémes étudiés.
Les liposomes de premicre génération n’ont aucune capacité de ciblage. Aussitot apres
injection par voie intraveineuse ils sont interceptés par les opsonines qui alertent les cellules
(macrophages) de systtme SPM (en premier lieu les cellules de Kuppfer du foie et une zone
marginale de la rate). On parle de ciblage naturel du territoire hépatosplénique [Couvreur et
Vauthier (2006)]. Cet adressage naturel vers le foie ou la rate est particulierement intéressant
lorsque 1’on veut traiter ou diagnostiquer des cellules tumorales présentes au niveau du foie
(ex : une métastase hépatique). Cependant lorsqu’il s’agit de cibler des cellules hors du
territoire hépatosplénique, ces liposomes injectés tels quels trouvent rapidement leur limite
[Andrieux et al. (2003)].

Cette limite a pu étre repoussée par les liposomes dits « de deuxieéme génération ». En
effet il s’agit de liposomes de premiere génération auxquels sont greffés a leur surface des
molécules de PEG (on parle alors de liposomes « peggylés»), pour empécher leur
opsonisation et leur destruction par les cellules du systtme SPM et donc les cellules de
Kuppfer et de la rate. Ces liposomes de deuxieéme génération ¢échappent ainsi aux
macrophages du systtme SPM par leur caractére dit « furtif ». Cette furtivité augmente
considérablement le temps de circulation dans le flux sanguin et la probabilité de traverser les
tissus tumoraux, qui sont plus vascularisés et donc plus perméables, pour atteindre les cellules

malades (Figure 4). On parle de ciblage « passif ».
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Figure 4 : Diffusion de nanoparticules « furtives» a travers un endothélium tumoral

Cependant malgré ce « bond technologique », de tels vecteurs de deuxiéme génération
restent néanmoins incapables de cibler spécifiquement une cellule ayant une pathologie
donnée (cancéreuse, infectieuse...) d’ou le développement de vecteurs de troisiéme
génération.

L’enjeu pour ces liposomes de troisiéme génération est d’arriver a reconnaitre les
cellules malades, ou encore parmi des cellules malades celles qui présenteraient la pathologie
sur laquelle le principe actif doit agir spécifiquement. Ce ciblage « intelligent » exige la
présence de ligands ou «agent de ciblage » (anticorps, peptides, sucres, acide folique
[Hilgenbrink et Low (2005)]) qui seront greffés a la surface du vecteur « peggylé », et qui
auront pour mission de « piloter » ce dernier jusqu’a la cellule cible. De maniére imagée, sous
le principe de clé-serrure, le ligand (clé¢) ne pourra interagir qu’avec des récepteurs (serrures)
présents a la surface de la cellule cible, qui lui seront spécifiques. Ainsi le vecteur de
troisieme génération, par 1’intermédiaire de son ligand, pourra étre internalisé par la cellule
cible pour y libérer le principe actif qu’il contient ou permettre, dans le cas d’un diagnostic, la
visualisation de celle-ci.

Ce concept est trés prométeur, puisque des liposomes « peggylés » chargés en
amphothéricine B (antibiotique) sur lesquelles a été greffé un anticorps « le 34A » spécifique
aux glycoprotéines de surface exprimées au niveau luminal de 1’endothélium vasculaire
pulmonaire se sont avérés treés actifs dans les aspergilloses pulmonaires expérimentales

[Otusubo et al. (1998)].
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De ce travail considérable, 6 types de liposomes sont commercialisés actuellement
dont I’Ambisome® (un antifongique), en Europe et au Etats-Unis [Fukumori et Ichikawa
(2005)]. Le Tableau 1 reporte quelques exemples de vecteurs commercialisés a base de

liposomes [CNRS International magazine].

Nom commercial Principe actif Peggylé Agent de ciblage Application(s)
Doxil® doxorubicine oui non Cancer ovarien
Caelyx® doxorubicine oui non Cancer du sein
Cancer ovarein

Tableau 1 : Quelques vecteurs commercialisés a base de Liposomes

I1-1-b) Les nanoparticules lipidiques

Les nanoparticules lipidiques ont également une place de choix dans leur utilisation
comme nanovecteurs de principes actifs [Couvreur et Vauthier (2006)]. En effet, comme
évoqué précédemment, les lipides rentrent dans la composition de la membrane plasmique. Ils
sont également synthétisables par émulsion et peuvent se présenter sous la forme de
nanocapusles ou nanospheres (~100 nm) [Couvreur et Vauthier (2006)] (Figure 5). Dans les
deux cas, ils peuvent présenter un cceur aqueux ou huileux, ce qui leur, permet de transporter
des principes actifs de propriétés physico-chimiques vari¢es (hydrophiles, hydrophobes ou
encore amphiphiles). De la méme manicre que pour les liposomes, a leur surface, des agents
dispersants (de type PEG par exemple) et des ligands (anticorps, peptides, acide folique...)
peuvent étre greffés pour acquérir respectivement un caractére « furtif » et un ciblage
spécifique vers les cellules cibles.

Couche fine de
polymeére

Matrice de

polymére Réservoir

(b)

Figure 5 : Nanoparticules sous la forme de nanosphére (a) et de nanocapsule (b)
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I1-2) Les nanoparticules de polymeéres

Les nanoparticules de polymeres, sont synthétisées par des méthodes de
polymérisation/polycondensation de polymeéres biodégradables (1’acide polylactique (PLA),
I’acide polylactique-co-glycolique (PLGA), le chitosane, le poly-epsilon-caprolactone...)
utilisés dans I’industrie alimentaire ou encore dans le domaine de la chirurgie (fils de
suture...) [Fukumori et Ichikawa (2005)]. Les polymeéres peuvent étre également naturels, a
base d’albumine [Wartlick et al. (2006)] ou de gélatine [Kaul et al. (2002)]. Comme pour les
nanoparticules lipidiques, ils peuvent se présenter soit sous la forme de nanosphéres
constituées de matrice de polymeére dans laquelle le principe actif peut étre dispersé ou
dissous, soit sous la forme de nanocapsules comportant un réservoir dans lequel le principe
actif est protégé par une mince paroi de polymeére de quelque nanometres d’épaisseur
[Couvreur et Vauthier (2006)]. Leur taille est généralement inférieure a 300 nm [Fukumori et
Ichikawa (2005)]. Du PEG peut étre greffé a leur surface, et ils sont plutot utilisés dans le

traitement du cancer.

I1-3) Les nanoparticules d’oxydes : Fe;04/ y-Fe;03, Si0,, YVO4 et Gd,03

Les cristaux de magnétite (Fe;O4) ou de maghemite (y-Fe,Os) sont souvent
rencontrées en nanomédecine. Ces nanoparticules d’oxyde de fer sont appelées SPIO
(Superparamagnetic iron oxide particles) lorsque leur taille est comprise entre 50 nm et 500
nm, et USPIO (Ultra-small superparamagnetic iron oxide particles) lorsque leur taille est
inférieure a 50 nm. Ces nanoparticules sont synthétisées par co-précipitation a partir de sels
de fer (chlorures, nitrates ou encore sulfates). Pour prévenir leur agglomération dans le milieu
biologique et leur capture par les cellules du systéme SPM, leur surface peut €tre recouverte
de polyméres de type PEG [Moghimi et al. (2001)], dextran [Weissleder et al. (1989)],
chitosane [Donadel et al. (2008)], PEI (polyethylenimine) [Steitz et al. (2007)], ou encore par
des phospholipides [Duan et al. (2008)]. Pour assurer un ciblage spécifique vers les cellules
tumorales, des ligands (petites molécules (type acide folique), peptides, protéines, anticorps)
peuvent étre également greffés. Le tableau 2 montre quelques exemples d’applications aussi

bien dans le domaine du traitement par hyperthermie, que dans le domaine du diagnostic par
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IRM (imagerie par résonance magnétique). D’ailleurs, deux types de formulations de

particules SPIO sont actuellement commercialisées sous le nom de Feridex® et Resovist®.

Agents de ciblage

Récepteurs

Application

Références

Petites molécules :

-Acide folique Récepteurs folates Cancer du sein (imagerie) [Sun et al. (2006)]

-Méthotrexate Récepteurs folates Cancer du cerveau [Kolher et al. (2005)]
(imagerie et thérapie)

Peptides :

RGD Avp3 integrin Cancer du sein (imagerie) [Montet et al. (2006)]

Chlorotoxin MMP-2 Cancer du cerveau [Veiseh et al. (2005)]
(imagerie et thérapie)

Aptameres :

A 10 RNA aptamere Prostate-spécifique Cancer de la prostate [Wang et al. (2008)]
(imagerie)

Protéines :

Annexin V Phosphatidylserine Apoptose (imagerie) [Schellenberger et al. 2004]

[Kresse et al. (1998)]
Transferrin Recepteurs de Cancer du sein (imagerie)
transferrin
Anticorps :
Herceptin Her2/neu Cancer du sein [Funovics et al. (2004)]

(imagerie et thérapie)

Tableau 2 :

Exemples d’applications pour les nanoparticules d’oxydes de fer

D’autres nanoparticules « oxydes » sont également en cours de développement. On

trouve notamment des systeémes a base de SiO;, YVO4 ou Gd,0:s.

Les nanoparticules de silice et de vanadate sont synthétisées respectivement par

procédé sol-gel [Stober et al. (1976)] et par co-précipitation [Buissette et al. (2005)]. Elles
sont plutot destinées a 1’imagerie par fluorescence. Leur taille est généralement de 1’ordre de
20 nm. Celles-ci sont rendues luminescentes en incorporant dans leur matrice des terres rares,
typiquement de I’europium trivalent (Eu’"). En effet ’ion Eu’" introduit dans une matrice
minérale, posséde une luminescence stable dans le temps. Dans le cas des vanadates, ces
nanoparticules sont ensuite recouvertes d’une couche protectrice de silice pour limiter les

désexcitations non radiatives (cf Chapitre 2) de la terre rare, et pour permettre leur
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fonctionnalisation notamment par des fonctions amines. Celles-ci pourront par la suite jouer le
role de bras («linker ») au bout duquel pourra étre accroché, par de liaisons covalentes,
d’éventuels agents dispersants et/ou de ciblage.

Les nanoparticules d’oxyde de gadolinium, quant a elles, trouvent un intérét a la fois
pour I’imagerie (fluorescence et IRM) et pour la thérapie. Celles-ci sont généralement
constituées d’un cceur d’oxyde de gadolinium (2-4 nm) entouré¢ d’une coquille en
polysiloxane (1-3 nm) dans laquelle des molécules organiques peuvent étre introduites (ex :
Fluorescien isothiocyanate (FITC)) [Fizet et al. (2009), Faure et al. (2009)]. Ces
nanoparticules peuvent en outre étre fonctionnalisées par des agents dispersants de type PEG
afin d’assurer leur stabilité colloidale en milieu biologique [Fizet et al. (2009), Faure et al.

(2009)].

11-4) Les quantum dots

Leur développement s’inscrit plutét dans le domaine du diagnostic par imagerie par
fluorescence. En effet, dans ce domaine, les sondes actuellement utilisées sont des molécules
organiques de type rhodamine, fluorescéine, isothiocyanate, pyréne, anthracéne [Weston et al.

(1990)]. Or ces molécules présentent plusieurs inconvénients :

- Celles-ci se dégradent rapidement sous irradiation, entralnant une décroissance
rapide de I’intensité de fluorescence et donc un temps d’observation relativement court
(généralement de 1’ordre de quelques microsecondes) [Song et al. (1995)]. On parle de
photobleaching.

- Leur spectre d’émission présente des bandes larges pouvant se chevaucher avec
d’autres bandes d’émission appartenant a des fluorophores (ex : nicotinamide, collagéne,
¢lastine) naturellement présents dans les tissus biologiques, responsables de
I’autofluorescence des tissus [Bornhop et al. (2001)].

- Les longueurs d’ondes auxquelles ces molécules s’excitent ou émettent changent

avec le milieu chimique local (ex : pH, interaction avec les ions voisins...).

Pour palier ces inconvénients, certains auteurs ont développé des semi-conducteurs

(taille comprise entre 1 et 10 nm) fluorescents appelés « quantum dots », formés de
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nanocristaux minéraux combinant des ¢léments des groupes II et VI (ex: CdS, CdSe, CdTe)
ou encore des groupes III et V (ex: GaAs, InP). Les quantum dots présentent la particularité
d’avoir une longueur d’onde d’émission qui varie en premier lieu en fonction de leur diameétre
(fonction de la taille de leur boite quantique). Ils présentent donc une variété de couleurs
d’émission. Cependant ces quantum dots appliqués « nus » tels quels peuvent étre dégradés
par photo-oxydation. C’est pourquoi ceux-ci sont recouverts de couches protectrices
transparentes de type ZnS, TOPO (trioctylphosphine oxide). On parle dans ce cas de semi-
conducteurs fluorescents « cceur-coquille ». Néanmoins ces couches protectrices sont
hydrophobes et leur application en milieu biologique est compromise. Pour contourner cette
difficulté, ces quantum dots sont encapsulés dans des couches de phospholipides [Dubertret et
al. (2002)] ou encore recouverts de silice [Yang et al. (2004)]. Ces couches protectrices
permettent par la suite d’envisager par exemple un greffage a leur surface d’agents dispersants

et/ou d’agents anticancéreux.

Ces quantum dots réveélent néanmoins des inconvénients : leur luminescence est
« aléatoire », elle disparait et réapparait. On parle de phénomeéne de scintillement. De plus, le
temps de vie de luminescence est faible de 1’ordre de 20 ns, ce qui n’est pas adapté pour des
observations de longue durée. D’autre part leur application dans le domaine médical est
controversée de par la présence d’éléments toxiques qui rentrent dans leur composition tels
que le cadmium. Enfin, les modes d’¢élimination naturelle de ces composés demeurent

méconnus.

I1-5) Les nanoparticules d’or

Dés I’antiquité 1’or a suscité I'intérét des médecins Indous, Chinois et Egyptiens pour
sa vertu thérapeutique [Bhattacharya et al. (2007)]. 1l était utilis¢ pour traiter les désordres
nerveux et [’épilepsie [Shwa (1999)]. Aujourd’hui avec le développement des
nanotechnologies, les nanoparticules d’or suscitent également un intérét grandissant pour leur
application dans le domaine médical. En effet a I’échelle nanométrique I’or change de
couleur, il passe de la coloration jaune qu’on lui connait a une coloration rouge violacée. Ce
changement est li¢ au phénomene de résonance plasmon de surface, et constitue un outil de

caractérisation prometteur pour I’imagerie médicale [Feldhemin et Foss 2002]. La réduction
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de taille joue également sur la réactivité chimique de 1'or et les propriétés d’adsorption de

molécules.

Les nanoparticules d’or sont synthétisées par réduction de précurseurs d’or en
présence de «capping agents » [Henglein (1989)]. Pour améliorer leur dispersion, les
nanoparticules sont recouvertes d’une couche de silice SiO; [Liu et al. (2005)] ou encore de
chitosane [Huang et al. (2004)]. A ce stade, ces nanoparticules pourront étre fonctionnalisées
par des fonctions thiols, amines qui ont une trés grande affinit¢ avec les atomes d’or.
Bhattacharya et al. (2007) ont montré la possibilité de greffer a la surface de nanoparticules
d’or du PEG et de I’acide folique. Les tests biologiques montrent que ces nanoparticules sont

internalisées par les cellules cancéreuses.

I1-6) Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone ont été mentionnés pour la premicre fois dans la littérature
scientifique en 1976 par [Oberlin et al. (1976)]. Cependant leur structure (mono-paroi et
multi-parois) n’a pu €tre décrite qu’en 1991 par Ijima [[jima (1991)]. Depuis, les recherches
menées sur ces nano-objets se sont concentrées sur leurs propriétés mécaniques, thermiques et
¢lectriques. C’est en 2002 que [O’Connell et al. (2002)] ont signalé la présence de
«band gap » de fluorescence pour les nanotubes mono-paroi. C’est ainsi que ceux-ci ont
suscités un intérét grandissant dans le domaine de I’imagerie. Néanmoins, au méme titre que
les quantum dots, ils sont controversés pour des applications dans le domaine médical et font

encore 1’objet d’intenses recherches.
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I1I) Bilan de I’étude bibliographique

Sur la base de I’étude bibliographique précédente, et prenant en compte des contraintes
de biocompatibilité/biodégradatbilité, nous pouvons lister un certain nombre de
caractéristiques souhaitables pour un systéme destiné a la thérapie et/ou au diagnostic, en
particulier dans un objectif de mise au point de suspensions injectables (voie intraveineuse) de

nano-systemes :

a) Etre composé de matériaux biocompatibles et biodégradables ; et les métabolites issus de
leur dégradation doivent pouvoir étre pris en charge par le corps hote,

b) Présenter une taille nanométrique, typiquement inférieure ou égale a 100 nm, et une
bonne stabilité physico-chimique afin de :

* permettre sa circulation dans les capillaires sanguins les plus fins, tout en évitant une
embolie,

» faciliter le passage des barri¢res biologiques (épithélium/endothélium, éléments du
sang, membranes plasmiques) ; voire présenter un caractére furtif 1i¢ a une trés faible
taille de particules, limitant alors fortement la reconnaissance par les macrophages
(foie/rate),

* faciliter I’internalisation du systéme par endocytose dans la cellule cible.

¢) Pouvoir permettre une association avec un principe actif pour la thérapie et/ou une sonde
(agents de contraste, ¢léments radioactifs, ¢léments fluorescents) pour le diagnostic, voire

d’un agent de ciblage cellulaire.

Au vu de ces différents points, il nous a semblé judicieux de nous pencher dans ce
travail de theése sur I’¢tude de nano-systémes a base d’apatites phosphocalciques
nanocristallines biomimétiques (de caractéristiques proches de celles rencontrées au niveau
du minéral osseux), et d’en examiner le potentiel pour des applications bio-médicales
n’ayant plus trait a I’os, mais mettant en jeu une interaction directe avec des cellules,

que ce soit dans une approche de diagnostic de cancers ou de thérapeutique.
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Les nanocristaux de telles apatites biomimétiques présentent une composition

chimique globale pouvant généralement étre décrite par la formule :

Ca1 0-x ] X(PO4)6_X(HPO4)X(OH)2_X ] X avee O§X§2

ou le symbole [ représente une lacune (en sites Ca ou OH). Ces apatites, dérivées de

I’hydroxyapatite Ca;o(PO4)s(OH),, sont bien connues a ce jour pour leurs applications dans

I’ingénierie tissulaire de 1’os.

Récemment, la possibilit¢ de synthétiser en milieu hydro-alcoolique et a 37°C des

apatites biomimétiques (de taille non contrélée) dopées a 1’europium a été démontrée [Doat

(2003)]. Rappelons que ces ions présentent plusieurs avantages :

ils peuvent étre excités a basse énergie, dans le domaine du visible (464 nm) ou proche
du visible (392 nm), permettant d’envisager 1’étude de tissus biologiques sans les
altérer,
leurs spectres d’excitation et d’émission se caractérisent par des bandes relativement
fines et distinctes,
ils présentent une durée de vie de luminescence importante, de [’ordre de la
milliseconde, en comparaison aux sondes conventionnelles (rhodamine,
fluorescéine...) dont la durée de vie est de lordre de la nanoseconde. Cette
caractéristique permet a priori :
- d’une part de réaliser des observations prolongées de cellules ou tissus
biologiques.
- d’autre part d’autoriser leur utilisation en microscopie confocale en temps
résolu (ou «temps retardé »), évitant ainsi [’autofluorescence du tissu
biologique, dont la durée de vie est courte, de 1’ordre de la nanoseconde
(Figure 6).
leur toxicité est faible [Haley (1965)].

-30-



-Chapitre 1-

= [|ash d’excitation

Autofluorescence du tissu biologique
(Fluorescence courte, ~ ns)

Fluorescence des ions lanthanides
(Fluorescence longue, > ms)

Plage d’acquisiton du signal provenant
des ions lanthanides

Intensité de fluorecence

Temps

Figure 6 : Durées de vie de luminescence - Intérét des lanthanides pour analyses en temps
retardé

Dans cette ¢tude [Doat (2003)], des tests réalisés in vitro sur des cellules cancéreuses
pancréatiques humaines ont montré par microscopie confocale et sous excitation (488 nm)
qu’une partie des particules d’apatite étaient internalisables, mettant ainsi en évidence 1’ intérét
potentiel des systémes apatitiques pour I’imagerie médicale.

Cependant da a leur forte réactivité de surface, les nanocristaux d’apatite ont une forte
tendance a 1’agglomération. L’un des enjeux faisant suite aux travaux de Doat (2003) était
donc d’améliorer la formulation de ces nanocristaux et permettre 1’obtention de
nanoparticules individualisées. Cette problématique a pu étre levée par les travaux récents de
nos équipes [Lebugle et al. (2005) ; Chane-ching et al. (2007)] en greffant a la surface des
nanocristaux d’apatite phosphocalcique un agent dispersant parfaitement biocompatible
(correspondant a la téte polaire de la phosphatidyléthanolamine, un phospholipide présent a la
surface de membranes cellulaires humaines) : le 2-aminoéthylphosphate (AEP). Ces travaux
ont montré que la présence d’AEP en surface des cristaux pouvait limiter I’agglomération des
nanocristaux par répulsion éléctrostatique et ainsi obtenir une formulation colloidale.

Cependant, a ce stade, ces nanoparticules colloidales étaient synthétisées a partir de
réactifs (acide phosphorique et chaux fraichement préparée par décomposition de Ca(OH),)
dont la manipulation posait des difficultés en vue d’une éventuelle industrialisation :

* la nécessité décomposer le Ca(OH), juste avant la réaction de synthese (en effet CaO
présente une forte hygroscopie, menant rapidement au mélange xCaO " yCa(OH),)
* manipulation de composés dangereux : H3PO4 et CaO

o difficulté de stockage des solutions primaires
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Dans ce contexte notre premier objectif a été de synthétiser puis caractériser des
suspensions colloidales hybrides a base de nanoparticules d’apatites biomimétiques dopées
aux terres rares (principalement Eu’") en partant de sels (de calcium, de phosphate et
d’europium) aisément manipulables, stockables et ne nécessitant pas de pré-traitement
spécifique, et permettant alors d’envisager un possible transfert, a terme, a [’échelle

industrielle. Dans un deuxiéme temps notre objectif a consisté a greffer a leur surface un

agent de ciblage de cellules tumorales pour leur conférer un caractére de ciblage de haute
spécificité. Nous avons choisi ’acide folique qui présente plusieurs avantages :
- il est parfaitement biocompatible (il s’agit de la vitamine B9, utilisée par les cellules
pour leur métabolisme normal),
- comme montré dans notre étude bibliographique (voir section précédente) [Sun et al.
(2006)], I’acide folique est reconnu par des récepteurs membranaires dits « récepteurs
folates » qui lui sont spécifiques et qui sont surexprimées dans de divers cas de
cancers (ovaire, rein, sein...),
- par rapport aux autres types d’agents de ciblages (anticorps, peptides), c’est une
petite  molécule, d’ou un plus faible impact sur la stabilit¢ de
suspensions/formulations,
- son association avec la surface de nanoparticules peut étre réalisée aussi bien par des
liaisons covalentes que par des liaisons ioniques, en fonction de la nature du vecteur

qui lui est associé [Bhattacharya et al. (2007)].

Enfin, diverses études préliminaires ont été menées afin de mieux appréhender
I’interaction avec le milieu biologique. Dans ce cadre :

- des tests d’évaluation de la cytotoxicité (tests MTT) ont été réalisés sur deux types
cellulaires (cellules mésenchymateuses souches humaines et cellules de cancer du
sein), et ce aussi bien en présence ou en absence d’acide folique adsorbé,

- une ¢étude du potentiel pro-inflammatoire des nanoparticules colloidales préparées a
¢té initiée par suivi de la possible libération de radicaux libres oxygénés (RLO) par
des monocytes/macrophages humains,

- des tentatives d’observation des nanoparticules par microscopie optique ont été

menées,
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Par ailleurs, nous nous sommes aussi penchés sur la purification des suspensions
colloidales par procédé de dialyse, ainsi que sur la possibilité de lyophiliser puis de remettre
en suspension les colloides préparés, en vue de faciliter un possible stockage a long terme.
Nous avons ¢également examiné le devenir de la suspension apres contact avec de 1’albumine
ou du fluide biologique simulé (SBF), ou aprés mise en contact avec un milieu acide (pH 5) se

rapprochant des conditions post-endocytose.
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CHAPITRE 2 :

ELABORATION ET CARACTERISATION DE
NANOPARTICULES COLLOIDALES
D'APATITES PHOSPHOCALCIQUES

DOPEES A L'EUROPIUM
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Ce Chapitre est dédié a la mise au point d’un protocole d’élaboration des nanoparticules
colloidales a base d’apatites phosphocalciques nanocristallines, ainsi qu’a la caractérisation
physico-chimique des échantillons préparés.

Dans un premier temps, nous donnerons quelques rappels bibliographiques,
complémentaires de ceux du Chapitre 1, mais portant plus spécifiquement sur les phosphate
de calcium et les apatites.

Nous aborderons ensuite la partie expérimentale liée a la synthése et a la caractérisation
des échantillons ; puis nous conclurons ce chapitre en résumant les informations obtenues sur
les nano-systémes développés dans ce travail et en proposant un modele descriptif des

nanoparticules hybrides élaborées.
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Partie A : Rappel général sur les phosphates de calcium et sur les apatites

phosphocalciques

I) Rappels sur les phosphates de calcium

Les phosphates de calcium jouent un réle important dans divers secteurs d’activité,
notamment en pharmacie, en chirurgie, en chromatographie, en catalyse ou encore dans
I’industrie des engrais. Ils constituent une famille de composés: les orthophosphates de
calcium, qui présentent des compositions chimiques et des structures cristallines trés variées.
En fonction de leur nature, ils peuvent étre obtenus soit par voie humide (précipitation,
hydrolyse...) soit par voie seéche a haute température. Le Tableau 3 regroupe les différents
orthophosphates de calcium et donne le rapport atomique Ca/P. Ces composés correspondent

soit a des phases cristallines, soit a des phases amorphes.

Orthophosphates de calcium Formule chimique Acronyme Ca/P
Phosphate monocalcique anhydre " Ca(H,POy), MCPA 0,5
Phosphate monocalcique monohydraté M Ca(H,PO,),, H,O MPCM 0,5
Phosphate dicalcique anhydre (monétite) ") CaHPO, DCPA 1,00
Phosphate dicalcique dihydraté (brushite) " CaHPO,, 2H,0 DCPD 1,00
Phosphate octocalcique triclinique Cag(PO,)4(HPO,),, 5H,0 OCPt 1,33
Phosphate octocalcique apatitique " Cag(HPOy4), 5(PO4)s s(OH) 5 OCPa 1,33
Phosphate octocalcique amorphe W Cag(POy4)4(HPOy),, nH,O OCPam 1,33
Phosphate tricalcique o ou p @ Ca3(POy), TCP(a, B) 1,50
Phosphate tricalcique apatitique " Cay(POy4)s(HPO4)(OH) TCPa 1,50
Phosphate tricalcique amorphe M Cay(POy)s, nH,O ACP 1,50
Hydroxyapatite Ca;y(PO,)¢(OH), HAP 1,67
Oxyapatite Ca;o(PO,)cO OXA 1,67
Phosphate tétracalcique Cay(PO,),0 TTCP 2,00

Tableau 3 : Les différents orthophosphates de calcium (‘") obtenus par voie humide, @
obtenus par voie se€che).

De maniere générale, les phosphates de calcium (steechiométriques), a 1’exception du
phosphate monocalcique, présentent une solubilité faible dans 1’eau [Hagen (1985)]. En tenant
compte de cette propriété la plupart de ces composés peuvent étre préparés par précipitation

en milieu aqueux. La neutralisation successive des différentes acidités de 1’acide
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orthophosphorique (H3PO,) conduit aux différents sels de calcium de cet acide. Les

constantes d’acidité de 1’acide phosphorique dans 1’eau sont les suivantes (a 25°C) :

H;PO4 + H,O < H,PO4 + H3OJr pKa;=2,12
H,PO4 + H,O < HPO42_ + H3O+ pKa,=7,21
HPO4* + H,0 <> PO4” + H;0" pKas= 12,67

La Figure 7 donne le domaine de prédominance des espéces chimiques phosphatées en

solution aqueuse, en fonction du pH.

Vo par espece

o0

) épiq /HZPOQ\ HPCE jpog-
A W
I S —
[ AN —
AU N

Figure 7 : Prédominance des especes chimiques phosphatées en solution aqueuse en fonction
du pH

& 4 pH

Ainsi, la neutralisation de la premicre, deuxiéme et troisieme acidité de 1’acide
orthophosphorique permet d’obtenir la plupart des orthophosphates de calcium comme le

montre la figure suivante (Figure 8).
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H;PO;, == H,PO, &« HPO,” 4 > PO,
Acide Sels Sels Sel
Phosphorique monobasiques dibasiques tribasique

Ca(H,POy),
Ca(H,POy),, H,O
(jaIIP()4
CaHPOy4 2H,0
Cag(PO4)4(HPO4)2, 5H20
intermédiaires Cag(POy4)s(HPO,)(OH) ¥

X Ca;y(PO4)s(OH),

| | | ] | > Cap
0 0,50 1,00 1,33 1,50 1,67

Figure 8 : Les différents orthophosphates de calcium précipités en milieu aqueux

L’hydroxyapatite stoechiométrique, stable thermodynamiquement, constitue un mode¢le
souvent retenu bien que tres « simplifié » du minéral osseux (Tableau 4) [Elliot (1994)]. Ce
compos¢ n’est pas présent en soi dans les systémes biologiques ; néanmoins son étude peut
s’avérer utile dans la compréhension des mécanismes de croissances et de syntheése de tissu
osseux. La synthése d’apatites non-stoechiométriques nanocristallines est cependant préférable
pour appréhender les phénomeénes de biominéralisation car ces composés présentent alors des
caractéristiques trés proches de celles des apatites biologiques d’intérét (caractére

biomimétique).
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Eléments chimiques Email Dentine Os Hydroxyapatite
(en pourcentage massique)
Ca 37,6 40,3 36,6 39,9
P 18,3 18,6 17,1 18,5
CO, 3 4,8 4.8 -
Na 0,7 0,1 1 -
K 0,05 0,07 0,07 -
Mg 0,2 1,1 0,6 -
Sr 0,03 0,04 0,05 -
Cl 0,4 0,27 0,1 -
F 0,01 0,07 0,1 -

Tableau 4 : Composition chimique de différents systémes biologiques et I’hydroxyapatite
steechiométrique [Elliot (1994)].

Apres avoir rappelé les principales caractéristiques des apatites phosphocalciques, ce qui
est ’objet de la section ci-dessous, nous ferons une étude comparative des données
cristallographiques et spectroscopiques de 1’hydroxyapatite stcechiométrique (HAP) et des

apatites nanocristallines lacunaires.

IT) Rappels préliminaires sur les apatites phosphocalciques

Comme évoqué dans le chapitre précédent, notre choix de nano-systeme a visée
biomédicale s’est porté sur des nanoparticules a base d’apatite phosphocalcique lacunaire
biomimétique, proche du minéral osseux, dont la formule chimique globale peut généralement

se décrire par la formule suivante :
Cajox[ 1x(PO4)sx(HPO4)x(OH), <[ x avec 0<x<2
En effet, il convient de rappeler que les apatites biologiques peuvent étre définies, dans
la plupart des cas, comme des apatites phosphocalciques carbonatées plus ou moins lacunaires

[Phakey et Leonard (1970)], avec de nombreux ¢€léments traces complétant leur formule

chimique, et dont la teneur peut varier d’un systéme biologique a un autre. Par exemple, dans
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’0s, les apatites sont lacunaires et carbonatées. Pour un os long, leur formule globale s’écrit
[Legros (1986)] :
Cag 30 11,7(PO4)s 3(HPO4, CO3)1 7(OH)o 311 7

Au contraire, dans 1’émail dentaire les apatites ont une composition chimique beaucoup

plus proche de I’hydroxyapatite stcechiométrique [Rey (1995)], répondant a la formule :
Cag 4[19,6(PO4)s 4(HPO4, CO3)0,6(OH, CO3)1,4[ o6

Ceci traduit 1’adaptabilité des apatites phosphocalciques a leur fonction : le minéral
osseux, remodelable et réservoir d’ions, est formé de nanocristaux apatitiques lacunaires
présentant une solubilité relativement importante, alors que 1’émail dentaire est constitué
d’une phase apatitique proche de la stcechiométrie, trés bien cristallisée, et trés insoluble afin

de résister aux agressions externes (pH faible, bactéries...).

I1I) Rappels généraux sur les apatites
III-1) Structure cristallographique des apatites

Le terme apatite a été donné a un groupe de minéraux, il y a prés d’un siecle et demi. Ce
nom, vient du grec amotav (décevoir) : le minéral « apatite » était souvent confondu avec
d’autres minéraux ayant des propriétés optiques voisines tels que 1’aigue-marine, I’améthyste
ou l’olivine. De maniére générale, les apatites constituent une famille de composés

isomorphes de formule générale :
(Me™)10(X04™)6(Y )2
ou:
- Me*" représente généralement un cation divalent (Ca2+, Ba2+, Pb2+, Sr2+,. o)y
- XO4* un anion trivalent (PO43 , VO43', AsO43'),

- Y un anion monovalent (OH", Br’, CI', F").
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Ces composés cristallisent dans le systéme hexagonal (groupe d’espace P6;/m) (Figure
9). L’arrangement quasi-compact des tétraédres X0, constitue le squelette de la structure.
Dr’ailleurs aucune possibilité de lacune n’a été mise en évidence jusqu'a présent en ce qui
concerne ces sites X0, Cet assemblage rigide définit deux types de tunnels, paralléles a
I’axe (Oz), dans lesquels sont localisés les ions Me*". Le premier type (tunnel I), de diamétre
proche de 2,5 A, est occupé par des cations Me”" notés Me”™ (polyédres matérialisés en
rouge). Ces cations sont au nombre de 4 par maille et sont localisés dans des sites présentant
une symétrie C;. Le second type (tunnel II), de diametre plus grand que le préceédent (3 a 4,5
A) contient les 6 autres cations Me* notés Mey*". Ils sont situés & la périphérie du tunnel et
occupent des sites de symétrie C,. Les cations MeH2+ sont situés aux niveaux Y% et ¥% de la
maille suivant I’axe z, et forment des triangles équilatéraux alternés autour de 1’axe hélicoidal.
Les ions Y™ sont situés le long de cet axe (axe des tunnels II) & une position proche ou égale
au barycentre des triangles équilatéraux (en fonction de la nature de 1’ion) ; par ailleurs ces
ions sont relativement peu « liés » au reste de la structure. Notons que la présence de ces
tunnels offre une mobilité remarquable aux ions qu’ils renferment, et autorise des
substitutions aisées au sein du réseau [Elliot (1994)]. Ces substitutions sont rappelées dans la

partie suivante.
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X0

Me*

"grand tunnel” "petit tunnel”
(type IT) (type I)

O x ;.

Figure 9 : Structure cristalline de 1’apatite (groupe d’espace P63/m)
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I1I-2) Substitutions ioniques dans le réseau

Le réseau apatitique offre plusieurs types de substitutions, dont voici les principales :

a) Premier type de substitution :

Dans ce type de substitution, certains ions sont substitués par des ions de méme charge

mais de taille différente (Tableau 5).

Exemples d’ions a substituer Substitué par
Ca’ S, Cd”", Ba”, Pb”
PO,” AsO,”, VO, 7, MnO,”
OH" F", Cl'", Br"

Tableau S : Substitutions entre ions de mémes charges mais de tailles différentes

Notons que ces échanges peuvent conduire a une 1égére déformation de la maille. Ainsi,

. . . 2+ 3- N o e \
la substitution des ions Me™ ou XO4 " conduit a une variation des parametres a et ¢ dans le
méme sens ; alors que la substitution d’ions Y'™ conduit & une variation des paramétres a et ¢

en sens inverse.

b) Deuxiéme type de substitution :

Dans ce cas, 1’échange peut se faire entre des ions de charges différentes (Tableau 6).

Exemples d’ions a substituer Substitué par

2+ N
Ca o des cations monovalents : Na*, K'...
e des cations trivalents : Eu’", La’", AI’"...
e deslacunes : [

PO.* e des groupements bivalents : CO;*, HPO,”, SO,* ...
e des groupement tétravalents : Si0,*, GeO,* ...
OH « des ions bivalents : CO;>, O*...

e deslacunes: [J

Tableau 6 : Substitutions entre ions de charges différentes et/ou de tailles différentes
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Ce type de substitution nécessite une compensation de charges qui peut étre réalisée par
une substitution couplée et/ou par création de lacune(s). Concernant la substitution de certains
ions Ca" par des ions trivalents de terres rares, tels que Eu®" qui nous intéressent ici, plusieurs
types de mécanismes de compensation de charges peuvent étre envisagés. Cette question sera

reprise en détail ultérieurement dans ce chapitre.

IV) Etude comparative entre ’HAP et les apatites nanocristallines phosphocalciques
IV-1) L’hydroxyapatite

* Formule chimique :

L’hydroxyapatite steechiométrique a pour formule chimique :
Cayo(PO4)s(OH),

* Structure cristallographique :
L’HAP cristallise dans le syst¢tme hexagonal (groupe spatial P63/m) avec les paramétres

cristallographiques suivants [Kay et al. (1964)] (JCPDS n°9-432) :
a=b=9418 A c=6,884 A a=y=90°p=120°

La maille cristalline contient un motif Ca;o(PO4)s(OH),. Sa structure peut étre décrite
ici en considérant un empilement hexagonal de groupements PO,”. Comme nous le
mentionnions précédemment dans le cas général des composés de type apatites, dans le cas
plus spécifique des apatites phosphocalciques qui nous intéresse ici, ce sont ces ions
phosphates qui composent le « squelette » du réseau cristallin, et qui délimitent alors les deux
types de tunnels paralleles a I’axe (Oz) dont nous mentionnions déja 1’existence
précédemment [Young (1973)]. Dans le cas de telles apatites phosphocalciques, en en
particulier de ’HAP stcechiométrique, la Figure 10 reporte alors une représentation de la

structure sous la forme d’une projection sur le plan de base (001).
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| oCal

Figure 10 : Projection sur le plan de base (001) de la maille HAP [Young (1973)]

Le premier type de tunnel (tunnel I), présentant ici un diamétre de 2A, coincide avec
I’axe ternaire de la structure. Il est entouré par 6 groupements PO4> et occupé par des ions
calcium, notés Ca 1. Chacun de ces tunnels I contiennent 2 ions Ca I a la cote z= 0 et la cote z
=1/2.

Le second type de tunnel (tunnel II), de diamétre 3A et dont I’axe correspond a I’axe
sénaire hélicoidal du réseau, est form¢ par 6 atomes d’oxygenes des groupements phosphates
et 6 ions de calcium, notés Ca II. Trois ions Ca II sont a la cote z = 1/4 et les trois autres
restant sont a la cote z = 3/4. Chacun de ces tunnels II sont également occupés de facon
axiale par 2 ions OH" situés a la cote z = 1/4 et la cote z = 3/4.

Ces deux types de tunnels conférent ainsi a ’'HAP des propriétés d’échangeurs d’ions a
hautes températures et d’accepteurs de petites molécules (O,, H,O, glycine...) [Montrejaud et

al. (1973) ; Rey et al. (1978), Rey (1984)].

* Diagramme de diffraction de rayons X de ’HAP :
Le digramme de diffraction de rayons X de ’'HAP (Figure 5) présente des raies fines

caractéristiques d’un composé trés bien cristallisé.
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6000 | g HAP stoechiométrigue
5000—-
4000—- g g
J / /
3000

Intensité (u.a)
(002)
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20 30 40 50 60 70

20 (degres)(A.)

Figure 11 : Diagramme de diffraction de rayons X de ’HAP

* Spectre FTIR de ’HAP :
Le spectre IR de ’'HAP présente des bandes fines, ce qui peut étre relié au caractere tres
bien cristallis¢é de ce composé (confirmé par DRX). Il est reporté sur la Figure 12 ; les

positions, intensités et attributions des bandes caractéristiques sont indiquées dans le

Tableau 7:
HAP stoechiométrique v,(PO,)

2.5
—~ 2.0
©
=) v,(PO,)
8 154
c
3
5 v,(PO,)
2 1.0 M
< OH

OH
ap
05 7] \ HZO HOH VZ(PO4)
AN |
0.0

T T T T T T v T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombres d'onde (cm™)
Figure 12 : Spectre FTIR de ’'HAP
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Nombre d’onde (cm™) Attribution Intensité
3572 (vs) OH Moyenne
1089 (v3) PO Forte
1051 (v3) PO, Trés forte
961 (v1) POS* Faible
631 OH Faible
601 (v4) PO Moyenne
570 (v4) PO Moyenne
474 (v2) PO Faible
464 (v2) PO Faible

Tableau 7 : Positions et attributions des bandes FTIR de ’HAP

* Taille et morphologie des cristallites :

L’HAP peut étre décrite par des cristaux de taille micronique et de formes variables

(aiguilles, plaquettes...) qui dépendent des conditions (température, pH...) de synthése et de

post-traitrement (calcination...).

¢ Voies d’élaboration :

L’HAP peut étre synthétisée par de nombreuses voies d’¢laboration. L’une des

méthodes la plus utilisées est la double décomposition du nitrate de calcium Ca (NO3),,4H,0

et du dihydrogénophosphate d’ammonium (NH4) H,PO4 [Hayek et al. (1963) ; Trombe et al.

(1972) ; Arends et al. (1987)]. Celle-ci a lieu en milieu aqueux et alcalin (11<pH<12). Cette

double décomposition suit I’équation chimique suivante :

10 Ca(NO;3),4H,0 + 6 (NH4)H,PO, +14 NH,OH — Ca;o(PO4)s(OH), + 20 NH,NO; + 52 H,O

De nombreux travaux ont été consacrés a 1’é¢tude de I’influence du temps de maturation et
de la température. Liu et al. (2001) ont ainsi montré que le temps de maturation nécessaire a
I’obtention d’une HAP diminue avec 1’augmentation de la température.

Cette méthode par double décomposition produit un gel de phosphate de calcium peu
cristallisé qui est ensuite lavé puis séché ou lyophilisé. L’HAP bien cristallisée est ensuite

obtenue apres traitement thermique a 1000°C.
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* Réactivité chimique :

L’HAP présente une grande stabilité thermodynamique. Son produit de solubilité est le
plus faible du systéme Ca(OH),-H;PO,, avec Ks 010 "7 (mol/1)’ 4 25°C [Mc Dowell et al.
(1977)]. Sa décomposition thermique n’intervient qu’a des températures ¢levées (1300°C) en
I’absence de vapeur d’eau. Du fait de cette trés grande stabilité thermique, des céramiques a
base d’HAP peuvent étre élaborées. Ce composé présente en outre d’excellentes propriétés de
biocompatibilit¢ et une certaine bioactivité (elle est ostéoconductrice c'est-a-dire qu’elle
facilite le développement de tissu osseux aprés implantation en site osseux). De ce fait, ’HAP
trouve de nombreuses applications dans le domaine biomédical, tout particuliérement en

chirurgie osseuse (substituts osseux, recouvrement de prothéses).

IV-2) Les apatites phosphocalciques nanocristallines

* Formule chimique :

Ces composés peuvent généralement étre décrits par la formule chimique globale :

Cajox (PO4)sx (HPO4 ou CO3)x(OH ou Y2 CO3),4 avec 0 £ x <2

Cette formule chimique souligne la différence de composition avec ’'HAP. En effet on

constate la présence de lacunes en sites Ca et OH.

* Structure cristallographique :

Les différentes recherches menées sur 1’élaboration des ces nanocristaux ont permis de
déceler la présence d’ions (calcium, phosphates, carbonates...) localisés dans des
environnements chimiques ne correspondant pas aux sites cristallographiques habituellement
trouvés dans I’hydroxyapatite. Ces environnements sont nommés « environnements non-
apatitique ». Divers travaux, en particulier menés lors de la derniere décade, ont montré que
ces ions « non- apatitiques » étaient principalement localisés dans une couche hydratée en
surface des nanocristaux ; au contraire, le cceur des nanocristaux est constitué¢ d’ions présents

dans des environnements apatitiques (notons cependant qu’une non-steechiométrie est

-48-



-Chapitre 2-

généralement rencontrée dans ce cceur apatitique) (Figure 13) [Eichert et al. (2007)]. C’est a
partir de cette couche hydratée non-apatitique, contenant principalement des ions Ca®",
HPO4" et CO5™ et des molécules d’eau, que le ceeur apatitique du nanocristal se développerait
au cours du processus de « maturation » c’est-a-dire de vieillissement en solution. Cette
couche disparaitrait au fur et & mesure que 1’état de maturation du cristal serait plus ¢élevé
[Hina (1996)].

Dans ce contexte, chaque nanocristal peut étre décrit par un cceur apatitique entouré
d’une couche superficielle hydratée dont la structure et la composition reste encore a I’étude
(Figure 13 (a)). A cette couche hydratée sont donc associés des ions minéraux « non-
apatitiques » (Ca2+, HPO43' et CO32'). Aisément mobilisables, ces ions minéraux sont
soupconnés de participer aux échanges ioniques in vivo (role dans 1’homéostasie) et d’étre
responsables de la réactivité de surface des nanocristaux d’apatites biomimétiques (Figure 13

(b)) [Hina (1996)].

Couche hydratée
Coeeur apatitique (domaine non-apatitique)
Domaine apatitique Solution
C T 1T T 1T T 1T 1 + + -
|:|:|:|:|:|:|:| CO32> H2Po4
Ca2+
mrr L Ca2t Protéine
R R HPO,>
mEmmmn <::::> Ca*
ey HPOZ HCO,
Couche hydratée
a) Nanocristal (vue en 3D) b) Nanocristal en solution (vue de profil)

Figure 13 : Description schématique d’un nanocristal d’apatite phosphocalcique (a), en
interaction avec le milieu biologique (b) [Eichert et al. (2007)]
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* Diagramme de diffraction de rayons X de nanocristaux d’apatite

phosphocalcique :

Le diagramme de diffraction de rayons X obtenu ici (Figure 8) est composé de raies

larges caractéristique d’un composé de faible état de cristallinité.

Apatite phosphocalciqgue nanocristalline
20000 — (proche du TCP apatitique)

(211)
(112)

15000

10000

Intensité (u.a)

5000 +

T T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70

20 (degres)(A.,)

Figure 14 : Diagramme de diffraction de rayons X pour une apatite nanocristalline (proche
du phosphate tricalcique apatitique, TCP ap)

* Spectre FTIR pour une apatite phosphocalcique carbonatée :
Afin de visualiser également les bandes IR relatives des ions carbonates, nous avons

choisi de reporter ici I’exemple d’un spectre FTIR d’une apatite nanocristalline carbonatée

(taux de carbonatation ~ 6% massique). Le spectre est reporté sur la Figure 15.
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. ) PO
Apatite phosphocalcigue VPO,

2.0

nanocristalline carbonatée

Absorbance (u.a)

HPO,” +v,(CO,)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde (cm™)

Figure 15 : Spectre IR d’une apatite nanocristalline carbonatée (6% massique COs)

Ce spectre IR présente des bandes plus larges que celles de ’'HAP, correspondant a un
composé de plus faible cristallinité (confirmé par DRX). La présence d’ions HPO,*
apatitiques observés a 875 cm™ correspond ici 4 I’hydrolyse interne de certains ions PO,
[Heughebaert et al. 1982].

De plus, on observe des bandes additionnelles qui ne peuvent étre attribuées a des
groupements phosphate présents dans un environnement apatitique. Ces bandes additionnelles
sont trés bien observées dans le domaine de vibration vy PO43' ou l’on observe deux
épaulements a 533 et 617 cm™, qui ont respectivement 6té attribués a PO,> et HPO,* en
environnement non-apatitique (Figure 16) (leurs intensités sont rappelées dans le Tableau 8).
Pour HPO,4” cette attribution peut également étre confirmée par dosages chimiques [Combes
et al. 2001]. Il est également intéressant de noter que la proportion de ces groupements non-
apatitiques diminue au cours de la maturation en solution. Ces diminutions semblent étre liées
au développement progressif du cceur apatitique au détriment de la couche hydratée. Une
augmentation au cours de la maturation est également observée pour la teneur en ions OH"

[Eichert 2001].

-51-



-Chapitre 2-

A PO, ap.

PO
non ap.

HPO,? non ap.

Absorbance

630 580 530 480

Nombres d’onde (cm1)

Figure 16 : Décomposition (FTIR) du domaine de vibration autour de la v4 PO43'

Nombre d’onde (cm™) Attribution Intensité
632 OH Faible
617 PO,* non-apatitique Epaulement
603 (v4) PO Moyenne
575 (v4) PO Moyenne
562 (v4) PO Moyenne
551 HPO,” Epaulement
533 HPO,” non-apatitique Epaulement

Tableau 8 : Positions, attributions des bandes FTIR autour du domaine de la v, PO43 i

Notons que dans le cas d’apatites carbonatées, en marge des bandes habituellement
observées par FTIR, une bande additionnelle est également observée dans la zone v, des ions
Cng', a 866 cm'l, et cette bande a été attribuée dans la littérature a des ions CO32' localisés
dans des environnements non-apatitiques.

Il est également intéressant de rappeler que des analyses FTIR menées sur des gels
d’apatites nanocristallines peu maturés (caractérisation a I’état humide) ont montré des
similitudes avec I’OCP (triclinique). Cette analogie spectrale peut en particulier E&tre
visualisée au niveau du mode de vibration v; des ions PO4>". En effet on y retrouve la plupart

des bandes de I’OCP a I’exception des bandes a 917 et 1295 cm™ correspondant & HPO4>.
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Cette relative ressemblance des spectres IR entre I’OCP et les nanocristaux humides peu
maturés va dans le sens du modele de couche hydratée proposé Figure 13. En effet la structure
de I’OCP triclinique peut étre décrite comme une succession de couches apatitiques et de
couches hydratées, ces derniéres contenant des ions Ca2+, tous les ions HPO42' de ’OCP et
des molécules d’eau [Elliot (1994)]. Cependant, dans le cas des apatites nanocristallines, la
couche hydratée serait directement exposée en surface du cristal et non intercalée entre deux
couches apatitiques.

Pour terminer ce rappel concernant le spectre IR des d’apatites nanocristallines, la bande
d'absorption large et intense dans le domaine 3700 - 2700 cm™ ainsi que celle & 1640 cm™
témoignent de la présence d'eau (eau adsorbée en surface et eau « structurale » de la couche
hydratée). Enfin les groupements OH™ apatitiques se caractérisent par deux bandes vers 3572
et 632 cm™ (déja évoquée précédemment). Notons que la bande 4 3572 cm™ est difficilement
observable par spectroscopie FTIR pour des apatites faiblement cristallisées et riches en eau
[Eichert 2001]. Dans ce cas, la spectroscopie Raman est alors une technique plus adaptée. De
plus, tout comme pour la bande 4 630 cm™ évoquée précédemment, son intensité augmente
avec le degré de maturation de 1’apatite, témoignant de I’augmentation de la teneur en ions

OH.

* Taille et morphologie des cristallites :
Comme indiqué précédemment, les apatites biomimétiques sont constituées de cristaux
de tailles nanométriques (typiquement 15 a 25 nm en longueur et 6 a 9 nm en largeur). Elles
se présentent généralement sous forme de plaquettes allongées le long de I’axe (Oz), et de trés

faible épaisseur.

* Voie d’élaboration :

La voie d’¢laboration habituelle pour ces nanocristaux est également la double
décomposition de nitrate de calcium Ca(NO3),,4H,0 et d’un sel de phosphate, par exemple le
dihydrogénophosphate d’ammonium (NH4)H,PO,4. Celle-ci généralement a lieu en milieu
aqueux et a pH physiologique assuré par une concentration en ion phosphate trés supérieure a
la quantité stoechiométrique (et jouant donc un effet tampon li¢ au pKa du couple H,PO4
/HPO4®). Le temps de maturation est déterminé en fonction de la (non-)stoechiométrie
souhaitée [Eichert 2001]. Notons cependant qu’un pH alcalin et/ou une température de

synthese plus élevée que I’ambiante permettent de se rapproche de la stcechiométrie.
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* Réactivité chimique :

En comparaison avec I’HAP, les apatites phosphocalciques nanocristallines sont
nettement plus réactives, ce qui peut étre mis en évidence (et mis a profit) par des échanges
ioniques rapides de surface ou des phénoménes d’adsorption de molécules organiques. De
plus, ces composés sont lacunaires, leur structure est donc moins cohésive et moins stable que

I’HAP, ce qui conduit a une plus grande solubilité [Eichert et al. (2007)].

Dans le cadre de notre travail, les nanocristaux d’apatite sont appelés a constituer la base
des systemes a visée diagnostique/thérapeutique envisagés. Par conséquent, ils doivent
présenter un état de maturité (au sens physico-chimique que nous avons déja utilisé
précédemment) suffisamment ¢€levé afin de présenter une relative stabilité thermodynamique
et éviter ainsi que les caractéristiques physico-chimiques de ces systémes n’évoluent trop
rapidement au cours de leur contact prolongé avec le milieu biologique. Dans ce contexte, les
protocoles de synthése envisagés ont fait appel a une précipitation d’apatite a une température
supérieure a la température ambiante, jusqu’a 100°C ; une augmentation de température étant
un des moyens d’augmenter 1’état de maturation de la phase apatitique. Dans le méme ordre
d’idée, nous avons choisi de travailler ici a un pH alcalin, le pH étant un autre parameétre dont
I’augmentation favorise I’obtention d’une phase apatitique plus proche de la steechiométrie et
donc plus stable.

Par ailleurs, la forte réactivité chimique des apatites nanocristallines doit étre
« controlée » afin de limiter I’agglomération entre nanocristaux adjacents (qui menerait a des
particules microniques rendant leur internalisation trés difficile par les cellules tumorales) et
ainsi obtenir des nanoparticules de taille moyenne inférieure a, typiquement, 100 nm. La voie
envisagée pour controler la taille moyenne des nanoparticules d’apatite (une nanoparticule
étant un petit agglomérat de nanocristaux) a consisté a greffer, en surface de I’apatite, une
molécule organique biocompatible et jouant un role de type tensio-actif.

Ces choix se sont notamment basés sur une ¢étude préalablement réalisée au sien du
laboratoire (avec T supérieure a I’ambiante, pH alcalin) [Lebugle et al. (2005) ; Chane-ching
et al. (2007)] et ayant montré la possibilité¢ d’obtenir des nanoparticules a base apatitique en
utilisant le 2-aminoéthylphosphate (AEP) comme « agent dispersant ». En effet cette molécule

possede plusieurs avantages :

- elle est parfaitement biocompatible car il s’agit de la téte polaire d’un phospholipide

présent a la surface de membranes cellulaires (la phosphatidyléthanolamine),
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- la présence d’un groupement phosphate lui permet un fort effet complexant avec les
. + , \ .
ions Ca’ présents a la surface des nanocristaux,
. . + c 1771
- la présence d’un groupement ammonium NHj aux pH considérés, permet une

répulsion électrostatique.

Ce travail précédent a permis d’obtenir une suspension colloidale de nanocristaux
d’apatite phosphocalcique. Le principe de la synthése consistait alors a faire précipiter
’apatite trés rapidement, en milieu aqueux, en présence d’AEP (sous la forme d’ions AEP") et
a pH alcalin (pH 9), a partir d’acide phosphorique et de chaux fraichement préparée (afin de
contrdler le nombre exact de moles ce calcium). Les trois réactifs étaient alors introduits dans
les proportions 3: 3: 1 (Ca: AEP: P), et la suspension colloidale était obtenue apres
«vieillissement » du mélange réactionnel en étuve a 80°C pendant 16 heures. Dans ces
suspensions, la phase apatitique s’est avérée présenter une composition chimique trés proche
de celle du TCP apatitique, Cag(PO4)s(HPO,4)(OH); par ailleurs, des bandes FTIR
caractéristiques de complexes alliant Ca et AEP ont été observés, probablement mettant en jeu
des ions Ca®" localisés en surface des cristaux d’apatite.

Si I'utilisation d’AEP comme agent stabilisant (permettant de réduire la taille moyenne
des agglomérats d’apatite) s’est avérée concluante a 1’issue de cette étude préliminaire, le
protocole expérimental employé a ce stade (manipulation d’acide phosphorique concentré et
de chaux fraichement calcinée) posait potentiellement des difficultés pratiques en vue d’une
possible industrialisation de tels nano-systemes.

Ce constat a donc motivé la recherche de protocole(s) alternatif(s) visant a préparer cette
fois des colloides a base de nanocristaux apatitiques mais partant de réactifs aisément
manipulables (faible dangerosité, facilité de stockage, faible toxicité...). Par ailleurs, une
meilleure compréhension de I’interaction entre molécules d’AEP et nanocristaux d’apatite
était nécessaire afin de mieux appréhender le mode de contrdle de la taille des nanoparticules
a base apatitique ; enfin ’effet de divers paramétres expérimentaux sur les caractéristiques des
suspensions (et des nanoparticules elles-mémes) se devait d’étre évalué en détail.

Ces différents points ont représenté la base de ce travail de thése visant a
systématiser I’étude de la préparation et de la caractérisation de suspensions colloidales
de nanoparticules hybrides constituée d’apatite biomimétique et d’AEP.

A T’aube de ce travail de these, la possibilité de préparer a 80°C de tels colloides
(exempts d’europium) a partir de sels de calcium (nitrate) et de phosphate

(hydrogénophosphate d’ammonium) et d’AEP a ét¢ montrée dans le cadre d’un stage de
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licence professionnelle (Amal Bouladjine). Dans ce travail, que j’ai assisté en début de these,
les proportions 3 : 3: 1 pour Ca: AEP : P préalablement employées par Lebugle et Chane-
Ching [Lebugle et al. (2005) ; Chane-ching et al. (2007)] ont généralement été conservées
[Bouladjine et al. (2009)]. Ces proportions correspondent en effet a la quantité « théorique »
d’ions Ca®" permettant d la fois de former du TCP apatitique et d’interagir avec les molécules
monovalentes d’AEP (sous la forme d’ions AEP"), ce qui peut se traduire schématiquement

par le bilan suivant (en considérant ici la formation de complexes de type Ca(AEP),) :

1,5Ca*" + 3AEP" - 1,5 Ca(AEP),
1,5Ca*" + 1POS + 1/6 H,O — 1/6 Cao(PO4)s(HPO4)(OH)

3 Ca*" +3 AEP + 1 PO, + 1/6 H,O — 1,5 Ca(AEP), + 1/6 Cao(PO4)s(HPO4)(OH)

En d’autres termes, ceci traduit le « partage » théorique des ions calcium entre les ions
phosphates (pour former de I’apatite) et les ions AEP".

Ce travail de stage d’Amal Bouladjine a servi de point de départ pour la partie de

cette theése relative a 1’¢laboration de suspensions colloidales, dont il est question dans la

section suivante.
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Partie B : Protocole de synthése de suspensions colloidales hybrides a base

de nanoparticules d’apatites biomimétiques dopées a I’europium Eu’*

Notre démarche expérimentale a consistée dans un premier temps a synthétiser une
apatite phosphocalcique non colloidale et non dopée qui nous a servi comme échantillon de
référence. En utilisant ce méme protocole de synthése, nous avons par la suite préparé une
apatite phosphocalcique analogue mais en présence d’ions europium Eu’" afin de vérifier

. . , + . .,
I’incorporation éventuelle de Eu®" dans la matrice minérale.

I) Synthése et caractérisations d’une apatite phosphocalcique de référence
I-1) Protocole de synthése d’une apatite phosphocalcique de référence

La synthése de 1’échantillon de référence a été conduite dans les mémes conditions que
celles décrites par A. Bouladjine [Bouladjine et al. (2009)] pour la préparation de colloides,
sauf que dans le cas présent servant de « référence non colloidale » nous avons retiré du
protocole I’AEP pour ne pas former de colloides. Cette synthése a consistée a co-précipiter
rapidement en milieu aqueux et a pH 9 dans les proportions molaires 3 : 1 pour Ca: P, des
sels de calcium et de phosphate. Plus précisément, une solution A a été constituée a partir de
4,87 mmol de nitrate de calcium [Ca(NOs3),.4H,0], dissous dans 12,5 ml d’eau désionisée.
Une solution B a été préparée a partir de 1,62 mmol de di-ammonium hydrogénophosphate
[(NH4),HPO4] dissous dans 12,5 ml d’eau désionisée. Apres dissolution compléte des sels de
départ, le pH des deux solutions A et B obtenues a été réajusté a 9 avec une solution
d’ammoniaque concentré [NH4OH]. Sous agitation magnétique la solution A a ensuite été
rapidement versée dans la solution B. Il se forme instantanément un précipité blanc a partir du
mélange réactionnel que nous avons appelé solution C. Son pH est également réajusté a 9
avec une solution de NH4OH. Aprés 15 minutes d’agitation magnétique la solution C est
«vieillie » ou « maturée » a 80°C pendant 16 heures dans une étuve. Une fois cette étape de
maturation en étuve terminée, le précipité est lavé 6 fois par centrifugation a I’eau désionisée
puis séché pendant 3 jours par procédé de lyophilisation. Apres séchage le précipité blanc est

récupéré sous forme de poudre pour Etre caractéris€ par diffraction des rayons X,
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spectroscopie IR et microscopie €lectronique en transmission. Les résultats sont présentés ci-

dessous.
I-2) Diffraction des rayons X sur apatite phosphocalcique de référence :

Le diagramme de diffraction de rayons X (Figure 17) relatif a cette apatite de référence
(apres lyophilisation) reporte la présence de raies bien définies, caractéristiques d’une phase

apatitique phosphocalcique présentant un haut degré de cristallinité.

(211)

(112)
/

(300)

(002)
(213)

Intensité (u.a.)

20 25 30 3 40 45 50 55 60 65 70
20 (degrés)(A_)

Figure 17 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite phosphocalcique de
référence non colloidale, non dopée a 1’europium, préparée a 80°C (seuls les pics les plus
intenses ont été indexés ici)

La largeur des raies et leur dissymétrie ne permettent pas une détermination précise des
dimensions de la maille. Cependant comme 1’a suggéré Glimcher [Glimcher 1981] pour des
apatites faiblement cristallisées, la mesure de la largeur a mi-hauteur des raies (002) et (310)
permet d’accéder, en premicre approximation (et en négligeant les micro-contraintes) a la

taille moyenne apparente des cristallites grace a la formule de Scherrer [Scherrer (1918)]

rappelée ci-dessous :
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0,94%x A

cos @x A - A

Lhkl =

ou:

- 0,94 est la constante de Scherrer

- L(A) est la taille apparente dans la direction perpendiculaire au plan de la diffraction
(hkl)

- A (A) est la longueur d’onde du rayonnement X (Acokq = 1,78892 A)

- 0 est I’angle de diffraction correspondant a la raie (hkl) considérée

- A;(rad) est la largeur a mi-hauteur de la raie (hkl) de diffraction

- Ay (rad) est la largeur a mi-hauteur de la méme raie de diffraction d’une
hydroxyapatite stoechiométrique bien cristallisée. Elle a été¢ déterminée sur une HAP
calcinée a 900°C. Elle est égale a 0,00128 rad pour la raie (002) et 0,00140 rad pour la
raie (310)

Pour la raie (002) la taille apparente est la longueur de la cristallite suivant 1’axe (Oz).
En revanche pour la raie (310) la taille apparente correspond a un rapport moyen entre son
épaisseur et sa largeur. Le Tableau 9 reporte les dimensions apparentes des cristallites de
I’apatite phosphocalcique de référence. Ces valeurs sont du domaine nanométrique ; notons
cependant que, en absence d’inhibiteurs de croissance cristalline, les particules (agglomérats)
que forme une telle apatite sont de taille micronique témoignant d’un fort état

d’agglomération des cristaux.

L (002) (nm) | L (310) (nm)
32 22

Tableau 9 : Dimensions apparentes des cristallites pour une apatite phosphocalcique de
référence non colloidale, non dopée, préparée a 80°C

Nous avons également évalué par diffraction des rayons X le rapport atomique Ca/P de

I’apatite phosphocalcique de référence. Pour cela nous avons calciné a 1000°C pendant 15

-59-



-Chapitre 2-

heures une partie de la poudre obtenue. En effet dans ces conditions 1’apatite phosphocalcique

se décompose en un mé¢lange d’ HAP et de PTCP suivant la réaction :

Cajox/ x(PO4)sx(HPO4)x(OH)x[1x — (1-x) Ca;o(PO4)s(OH), + 3x Caz(POs4), + x H,O

Le rapport des intensités des raies les plus intenses de ’'HAP (vers 37°) et du BTCP
(vers 36,10°) permet de retrouver, en premicre approximation, la valeur de «x » suivant
I’équation :

I-x 0 1(HAP)
3x  I(BTCP)

Ainsi, dans le cas présent, on constate que le diagramme de diffraction des rayons X
apres calcination (Figure 18) ne présente pas de raie a 36,10° caractéristique du BTCP. Cela
signifie que x est donc trés proche de 0 et que par conséquent le rapport atomique Ca/P de
I’apatite phosphocalcique de référence (non colloidale, non dopée) est pratiquement égale a

1,67, caractéristique de I’HAP.

(211)
(112)
_ _(300)
<
2
‘O
é (002) e (213)
g - (zl‘oz) | (222)
(111) (102)/ (004)
(200) | |
|

T 1 1 1 1T "~ T 1 1T "~ T "1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

26 (degrés)(A_,)

Figure 18 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite phosphocalcique de
référence (non colloidale, non dopée) calcinée a 1000°C pendant 15 heures
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I-3) Analyse par spectroscopie FTIR d’une apatite phosphocalcique de référence

Le spectre FTIR de cette apatite de référence lyophilisée présente des bandes
d’absorption bien résolues caractéristiques d’une phase apatitique bien cristallisée, ce qui est
en accord avec les données de DRX (Figure 12). Ces bandes sont caractéristiques des
groupements phosphate et hydrogénophosphate dans un environnement apatitique, ainsi que
de OH et H,O. Concernant les groupes phosphatés, en effet, dans les domaines 450-630 cm™
et 800-1300 cm™' on observe respectivement les bandes de vibration v, et v3 des ions PO . La
présence des ions HPO4® est confirmée par la bande 4 875 cm™. Les bandes a 3572 et
632 cm™ sont caractéristiques des ions OH™ dans un environnement apatitique. En addition a
ces bandes, on note la présence d’une petite bande vers 1500 cm™ qui témoigne d’une légére
carbonatation de 1’échantillon (< 1% massique COs3) par le CO; présent dans 1’air. Par ailleurs
on retrouve la bande d'absorption large et intense dans le domaine 3700 - 2700 cm™ ainsi que

celle 4 1640 cm™ caractéristiques de la présence d'eau associée a I’échantillon.

3-
u,PO,
3-
8 UlF’O4
g H,0 3
2 OH U4PO4
o]
: / |
el | |
< -
OH
H,0 \
|
Vo
HPO,

T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm'l)

Figure 19 : Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique de référence non colloidale, non
dopée, et préparée a 80°C
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I-4) Microscopie électronique en transmission (MET)

Des observations par microscopie €lectronique en transmission (MET) ont également été
réalisées sur la poudre obtenue afin d’évaluer la morphologie et la taille des particules en
présence (Figure 20). Nous observons ici des particules « primaires » (agglomérats)
submicroniques formées de I’empilement de particules plus petites (se présentant sous une
forme sphéroidale et de dimension moyenne se situant autour de 30 nm). L’état
d’agglomération, déja observable macroscopiquement, témoigne de la forte réactivité de
surface des particules en présence. Précisons ici qu’A. Bouladjine [Bouladjine et al. (2009)]
avait également montré par granulométrie laser que les particules d’apatite phosphocalcique
(synthétisées dans les mémes conditions opératoires que notre apatite de référence) étaient de
taille micronique, avec une distribution granulométrique large et bimodale comprise entre 40

et 120 pum.

200 nim

Figure 20 : Clich¢ de MET d’une apatite phosphocalcique de référence non colloidale, non
dopée, et préparée a 80°C
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II) Synthése et caractérisation d’une apatite phosphocalcique dopée a I’europium Eu’*

I1-I) Protocole de synthése d’une apatite phosphocalcique dopée a I’europium Eu®*

Cette apatite dopée 4 Eu’" a été synthétisée dans les mémes conditions opératoires que
I’apatite phosphocalcique de référence a I’exception de la substitution de quelques
pourcentages atomiques des ions Ca®” par Eu’" pour la solution A. Plus précisément, celle-ci a
été constituée a partir d’un total de 4,87 mmol de nitrate de calcium et de nitrate d’europium
[Eu(NOs3);, 6H,0] dissous dans 12,5 ml d’eau désionisée. Nous avons choisi dans un premier
temps de travailler avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial (introduit en solution) égal a
1,5%. En effet Doat (2003) avait montré dans le cas d’apatites phosphocalciques synthétisées
en milieu hydro-alcoolique qu’au-dela de 2% il y avait apparition de phases secondaires

[Eu(OH); et/ou EuPOy4].

I1-2) Diffraction des rayons X sur une apatite phosphocalcique dopée a I’europium Eu*

De la méme manic¢re qu’avec ’apatite phosphocalcique non dopée de référence, le
diagramme DRX obtenu ici pour une apatite dopée a I’europium ne présente pas de phase(s)
secondaire(s) (Figure 21). Il reporte les raies de diffraction caractéristiques d’une phase
apatitique bien cristallisée, bien que la résolution des raies apparaisse légérement plus faible
que pour I’apatite non dopée (Figure 17). Ceci est particulierement visible avec la raie (112)
qui est trés bien définie avec 1’échantillon de référence non dopé, alors qu’avec 1’apatite
dopée celle-ci n’apparait que sous forme d’un épaulement. Ces résultats indiquent un
¢largissement des raies de diffraction en présence d’europium, ce qui suggere une taille de
cristallites plus faible (effet inhibiteur de croissance cristalline) et/ou 1’apparition de micro-
contraintes liées a I’incorporation de Eu dans la phase apatitique et provoquant une distorsion
locale du réseau (rappelons cependant ici que les rayons ioniques des ions Ca®" et Eu’" sont

trés voisins, soit 1.00 A pour Ca®" et 0.95 A pour Eu®* d’aprés [Shannon et Prewitt (1969)]).
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(211)

Intensité (u.a.)

r— T 1 1 "~ 1 "~ 17 "~ 17 T 1T "~ 1T "1
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Figure 21 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite non colloidale, dopée a
I’europium Eu®" (1,5% Eu initial par rapport au Ca) préparée a 80°C

Comme pour I’apatite de référence nous avons estimé les dimensions apparentes des
cristallites avec la formule de Scherrer [Scherrer (1918)] (Tableau 10). On constate alors que
les dimensions apparentes ainsi €¢valuées sont inférieures aux valeurs déterminées pour une

apatite de référence non dopée (exempte d’europium) préparée dans les mémes conditions
(voir Tableau 9).

L (002) (nm) | L (310) (nm)
27 10

Tableau 10 : Dimensions apparentes des cristallites d’une apatite non colloidale, dopée a
I’europium Eu’" (1,5% Eu initial par rapport au Ca) préparée a 80°C

Notons que la présence d’europium dans 1’échantillon lyophilisé a par ailleurs été
démontrée par excitation de la poudre a 254 nm avec une lampe U.V., ou nous avons observé
(Figure 22) la luminescence rouge caractéristique de 1’ion Eu®". L’absence de pics secondaires

sur le diffractogramme X tend alors a indiquer que 1’europium a bien été incorporé dans la

matrice apatitique.
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(@) (b)

Figure 22 : Test de présence de Eu®" dans 1’apatite dopée Eu (a : avant excitation / b : aprés
excitation a 254 nm avec une lampe U.V)

Comme précédemment pour ’apatite de référence non colloidale et non dopée, nous
avons souhaité ici estimer la valeur du rapport molaire (Ca+Eu)/P a partir de I’analyse de
diffraction des rayons X d’une de la poudre ayant été calcinée a 1000°C pendant 15 heures
(Figure 23). Cependant, dans ce cas, la localisation de I’europium (soit dans ’'HAP soit dans
le BTCP) apres calcination doit alors étre prise en compte. Sur la base des travaux de Lazoriak
et al. (1989), Doat (2003) avait émis 1’hypothése que 1’europium se substituait principalement
au calcium dans la structure du BTCP lors de la calcination. Elle a également montré qu’au-
dela d’un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial de 5,55% dans D’apatite phosphocalcique,
I’europium avait atteint la limite de substitution au calcium dans la structure BTCP et formait
alors une phase supplémentaire correspondant & EuPOy.

Dans notre cas, de la méme maniere que pour I’échantillon de référence, on constate que
I’on ne détecte pas la raie la plus intense du BTCP a 36,10°. Ceci montre donc que 1’apatite
phosphocalcique dopée 4 Eu’* avec 1,5% Eu dans le mélange initial présente une composition

chimique proche de la stecechiométrie.
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Figure 23 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite non colloidale, dopée a
Eu’" (1,5% Eu initial), préparée a 80°C puis calcinée a 1000°C pendant 15 heures

I1-3) Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique dopée a I’europium Eu*

Le spectre FTIR obtenu ici est caractéristique d’une phase apatitique de basse
cristallinit¢ (Figure 24). On retrouve les mémes bandes caractéristiques des groupements
phosphate et hydrogénophosphate, OH™ et HO. Aucune bande supplémentaire n’est détectée
(a I’exception de celle d’un faible pic 2 1384 cm™ attribué a des ions nitrates résiduels). On ne
détecte donc pas de phase secondaire, ce qui en accord avec le diagramme de diffraction des
rayons X (Figure 21). Par ailleurs on constate que les bandes IR sont de résolution moindre et
plus large que pour I’apatite de référence non dopée. Ceci rejoint les conclusions issues des
analyses de diffraction des rayons X concernant les modifications (taille de cristallites et/ou

micro-contraintes) de la phase apatitique engendrées par 1’incorporation de 1I’europium.
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Figure 24 : Spectre FTIR d’une apatite non colloidale, dopée a 1’europium Eu’* (1,5% Eu
initial) préparée a 80°C

I1-4) Microscopie électronique en transmission

Les observations de microscopie ¢lectronique en transmission (voir préparation des
¢chantillons MET en Annexe) montrent, de méme que pour I’apatite de référence non dopée,
que les échantillons sont constitués de particules formées par des associations de cristaux, ces
derniers présentant une taille moyenne de I’ordre de 40 nm et une morphologie plutét ovoide
(Figure 25), donc plus allongée que celle observée pour I’apatite de référence non dopée. De
plus notons qu’aucune autre morphologie supplémentaire n’a été¢ détectée par MET, ce qui
vient confirmer la présence d’une phase unique, en accord avec les données de diffraction des

rayons X et de spectroscopie IR.
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200 nm

Figure 25 : Cliché de MET d’une apatite non colloidale, dopée & I’europium Eu’" (1,5% Eu
initial) et préparée a 80°C

A D’issue de ce travail initial nous avons constaté qu’il était possible de synthétiser, a
80°C, une apatite phosphocalcique non colloidale, éventuellement dopée a 1’europium, en
partant de sels de calcium (et europium le cas échéant) et de phosphate. Par ailleurs avec un
taux de dopage correspondant au rapport molaire initial Eu/(Ca+Eu) = 1,5%, nous avons noté
qu’il était possible d’incorporer 1’europium dans la phase apatitique, sans détection de phase
secondaire par DRX ou par spectroscopie FTIR.

A la suite de cette étude nous avons donc cherché a reproduire ces deux synthéses

précédentes (non dopée puis dopée Eu) mais cette fois-ci en condition colloidale.
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III) Synthese et caractérisation d’une apatite phosphocalcique colloidale non dopée

III-1) Protocole de synthése d’une apatite phosphocalcique colloidale non dopée

Comme nous le mentionnions a la fin du Chapitre 1, pour passer en condition colloidale
nous avons rajouté un agent stabilisant/dispersant, I’AEP, dans les proportions 3:3: 1 (Ca:
AEP : P).

Plus précisément, nous avons préparé trois solutions de départ : une solution A a été
constituée a partir de 4,87 mmol de nitrate de calcium [Ca(NO3),.4H,0], dissous dans 6,25 ml
d’eau désionisée. Une solution B a été préparée a partir de 1,62 mmol de di-ammonium
hydrogénophosphate [(NH4),HPOy4] dissous dans 6,25 ml d’eau désionisée. Enfin une solution
C a ¢été constituée a partir de 4,87 mmol d’AEP dissous dans 12,5 ml d’eau désionisée. Apres
dissolution compléte des sels de départ, la solution A a été versée dans la solution C pour
former un premier mélange « Ca + AEP » que nous avons appelé solution D. Son pH ainsi
que celui de la solution B ont été réajustés a 9 avec une solution de NH4OH concentrée. Sous
agitation magnétique la solution D a ensuite ét€¢ ajoutée a la solution B pour former le
mélange réactionnel final que nous avons appelé solution E.

Notons que, tout comme pour 1’apatite de référence, on observe la formation instantanée
d’un précipité blanc. La solution E est laissée sous agitation magnétique pendant 15 minutes
apres avoir réajusté son pH a 9 avec NH4OH. Par la suite la solution E a été laissée
« maturer » a 80°C pendant 16 heures dans une étuve.

Une fois cette étape de maturation terminée, nous avons obtenu une suspension
colloidale translucide et fluide (Figure 26). Compte-tenu du caractére colloidale de la
suspension, celle-ci a ici été purifiée par procédé de dialyse (ce procédé fera 1’objet d’une
¢tude détaillée dans le Chapitre 3) dans le but d’éliminer tout les réactifs n’ayant pas réagi
ainsi que les contre-ions (NO3, NH,"). La suspension dialysée a ensuite été lyophilisée puis
caractérisée par diffraction des rayons X, spectroscopie FTIR et microscopie électronique en

transmission.
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Figure 26 : Suspension colloidale d’une apatite non dopée préparée a 80°C

I11-2) Diffraction des rayons X d’une apatite colloidale non dopée

Le diagramme de diffraction des rayons X obtenu ici est caractéristique d’une phase
apatitique de tres faible cristallinité, proche d’une apatite biologique, par exemple rencontrée
dans le minéral osseux (Figure 27). En comparaison avec I’apatite de référence, cette
observation met en évidence un effet inhibiteur joué par I’AEP sur la croissance cristalline de
’apatite. Un tel effet inhibiteur a par ailleurs déja été mis en évidence pour d’autres molécules
phosphatées, phosphonatées ou carboxylées dans la littérature [Sallis (1998)] et peut
généralement s’expliquer par I’occupation de certains sites de croissance par ces molécules.
Par ailleurs aucune autre phase secondaire n’est détectée.

Les dimensions apparentes des cristallites ont également été évaluées avec la formule

de Scherrer [Scherrer (1918)]. Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

L (002) (nm) | L (310) (nm)
12 5

Tableau 11 : Dimensions apparentes des cristallites d’une apatite colloidale non dopée
préparée a 80°C
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Figure 27 : Diffraction des rayons X d’une apatite colloidale non dopée

Nous constatons que ces dimensions sont nettement plus faibles que celles retrouvées

pour Dl’apatite de référence (dopée ou non a I’europium). Ceci confirme donc de I’effet

inhibiteur de croissance cristalline de I’apatite joué par I’AEP que nous avons mentionnée ci-

dessus.

Notons que la molécule d’AEP présente deux valeurs de pKa (5,8 et 10,5) qui se

situent de part et d’autre du pH de synthése de notre étude, proche de 9. Par conséquent,

chaque molécule d’AEP présentera la formule semi-développée NH; -CH,-CH,-O-P(0)(O),

dans nos conditions expérimentales, soit une charge globale « -1 ».

Domaine de

pH pH<5,8 58<pH<10,5 pH>10,5
Formule NH;"-CH,-CH,-OP(O)(OH)O" NH;"-CH,-CH,-OP(0)(0"), NH,-CH,-CH,-OP(0)(0"),
Charge globale AEP’ AEPY AEP®)

Tableau 12 : Formules semi-développées de I’AEP en fonction du pH (d’apres
[Christoffersen (1981)])
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Dans ce contexte, I’occupation de sites de surface (sur les nanocristaux d’apatite) par
des molécules d’AEP est alors vraisemblable, menant alors a une moindre progression de la

croissance cristalline.

Par ailleurs les mesures de diffusion dynamique de la lumie¢re (DLS) que nous avons
réalisées dans le cadre du stage d’A. Bouladjine [Bouladjine et al. (2009)] sur ces colloides
ont montré que les nanoparticules avaient une distribution monomodale avec un diameétre
hydrodynamique moyen de 30 nm.

Contrairement a ’apatite de référence ou le rapport atomique Ca/P peut étre en premier
lieu évalué par diffraction des rayons X apres calcination (1000°C pendant 15h) a partir des
proportions relatives d’HAP steechiométrique et de BTCP formés ; en condition colloidale
cela est beaucoup plus complexe de par la présence d’AEP dont la dégradation a 1000°C
produit alors un composé phosphaté additionnel (de par la présence de phosphate dans la
molécule d’AEP) apte a modifier les proportions relatives en HAP/BTCP post-calcination.
Dans ce cas le rapport Ca/P est donc ét¢ uniquement déterminé par dosages chimiques, et
celui-ci s’est avéré étre proche de 1,33 (valeur notamment caractéristique de 1’OCP
apatitique). Notons que des analyses par spectroscopie Raman ont par ailleurs validé
I’absence d’ions OH™ apatitiques détectables, indiquant une quantité tres faible des ces ions

dans les tunnels apatitiques.

II1-3) Spectre FTIR d’une apatite colloidale non dopée

Le spectre FTIR obtenu ici (Figure 28) est caractéristique d’une apatite de faible
cristallinité (ce qui se traduit ici par des bandes IR larges et faiblement résolues), en accord
avec les résultats de diffraction des rayons X. Ce point tend donc a confirmer le rdle inhibiteur
joué par I’AEP sur I’apatite.

Les attributions de la majorité des bandes d’absorption observées restent identiques au
cas de 1’apatite de référence non colloidale ; cependant une analyse plus approfondie montre
la présence de bandes ou ¢épaulements supplémentaires: en particulier, une bande
additionnelle est observée a 754 cm™. Une telle bande avait déja été observée par Zahidi
(1984) dans le cas d’AEP mis en présence d’ions calcium et avait pu €tre attribuée a la liaison

P-O-(C) dans le compos¢ CaAEP préparé en milieu hydro-alcoolique et a pH basique. De plus
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1’épaulement observé dans le domaine 3200-2775 cm™ est également attribuable a la présence

des groupements ammonium des molécules d’ AEP associées aux nanoparticules.

3-
LPO,

1

Absorbance

Epaulement li¢ a
la présence d’AEP

/

Bande P-O-(C) a 754 cm*
liée a la présence d’AEP

T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm ™)

Figure 28 : Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique colloidale non dopée préparée a
80°C

Afin d’étudier plus en détail ces aspects, nous avons également enregistré les spectres
FTIR de I’AEP pur, du précipité Ca(AEP),.nH,O préparé séparément (avec n ~ 2,8). La
comparaison des spectres de ces deux composés avec celui de 1’apatite colloidale non dopée
montre en effet une absence de correspondance spectrale entre le colloide et I’AEP pur, mais
au contraire une bonne correspondance des bandes ammonium (1530 cm™) et P-O-(C) (754
cm™) avec le spectre du colloide. Par conséquent, il semble que 1’on puisse conclure a la
présence de complexes faisant intervenir Ca’>" et AEP™ (rappelant Ca(AEP),) en association
avec les nanoparticules colloidales. Cependant, 1’absence de phases secondaires détectables
par DRX suggére qu’il ne se forme pas une phase cristallisée Ca(AEP),.nH,O séparée.

Nous reviendrons en fin du chapitre sur ces considérations ayant trait a la localisation
probable des molécules d’AEP, et proposerons un mod¢le descriptif pour les nanoparticules

colloidales obtenues.
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I11-4) Microscopie électronique en transmission

Les observations de microscopie électronique en transmission menées (au méme
grossissement de x200 000 que pour I’échantillon de référence) sur la poudre obtenue apres
lyophilisation du colloide montrent que les nanocristaux présentent la méme morphologie
arrondie que dans 1’échantillon de référence non dopé. Par ailleurs I’évaluation de la taille
moyenne des particules a partir des micrographies MET indique un méme ordre (~17 nm) que
les tailles moyennes apparentes des cristallites évaluées par la formule de Scherrer [Scherrer
(1918)]. Ceci démontre qu’en condition colloidale (c’est-a-dire ici en présence d’AEP), les
nanoparticules sont formées de nanocristaux de plus petites tailles qu’en condition non

colloidale di a I’effet inhibiteur joué par I’AEP lors du processus de maturation de 1’apatite.

Figure 29 : Cliché de MET d’une apatite phosphocalcique non dopée synthétisée en
condition colloidale
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IV) Synthése et caractérisation d’une apatite phosphocalcique colloidale dopée a

I’europium Eu’”

IV-1) Protocole de synthése en vue de l’obtention d’une apatite phosphocalcique

colloidale dopée 2 ’europium Eu®*

Le protocole de cette synthése differe du précédent uniquement par la substitution de
quelques pourcentages atomiques de nitrate de Ca®" par du nitrate d’Eu’”. La solution A a
ainsi €té préparée a partir d’un total de 4,87 mmol de nitrates de calcium et europium en
gardant le méme rapport atomique Eu/(CatEu) initial de 1,5%. Ici, la température de
maturation en étude a été maintenue a 80°C, pendant 16 h.

Au cours de la phase de précipitation, aucun changement particulier (apparence des
solutions, valeurs des pH) n’a été remarqué. Cependant a I’issue de I’étape de maturation en
¢tuve, nous n’avons pas obtenu une suspension colloidale fluide, contrairement au cas sans
europium. A Dinverse, la suspension s’est avérée totalement gélifiée. Pour tenter de
comprendre ce phénomene, nous avons dialysé cette suspension puis lyophilisée et

caractérisée par diffraction des rayons X et par spectroscopie IR.

IV-2) Diffraction des rayons X sur une apatite phosphocalcique colloidale dopée a

’europium Eu®* (1,5% initial)

Nous constatons par diffraction des rayons X que la suspension ainsi préparée, avec
1,5% molaire initial d’europium par rapport au calcium, correspond toujours a une phase
apatitique et aucune autre phase cristallisée n’a été détectée ici. Cependant, celle-ci présente
ici un état de cristallinité trés faible comme en témoigne la Figure 30. En comparaison avec la
synthése exempte d’europium, les pics de diffraction sont ici trés mal résolus. Ceci témoigne
de I’effet perturbateur de I’europium déja remarqué dans le cas d’apatites phosphocalciques
non colloidales dopées a 1’europium.

La présence de I’europium a également était confirmée par la détection nette d’une

luminescence rouge orangée apres excitation avec une lampe U.V (excitation a 254 nm).
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Figure 30 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite phosphocalcique colloidale

dopée a I’europium Eu’" (1.5% molaire initial) préparée a 80°C

IV-3) Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique colloidale dopée a I’europium Eu’*
(1,5% initial)

Les observations constatées ci-dessus par diffraction des rayons X sont corroborées par
les analyses par spectroscopie FTIR, menant a des bandes larges et trés mal résolues (Figure
31). Cependant on observe, outre les bandes relatives a I’apatite, des bandes additionnelles a
543 et 4 992 cm™' qui ne correspondent pas a des bandes apatitiques. Par ailleurs on constate
que les intensités des bandes dans le domaine de vibration vs(PO,’) sont clairement
modifiées, ce qui suggere la présence d’autres bandes additionnelles dans cette zone qui
s’ajoutent aux bandes v3(PO4) de la phase apatitique. Tout comme pour la synthése
colloidale réalisée en absence d’europium, la présence de complexes entre Ca®" et AEP” est
confirmée par la bande d’absorption infrarouge observée a 754 cm™ caractéristique de la

liaison P-O-(C) dans les complexes de type Ca(AEP),, ainsi que par I’épaulement dans le
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domaine 3200-2775 cm™. On remarque également que la bande a 1530 cm™ attribuable au
groupe ammonium de I’AEP est atténuée par la présence d’un épaulement a 1453 cm™ di a
des bandes additionnelles.

Suite a ces observations, nous avons €émis I’hypothése que la présence de ces diverses
bandes additionnelles est due probablement a une mauvaise purification de la suspension. En
effet il est important de noter qu’un état de gélification trés prononcé de la suspension s’avere
problématique pour I’efficacité de la dialyse : le milieu gélifi¢ de la suspension peut alors
ralentir considérablement 1’¢limination des contre-ions et des réactifs qui n’ont pas réagi,

menant a leur plus longue subsistance dans la suspension.

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde (cm ™)

Figure 31 : Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique colloidale dopée 4 I’europium Eu’”*
(1.5% molaire initial) préparée a 80°C

Nous avons alors tent¢ de comprendre les raisons d’une telle gélification de la
suspension, observée dans ces conditions expérimentales (maturation a 80°C pendant 16h, pH
9, Eu(Cat+Eu) initial : 1.5%, AEP/(CatEu) = 1); et ce dans le but de proposer des
modifications de protocole expérimental permettant I’obtention de suspensions colloidales
fluides (la gélification génant en effet la purification de la suspension et ne permettant pas

d’obtenir au final un systéme fluide potentiellement injectable).
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Pour cela, une des informations qui constitue un point de départ est 1’état de cristallinité
particulierement faible de la suspension lyophilisée dopée a 1I’europium. Cette observation est
probablement directement liée a 1’incorporation des ions europium au sein de la matrice
apatitique. Il est possible que la substitution du calcium par I’europium ait un effet non
négligeable sur les propriétés thermodynamiques de la phase apatitique, menant possiblement
a une limitation de la vitesse d’évolution de la composition chimique des nanocristaux vers la
steechiométrie. Ces derniers étant alors moins matures et donc plus réactifs, ceci expliquerait
la gélification de la suspension par une tendance accrue a des interactions inter-cristallines.
Cette hypothese devra cependant étre validée (ou invalidée) par une étude thermodynamique
dédiée a I’étude de cette substitution Ca/Eu (étude en cours en collaboration avec le Peter A.
Rock thermochemistry laboratory de I’'université UC Davis, USA).

De facon pratique, une facon de compenser cette diminution de maturité pourrait alors
consister a favoriser une évolution vers la steechiométrie en augmentant la température de
maturation et/ou le pH de syntheése (pH des solutions intermédiaires et pH final du mélange
réactionnel). En effet, une augmentation de I’un au moins de ces deux parameétres est connue
pour faire évoluer les apatites phosphocalciques plus rapidement vers la steechiométrie.

Une autre hypothése pourrait par ailleurs expliquer la gélification. Celle-ci est liée au
fait que I’europium est dissous, dans notre protocole, en méme temps que le calcium dans la
solution A, et cette solution est alors versée dans la solution qui contient ’AEP. On peut donc
penser que I’AEP puisse éventuellement se complexer de préférence avec 1’europium et serait
alors moins disponible pour former les complexes entre Ca®” et AEP™ nécessaires a la stabilité
des particules colloidales. Pour éviter cela, 1I’europium pourrait alors étre dissous dans une
solution séparée. Pendant cette dissolution de I’europium, la solution A (solution de calcium)
pourrait alors étre versée dans la solution d’AEP. Par la suite apres avoir réajusté le pH a 9
avec NH4OH, le mélange obtenu (solution D) pourrait étre laissé a agiter pendant 30 minutes
pour favoriser la formation de complexes entre Ca®” et AEP". Aprés ce temps écoulé, la
solution d’europium pourrait enfin étre ajoutée au mélange D.

Une troisieme modification de protocole peut également étre considérée : afin de limiter
les interactions entre cristaux adjacents et donc la gélification de la suspension, on peut en

effet envisager d’augmenter le volume total de la suspension.

Prenant en compte I’ensemble des ces considérations, nous avons donc procédé a
diverses synthéses additionnelles, en faisant varier un a un chaque parameétre en gardant

identique le reste du protocole (Tableau 13). A I’issue de chaque synthése nous nous sommes
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attachés a voir si I’on obtenait, a I’issue de la synthése, une suspension fluide ou gélifiée.
Dans le cas de I’obtention d’une suspension fluide, nous avons alors observé visuellement
combien de temps elle restait fluide (« stabilité » dans le temps avant de gélifier). Enfin nous
avons ¢également vérifié la reproductibilité de ces observations dans chaque cas, en répétant

chaque test plusieurs fois. Ces résultats sont présentés dans le tableau ci-apres.

Parametre modifié Etat de la suspension Stabilité dans le Reproductibilité
temps avant des
gélification observations

pH =9,5 (a 80°C) fluide 122 jours oui

Température de maturation = fluide 1a2jours oui
100°C
Ajout de europium aprés gélifiée - oui
mise en contact préliminaire
entre Ca’ et AEP (2 80°C)
Volume total de la suspension fluide Quelques heures moyenne
multiplié par 2 (a 80°C) (~ 5 heures)

Tableau 13 : Effets des paramétres pH, température, moment d’ajout de 1’europium et
volume total de la suspension

A T’issue de ces divers essais, on constate qu’une légere augmentation du pH ainsi
qu’une augmentation de la température permettent d’obtenir une suspension colloidale fluide
stable pendant quelques jours (a I’issue de quoi une gélification se produit). Ceci suggere
qu’en faisant varier ces parametres on favorise I’obtention d’une phase apatitique plus proche
de la steechiométrie (composée de nanocristaux moins immatures), donc plus stable
thermodynamiquement. Dans ces conditions, il semble raisonnable de supposer que les
nanocristaux ainsi formés sont moins susceptibles de s’agglomérer entre eux deés leur
formation (en vue de diminuer leur énergie de surface par exemple), et donc qu’ils sont plus
susceptibles d’interagir avec les molécules d’AEP. On compense alors en quelque sorte 1’effet
perturbateur/inhibiteur de 1’europium sur la croissance cristalline de la phase apatitique. On
constate en revanche que 1’ordre d’introduction de 1’europium dans la suspension n’a pas
d’effet et qu’a priori I’europium ne perturbe pas la formation de complexes entre Ca®" et AEP”
. Enfin nous obtenons ¢galement une suspension fluide en divisant sa concentration par 2.

Néanmoins on constate dans ce cas trés rapidement que la suspension gélifie aprés son
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refroidissement total. Ce qui laisse penser que la dilution conjuguée a I’agitation thermique
limite temporairement [I’interaction entre les cristaux. Notons cependant que sa

reproductibilité est moyenne malgré des conditions identiques.

Au regard de ces résultats, nous avons réalisé par la suite une syntheése d’une suspension
dopée a I’europium et en présence d’AEP en combinant les trois parametres (pH,
température, dilution) Nous avons alors obtenu, aprés maturation (a 100°C pendant 16h, a
pH 9.5), une suspension colloidale fluide et stable dans le temps (au-dela de six-mois) dopée a
I’europium (1.5% initial par rapport au calcium, valeur expérimentale : 2%), et ce de manicre
reproductible. Les données de diffraction des rayons X (Figure 32), spectroscopie FTIR
(Figure 33) et microscopie électronique en transmission (Figure 34) obtenues sur la

suspension dialysée puis lyophilisée sont reportées ci-apres.

(211)

Intensité (u.a.)

I I e L L L L
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

20 (degrés) (A CO)

Figure 32 : Diagramme de diffraction des rayons X d’une apatite phosphocalcique dopée a
I’europium Eu®" (1.5% initial) en condition colloidale
(avec pH 9,5, a 100°C et dilution par 2)
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Figure 33 : Spectre FTIR d’une apatite phosphocalcique dopée a I’europium Eu*" (1.5%
initial) colloidale (avec pH 9,5, a 100°C et dilution par 2).

Ces caractéristiques cristallographiques et spectroscopiques confirment que les
particules en suspension sont principalement constituées d’une phase apatitique de
caractéristiques proches de celles du minéral osseux. Par ailleurs aucune phase secondaire
cristallisée n’est détectée, et la présence de I’europium dans I’échantillon a 1a encore pu étre
démontrée par le test de luminescence sous U.V.. Par microscopie électronique en
transmission, on constate par ailleurs que les nanoparticules colloidales ont une forme
ellipsoidale (longueur moyenne de 1’ordre de 25 + 3 nm, largeur moyenne d’environ 7 + 1
nm). L’absence d’autre morphologie détectable tend également a confirmer I’absence de
phase(s) secondaire(s).

Des mesures de diffusion de la lumiéere (DLS, cf Annexe) réalisées avant dialyse avec ce
protocole expérimental modifi¢ (Figure 35) montrent que les nanoparticules ont une
distribution granulométrique monomodale relativement étroite caractérisée par un diametre
hydrodynamique moyen d’environ 30 nm, lorsque la courbe est analysée en « Intensité », ce
qui est en bon accord avec les observations de microscopie MET (Figure 34). Signalons par
ailleurs que le diamétre moyen obtenu lorsque la courbe granulométrique est analysée en
« Nombres » passe a ~18 nm. Cependant, compte-tenu de 1’anisotropie de forme des

particules observées par MET, les données de granulométrie explicitées en termes d’intensité
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de lumicre diffusée s’averent plus intéressantes a suivre pour évaluer la taille « réelle » des
particules (comte-tenu du fait que la grande dimension des particules ellipsoidales contribuera

notablement plus a I’intensité de lumiere diffusée que la petite dimension).

Figure 34 : Cliché MET pour une suspension d’apatite dopée a I’europium Eu®" (1.5%
initial) en condition colloidale (Synthese réalisée a pH 9,5, a 100°C et diluée par 2)

Size Distribution by Intensity
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Figure 35 : Distribution granulométrique d’apatite phosphocalcique dopée a 1’europium Eu®”
(1.5% initial) en condition colloidale (Synthese réalisée a pH 9,5, a 100°C et diluée par 2)
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Dans la suite de ce manuscrit, I’ensemble des syntheéses qu’elles soient colloidales ou
non (sans AEP), dopées a I’europium ou non, ont été réalisées en intégrant ces nouveaux
parametres de pH, température et concentration. Ce protocole de synthése « finalisé », qui
apporte donc différentes modifications importantes par rapport au protocole ¢élaboré

initialement en absence d’europium, est rappelé dans son ensemble dans la section suivante.

V) Protocole de synthése de suspensions colloidales hybrides a base de nanoparticules

d’apatites biomimétiques dopées a I’europium Eu'*et d’AEP

Les réactifs de départ sont introduits dans les proportions 3 : 3 : 1 (Ca+Eu: AEP : P),

comme expliqué précédemment. Plus précisément, trois solutions de départ sont préparées :

- une solution A, qui est constituée a partir d’un total 4,87 mmol de nitrate de
calcium [Ca(NOs),.4H,0] et de nitrate d’europium [Eu(NOs);,6H,0], introduits
avec le rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial souhaité (0, 1,5%...). Les sels sont
ensuite dissous dans 6,25 ml d’eau désionisée.

- Une solution B, préparée a partir de 1,62 mmol de di-ammonium
hydrogénophosphate [(NH4),HPO4] dissous dans 6,25 ml d’eau désionisée.

- Enfin une solution C constituée a partir de 4,87 mmol d’AEP dissous dans 12,5

ml d’eau désionisée.

Apres dissolution compléte des sels de départ, la solution A est versée dans la solution C
pour former un mélange « Ca-Eu-AEP » que nous avons appelé solution D. Son pH, ainsi que
celui de la solution B ont été ajustés a 9,5 par addition de la quantité nécessaire d’une solution
de NH4OH concentrée. Sous agitation magnétique, la solution D a été ensuite ajoutée a la
solution B pour former le mélange réactionnel final que nous avons appelé solution E. Cette
derniére est laissée sous agitation magnétique pendant 15 minutes apres avoir réajusté son pH
a 9,5 avec NH4OH. Par la suite la solution E est maturée a 100°C pendant 16 heures en étuve.
Une fois I’étape de maturation terminée, nous obtenons une suspension colloidale translucide
et fluide qui a été ensuite purifiée par le procédé de dialyse pour éliminer tous les réactifs
n’ayant pas réagi ainsi que les contre-ions (NO3, NH4") (les détails sur le processus de

purification par dialyse seront discutés au Chapitre 3). La suspension dialysée a ensuite été

-83-



-Chapitre 2-

conservée telle quelle, a température ambiante. Une partie de chaque suspension a néanmoins
été lyophilisée pour la caractérisation physico-chimique des nanoparticules initialement en
suspension. Précisons que lorsqu’il s’agit de D’apatite de référence, I’AEP est retiré du
protocole et les 12,5 ml d’eau désionisée provenant de sa solution (solution C) sont répartis
¢quitablement entre la solution A et la solution B, le déroulement du reste du protocole
demeurant inchangg.

La Figure 36 illustre schématiquement I’ensemble du protocole de syntheése. Notons que
certaines synthéses ont été réalisées, dans la suite de ce travail, en substituant I’europium par
une autre terre rare ; cependant outre cette modification, 1’ensemble du protocole opératoire a

été conservé a I’identique.

Dans la suite du manuscrit, pour éviter toute confusion, nous avons appelé « apatite non
colloidale » une apatite « standard » que 1’on notera « As » (pour Apatite Standard) suivi de
son taux de dopage initial et du symbole chimique de la terre rare employée. Ainsi, I’apatite
phosphocalcique non colloidale non dopée de référence est notée « AsOEu » et I’apatite non
colloidale dopée a 1,5% (rapport initial) d’europium est notée « As1,5Eu ». En revanche pour
une apatite préparée en condition colloidale celle-ci sera appelée « Suspension Colloidale »
et notée « Sc », suivie du taux de dopage initial et du symbole chimique de la terre rare

employée.
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A B C
Solution de calcium et d’europium Solution d’AEP Solution q’hydroggnophosphate
d’ammonium
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La solution A est versé dans la solution B,

le mélange obtenu est appelé solution D - .
Réajustement du pH & 9,5
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Aprés réajustement du pH la solution D est ajouté a la
solution C, menant au mélange réactionnel final

(appelé solution E)

Réajustement du pH a 9,5

Maturation & 100C pendant 16 heures a I'étuve

Figure 36 : Protocole finalisé pour la synthése de suspensions colloidales a base d’apatite
dopée a I’europium Eu**
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Partie C: Caractérisation physico-chimique de suspensions colloidales
hybrides a base de nanoparticules d’apatite biomimétique dopée a

. +
I’europium Eu’

I) Détermination de la limite de substitution des ions Ca** par les ions Eu*

Comme nous ’avons rappelé dans la partie B, Doat (2003) avait conclu que la limite de
substitution des ions Ca®" par les ions Eu’" était proche de 2% (rapport atomique Eu/(Ca+Eu)
initial) pour une apatite phosphocalcique non colloidale synthétisée en milieu hydro-
alcoolique. Nous avons voulu savoir si cette limite était €également valable pour des apatites
phosphocalciques synthétisées en condition colloidale en présence d’AEP. Pour cela nous
avons préparé des apatites phosphocalciques colloidales avec un rapport atomique
Eu/(Ca+Eu) initial compris entre 0% et 100%. Notons que les suspensions préparées a partir
d’un taux en Eu initial inférieur a 4% ont été¢ de nature colloidale fluide. En revanche, au-dela
de cette valeur, nous avons constaté une augmentation trés importante de la viscosité. Par
ailleurs, la suspension obtenue en absence de calcium (notée Sc100Eu) s’est avérée instable
menant a un précipité a sédimentation rapide. Ces suspensions, apres dialyse et lyophilisation,
ont été caractérisées par diffraction des rayons X (Figure 37) et spectroscopie FTIR (Figure

38).
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Figure 37 : Diagrammes de diffraction des rayons X de suspensions colloidales d’apatite
dopée 4 Eu’" avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial compris entre 0 et 100%

7 980 536

100%Eu

10%Eu
7%Eu

4%Eu

24 1.5%Eu
J 1%Eu
1 —/\,_/\,\/J\ 0%Eu

non-colloidal, non dopé
0 T T T T T 1

— . . .
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Absorbance (u.a)

Nombre d'onde (cm™)

Figure 38 : Spectres FTIR de suspensions colloidales d’apatite phosphocalcique dopée a Eu®”
avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial compris entre 0 et 100%
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On constate sur la Figure 37 par diffraction des rayons X que 1I’état de cristallinité
diminue avec 1’augmentation de la quantité d’europium introduite dans la solution de départ
(solution A). En effet, on remarque une déformation du fond continu visible vers 35-41° (20)
et 53°-63° (20). Ces observations confirment 1’effet perturbateur joué par 1I’europium que nous
avons déja signalé dans la partie B. Par ailleurs on ne détecte pas par DRX de phase
secondaire cristallisée pour les syntheses partant d’un rapport atomique Eu/(Cat+Eu) initial
compris entre 0% et 2,5% ou seule une phase apatitique est observable. En revanche, au-dela
de 2,5% initial, ’apparition de phase(s) secondaire(s) est constatée par [’apparition de
nombreux pics supplémentaires de diffraction disséminés sur I’ensemble du diagramme.

Les spectres FTIR confirment I’influence de 1’europium sur les caractéristiques de la
phase apatitique. En effet on constate un ¢élargissement des bandes d’absorptions avec
I’augmentation de la quantit¢ d’europium introduite initialement. Cependant 1’apparition de
bandes d’absorption IR additionnelles est observable a partir d’un rapport atomique
Eu/(CatEu) initial de 2,5%. En effet on remarque que les spectres IR sont caractéristiques
d’une apatite phosphocalcique mal cristallisée pour un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial
compris entre 0% et 2%, alors qu’au-dela de 2% on constate des bandes additionnelles vers
980 et 536 cm™' proches des bandes phosphates. Nous reviendrons un peu plus tard dans cette
section sur I’attribution possible de ces bandes.

En révélant des premiers changements notables de composition des suspensions dés un
rapport atomique initial Eu/(Ca+Eu) de 2%, contre 2,5% par DRX, ces résultats soulignent la
sensibilité¢ de techniques basées sur 1’absorption infrarouge par rapport a la diffraction des
rayons X, du moins dans le cas de composés de faible cristallinité.

I1 est également intéressant de noter que pour le composé a 100% (c’est-a-dire préparé
en absence de calcium) on constate par spectroscopie FTIR une absence quasi-totale d’AEP
(Figure 39). En effet on ne distingue que trés faiblement la bande & 754 cm™ qui caractérise la
liaison P-O-(C) dans la molécule d’AEP seul [Chane-ching et al (2007)]. Ceci tendrait a
suggérer que I’AEP ne complexe pas ou peu I’europium dans nos conditions opératoires.
C’est d’ailleurs ce que nous avions déja souligné dans la partie B. Dans ces conditions on peut
donc émettre 1’hypotheése que les bandes d’absorptions additionnelles que nous observons au
dela de 2% sont directement liées a la présence de I’europium. Dans ce contexte, nous nous
sommes intéressés aux deux phases les plus couramment rencontrées en milieu phosphaté

et/ou basique : EuPO4,H,0 et Eu(OH)s.
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Figure 39 : Spectre FTIR d’une suspension colloidale avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu)
initial de 100% (Sc100Eu) et de la molécule d’AEP

Doat (2003) avait en effet mis en évidence la présence de ces phases, dans ses
conditions opératoires hydro-alcooliques. Afin de vérifier si ces phases étaient également
présentes dans notre cas, au-dela d’une teneur limite en europium dans le milieu, nous avons
synthétisé séparément ces deux phases et les avons caractérisées par diffraction des rayons X

et spectroscopie FTIR.

- Synthése de EuPO4,H,0 :

Ce composé a été synthétisé en dissolvant un large exces de EuCls (2,93 g) dans 10 ml
d’eau désionisée a température ambiante. Par la suite 2,11 g de (NH4),HPOj4 ont été rajoutés a
la solution de EuCl; sous agitation magnétique Le mélange a été laissé a agiter pendant 4
heures a température ambiante. Le précipité obtenu a été ensuite lavé 6 fois par centrifugation
a I’eau désionisée, puis lyophilisé pour €tre caractérisé¢ dans un premier temps par diffraction

des rayons X afin de vérifier la nature de la phase formée (Figure 40).
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Figure 40 : Diagramme de diffraction de rayons X du EuPO4,H,O préparé

Nous avons constaté que le précipité formé ici correspondait bien a la phase escomptée,

EuPO4,H,0. Par la suite nous avons également enregistré son spectre FTIR (Figure 41).
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Figure 41 : Spectre FTIR du EuPO4,H,0 préparé

-90-



-Chapitre 2-

- Synthése de Eu(OH); :

Contrairement & EuPO4.H,0, nous n’avons pas trouvé dans la littérature de protocole de
synthése de Eu(OH);. Nous avons donc utilisé ici une méthode d’alcalinisation, consistant a
ajouter une solution concentrée d’ammoniaque NH4OH dans une solution de Eu(NO3)3,6H,0.

11 s’agissait ainsi de précipiter Eu(OH); suivant I’équation :

Eu’™+30H — Eu(OH);

Nous avons dissous 0,5 mmol de Eu(NO3);,6H,O dans 83 ml d’eau désionisée a
température ambiante. Par la suite nous avons rajouté progressivement 3 ml de NH4,OH
concentré sous agitation magnétique. Contrairement a EuPO4,H,0 le précipité n’a pas pu étre
correctement lavé di a sa dissolution immédiate dans 1’eau désionisée. En tenant compte de
cette difficulté nous avons lyophilisé le précipité et nous 1’avons caractérisé dans un premier
temps par diffraction des rayons X pour déterminer la nature de la phase formé qui s’est

avérée étre bien du Eu(OH); (Figure 42).
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Figure 42 : Diagramme de diffraction de rayons X du Eu(OH); préparé
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Nous avons par la suite enregistré le spectre FTIR de ce précipité. Malgré la présence
de nitrate dG 2 un mauvais lavage, ce spectre nous donne néanmoins « I’empreinte » du

compos¢ Eu(OH); qui nous sera utile pour I’identification de phase(s) additionnelle(s)

potentielles.

Absorbance
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Figure 43 : Spectre FTIR du Eu(OH); préparé

A la suite de ces deux synthéses annexes, nous avons comparé les diagrammes de
diffractions des rayons X (Figure 44) ainsi que les spectres IR (Figure 45) des composés
préparés au diagramme XRD et au spectre FTIR de la suspension colloidale synthétisée avec

100% d’europium (rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial)), ¢’est-a-dire en absence de calcium.
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Figure 44 : Diagramme de diffraction de rayons X de la Sc100Eu (rapport atomique
Eu/(Ca+Eu) initial), et des composés de référence EuPO4,H,0 et de Eu(OH);
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Figure 45 : Spectre FTIR d’une suspension colloidale dopée & 100% en europium (rapport
atomique Eu/(Ca+Eu) initial), de EuPO4, H,O et de Eu(OH);

On constate par diffraction des rayons X (Figure 44) que le diagramme de Eu(OH); ne
correspond pas a celui de I’échantillon a 100%, ce qui est également confirmé par
spectroscopie FTIR (Figure 45). Concernant EuPO4,H,O on remarque par diffraction des

rayons X que I’allure du diagramme est similaire a celui obtenu pour 1’échantillon Sc100Eu,
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avec cependant un léger décalage dans la position des pics. Il semble raisonnable d’expliquer
ces petites différences de positions des pics entre Eu(PO4), H,O et 1’échantillon Sc100Eu par
la différence d’état de cristallinité entre les deux échantillons, liée a des conditions de
synthese différentes. En effet on remarque par spectroscopie FTIR que toutes les bandes
d’absorption de 1’échantillon Sc100Eu correspondent a celles de EuPO4,H,0. Par ailleurs les
dosages chimiques que nous avons réalisés sur 1’échantillon Sc100Eu ont révélé un rapport
molaire Eu/PO4 de 0,96 proche du rapport théorique de EuPO4,H,0. Il semble donc que les
pics supplémentaires visibles par diffraction des rayons X au-dela de 2% initial en Eu (voir
Figure 37) correspondent principalement a du phosphate d’europium monohydraté. En
revanche, dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas identifi¢ de 1’hydroxyde

d’europium Eu(OH); comme phase secondaire.

En conclusion de cette étude, on peut avancer que la limite de substitution de Ca®" par
Eu’" est proche de 2% (rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial). Au-dela il y a apparition d’une
seconde phase identifiée comme du phosphate d’europium monohydraté de formule EuPO,,
H,O0.

Nous avons par la suite de ce travail réalisé des dosages chimiques sur les suspensions
colloidales synthétisées avec un rapport atomique compris entre 0 et 2%, en particulier en vue

de déterminer la teneur réelle en europium des échantillons.

IT) Etude de la composition chimique des suspensions colloidales

Nous avons dos¢ a ce stade la quantité de calcium, d’europium, d’orthophosphate et
d’AEP sur les poudres obtenues aprés dialyse et lyophilisation des suspensions colloidales
pour un taux de dopage initial entre 0 et 2%. La teneur globale en ions orthophosphate a été
dosée par colorimétrie (cf annexe), tandis que celles en ions calcium et europium ont été
déterminées par ICP-AES (cf annexe). La quantité d’AEP fixée sur les nanoparticules a par
ailleurs été évaluée par dosages ¢lémentaires C, H, N. Le Tableau 14 suivant reporte les

résultats des dosages chimiques ramenés a 100 mg de poudre.
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N° de Données ScOEu SclEu Scl,5Eu Sc2Eu
ligne
Q) rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial (en %) 0 1 1,5 2
2) mmol de Ca®" dans 100 mg (de solide) 0,805 0,776 0,772 0,708
A3 mmol de Eu’" dans 100 mg 0 0,011 0,016 0,020
“) rapport atomique Eu/(Ca+Eu) final (en %) 0 1,40 2,03 2,75
Q) mmol d’orthophosphates minéraux 0,568 0,493 0,407 0,476
(PO + HPO)
©) rapport atomique (Ca+Eu)/P final (en %, en ne 1,42 1,60 1,94 1,53

considérant que les phosphates minéraux)
@) nombre de moles d’apatite dans 100 mg (en mmol), 0,0947 | 0,0822 0,0679 0,0793
[déterminé en considérant 6 moles de phosphates par

mole d’apatite]

3 % massique N 1,07 - 0,60 0,80
(déterminé par dosage C,H,N)

) masse d’AEP dans 100 mg (en mg) 10,7 - 6,0 8,0

(10) nombre de moles d’AEP dans 100 mg (en mmol) 0,076 - 0,043 0,057

(11) rapport molaire AEP/apatite final 0,80 - 0,63 0,72

Tableau 14 : Composition chimique des suspensions colloidales d’apatite dopée entre O et
2% rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial

Ces dosages chimiques indiquent notamment que le rapport atomique Eu/(Ca+Eu) final
(cf ligne 4) dans les nanoparticules est supérieur dans tous les cas, d’environ 40%, au rapport
atomique Eu/(Ca+Eu) initialement introduit dans la solution A de synthese (cf ligne 1). Ces
résultats tendent donc a montrer que 1I’europium s’incorporerait de manicre préférentielle au
calcium dans la phase apatitique pendant le processus de synthese.

Un second résultat a trait au rapport atomique (Ca+Eu)/P final pour la phase apatitique
(cf ligne 6), caractérisant la (non)steechiométrie de cette phase. Celui-ci se situe a une valeur
globalement proche de 1,50 (Figure 46). Cette valeur moyenne inférieure a 1,67 (qui
correspondant a2 I’HAP steechiométrique) confirme le caractére non-steechiométrique de la
phase apatitique en présence, que nous avons déja souligné par diffraction des rayons X et

spectroscopie IR, et par conséquence son caractére biomimétique.
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Figure 46 : Evolution du rapport atomique (Ca+Eu)/P final (en %) en fonction du rapport
atomique Eu/(Ca+Eu) final (en %)

Notons en revanche que, contrairement au cas d’apatites phosphocalciques non
colloidales ou la distribution des orthophosphates sous les formes HPO, et PO, peut
généralement étre évaluée apres calcination a 600°C (menant a la condensation des ions
HPO,”en ions pyrophosphates P,O,* non dosables par la technique colorimétrique), au
contraire dans notre cas la présence d’AEP n’a pas permis cette détermination additionnelle
compte tenu d’une décomposition partielle des molécules d’AEP a 600°C (menant a des

especes chimiques phosphatées susceptibles d’interagir avec le systéme).

Enfin, le rapport molaire AEP/apatite final pour les nanoparticules (voir Tableau 14,
ligne 11) se situe dans la gamme 0,60-0,80 pour toutes les suspensions analysées (rapport
correspondant a 23% de la quantité d’AEP introduite dans le milieu de synthese). Une analyse
plus détaillée de la variation de ce rapport en fonction du rapport atomique Eu/(Ca+Eu) final
(Figure 47) indique cependant une tendance légérement décroissante. Une telle variation peut
probablement étre reliée & la substitution croissante d’ions Ca®" par des ions Eu’*, menant a
une quantité plus faible d’ions Ca®" disponibles pour former les complexes de surface entre

Ca’" et AEP",
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Figure 47 : Rapport molaire AEP/apatite final (en %) en fonction du rapport molaire initial
Eu/(Ca+Eu) (en %)

En marge des résultats de dosages chimiques reportés et commentés ci-dessus
(Tableau 14), des analyses par microscopie Raman ont été réalisées ponctuellement sur les
suspensions colloidales dialysées et lyophilisées, en particulier dans le but d’examiner le
domaine spectral relatif aux ions OH" apatitiques (difficilement détectables par spectroscopie
FTIR a cause de la présence d’eau dans le systéme). Les analyses menées sur les suspensions
correspondant aux dopages initiaux en europium de 0, 1, 1,5 et 2% molaires ont indiqué la
présence d’ions OH™ apatitiques (bande a 3572 cm™) dans tous les cas, bien qu’en faible
quantité. Bien qu’une détermination quantitative des OH™ s’aveére délicate par simple
utilisation de la technique Raman, nos observations nous ont néanmoins montré une
diminution du rapport d’intensité I(OH)/Iv,(PO,) entre les bandes Raman des ions OH" et la
bande due au mode de vibration v;(POs) de la phase apatitique, témoignant qualitativement

d’une diminution de la teneur en ions OH" de la phase apatitique en présence d’europium.

A la suite de ces dosages, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de substitution
d’ions bivalents Ca’" par des ions trivalents Eu’" dans la structure apatitique. Plusieurs
mécanismes peuvent en effet étre théoriquement avancés. Notons cependant que les
mécanismes rencontrés dans la littérature ont généralement trait a des apatites synthétisées a

haute température (>1000°C) ou dont la synthése impliquait une étape a haute température.
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. + + , J
En absence d’ions monovalents (ex: Na, K'...) ou tétravalents (silicates...), quatre
mécanismes distincts peuvent a priori étre proposés (ou la combinaison de plusieurs de ces

mécanismes) :

-mécanisme 1 : 3 Ca’" — 2 Bu’" + (¢,
- mécanisme 2 : Ca’" + HPO,> — Eu’" + PO,
- mécanisme 3 : Ca>" + oy — Eu®" + OH

- mécanisme 4 : Ca>" + OH' — Eu’>" + O*

Le premier mécanisme est décrit par le « remplacement » de 3 Ca>” par 2 Eu’" et la
création de lacune en site Ca’" de telle maniére & respecter I’électroneutralité du cristal.
Concernant le deuxiéme mécanisme, 1’incorporation de Eu’* dans la structure apatitique est
accompagnée par le déprotonation de certains HPO4> par PO,4”". La substitution de Ca*" par
Eu’" peut également s’accompagner d’une incorporation additionnelle d’ions OH™ dans les
tunnels apatitiques (mécanisme 3) ou encore par la déprotonation d’ions OH™ pour donner des
ions oxydes O* (mécanisme 4), la présence d’ions oxydes ne pouvant a priori pas étre écartée
compte tenu de la force relativement importante de la liaison Eu-O [Lakshminarasimhan
(2004), Long (2008)]. Notons par ailleurs que les études de luminescence menées sur ces
mécanismes [Boyer (2000)] ont montré que I’ion Eu’’ se placait de préférence en site Ca(Il)
du calcium plutét qu’en sites Ca(l).

En appliquant chacun de ces mécanismes de substitution Ca/Eu a la formule générale
d’'une  apatite  phosphocalcique  biomimétique  (Cajoxl |x(PO4)ex(HPO4)(OH)s«/ Ix

avec 0 <x <2 ), nous obtenons les formules génériques suivantes :

- Dans le cas du mécanisme 1 :

Cayoxsy2Euy(Uca)xyn2(PO4)sx(HPO4)x(OH)2 1 (Hon)x (x<2)

- Dans le cas du mécanisme 2 :

Calﬂ-x-yEuy(DCa)x(PO4)6-x+y(HPO4)x-y(OH)2—X(DOH)X x<2;y<x)

- Dans le cas du mécanisme 3 :

CalO-x-yEuy(DCa)x(PO4)6-x(HPO4)X(OH)2-x+y(DOH)x-y (0 <X- y <2 vy < X)

- Dans le cas du mécanisme 4 :

CaygxyEuy(Tca)x(PO4)s(HPO)(OH) 2y (O)y(Tom)x (X +y<2)
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Pour tenter d’identifier le ou les mécanisme(s) d’incorporation de Eu’” dans nos
suspensions colloidales a base d’apatite, nous avons envisagé ces mécanismes dans le cas
d’apatites standards dopées 4 Eu” avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial compris entre
0 et 2% afin de s’affranchir de difficultés de caractérisation supplémentaires associées a la
présence de I’AEP. En effet comme nous 1’avons évoqué dans la partie B, I’AEP ne semble
pas avoir d’affinité particuliére avec Eu’*, ce qui nous laisse raisonnablement penser que cette
¢tude réalisée sur des apatites standards pourra étre extrapolée aux suspensions colloidales.

Dans chaque cas la quantité de Ca, Eu et P a été déterminée par dosages chimiques en

utilisant les mémes techniques que pour les suspensions colloidales (Tableau 15).

Rapport Rapport | Teneurs cationiques dans 100 mg de Rapport Rapport molaire
Eu/(Cat+Eu) | (CatEu)/P solide molaire Eu/(Ca+Eu)
initial en dans le Ca (mmol) Eu (mmol) Eu/(Ca+Eu) | calculé™ pour le
solution (%) | solide™ expérimental solide (%)
dans le solide
(%)

0 1,66 +£0,01 0,951 £0,029 0 0 0
1,000+0,005 | 1,60 +0,01 0,903 +0,027 0,017 +£0,001 1,9 +0,2 2,04 +£0,13
1,500+0,005 | 1,61 +0,01 0,882 +0,026 0,026 £0,001 2,9 £0,2 3,03 £0,13
2,000+0,005 | 1,57 £0,01 0,838 +£0,025 0,036 +0,001 4,1 0,1 4,05 +£0,13

[a]

evalué a partir des analyses chimiques
[b]

en supposant que tous les ions Eu®" présents dans le mélange initial ont réagi

Tableau 15 : Composition chimique des apatites non colloidales préparées a partir de 0-2%
initial en europium (par rapport au calcium)

Nous constatons que le rapport (Ca+Eu)/P expérimental décroit au fur et a mesure que le
taux de dopage en europium augmente. Ce résultat peut vraisemblablement alors étre attribué
a un effet d’inhibition de croissance joué¢ par I’europium (comme cela a déja été constaté dans
la littératire avec d’autres ions tels que Mg2+, COs™ [Campbell et al. (1991)]). Notons en
revanche que la teneur réelle en europium dans ces échantillons s’est avérée dans tous les cas
inférieure a la teneur initiale dans le milieu réactionnel, mettant en évidence 1’incorporation
préférentielle de 1’europium déja mentionnées. Afin d’évaluer cet effet, nous avons calculé le
rapport Eu/(Ca+Eu) que présenterait le solide si tous les ions Eu’" présents dans le milieu
avaient effectivement été incorporés dans le solide. Ce calcul représente la dernieére colonne
du Tableau 15. Il est trés intéressant alors de constater que le rapport ainsi calculé est trés

proche des valeurs expérimentales déterminées par dosages chimiques. Ce résultat permet
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ainsi de quantifier cette incorporation préférentielle de 1’europium par rapport au calcium
dans la phase apatitique.

Nous avons ensuite déterminé la formule chimique que présenterait chaque échantillon
si I’incorporation de 1’europium suivait respectivement I’un puis I’autre des 4 mécanismes
possibles de substitution cationique ; et ce afin de valider ou invalider éventuellement certains
de ces mécanismes. Néanmoins, nous avons constaté que chacun des 4 mécanismes pouvait
expliquer les évolutions de composition chimiques et de rapports molaires Eu/(Ca+Eu) et
(Cat+Eu)/P observés expérimentalement. Il n’a donc pas été possible, a ce stade, de
discriminer les mécanismes qui demeurent tous potentiellement valables. Ceci est par
exemple illustré dans le cas de 1’échantillon Asl,5Eu (Tableau 16), correspondant a 1,5%Eu

initial par rapport au calcium (valeur expérimentale : 2,9% Eu).

10 m Ca(2+)
O Eu(3+)

o 97
= 5 m PO4(3-)
% 7 m HPOA4(2-)
= ) .
5 sl OH()
- \ )
S 4. % L
g 3 N
3 27 77 * 77
s 1 EN N
> | \

mécan. 1 mécan. 2 mécan.3 mécan. 4

Tableau 16 : Evaluation des teneurs ioniques pour Asl,5Eu respectivement dans I’hypothése
des 4 mécanismes de substitution cationique Eu®"/Ca”"

III) Etude des propriétés de luminescence de suspensions colloidales d’apatite

phosphocalcique dopée a I’europium Eu'*

Comme nous I’avons évoqué a la fin du chapitre bibliographique, les terres rares
présentent plusieurs avantages (excitation dans le visible ou proche du domaine du visible),
durée de vie de luminescence relativement longue (de 1’ordre de la milliseconde)...) par

rapport a des fluorophores conventionnels tels que des molécules organiques comme la
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rhodamine ou la fluorescéine. Dans cette partie nous avons voulu savoir si I’on retrouvait par
des mesures de spectrofluorométrie les spectres d’excitation et d’émission caractéristiques de
I’ion europium Eu’" dont la présence dans nos nanoparticules d’apatite colloidale a été
démontrée dans la partie B de ce chapitre. A I’issue de ces mesures nous avons également
souhaité mesurer la durée de vie de luminescence des nanoparticules afin de savoir si celles-ci
pouvaient étre utilisées en microscopie confocale en temps retardé.

Avant de présenter les résultats expérimentaux obtenus directement sur des suspensions
colloidales (dialysées) nous allons dans ce qui suit rappeler les propriétés de luminescence de

terres rares.

I11-1) Rappels sur les propriétés de luminescence des terres rares
I11-1-a) Définition de la luminescence

La luminescence peut étre définie comme la capacité qu’ont certaines substances a
réémettre sous forme de photons d’énergie E = hv d’origine non thermique (par opposition a
I’incandescence qui n’est pas un phénomene de luminescence) une partie de 1’énergie
absorbée au cours d’une excitation (Figure 48). Ce retour a I’état fondamental peut se faire de
manicre directe en émettant un photon d’énergie égale a celle du photon absorbé (mode 1,
Figure 48), ou encore de fagon indirecte en passant par des états d’énergies intermédiaires

(mode 2) menant alors a 1’émission de plusieurs photons.

E mode 1 mode 2
1 - Etat excité
excitation hu v ho, _ o émission
Etat intermédiaire
hu,
v v Etat fondamental

Figure 48 : Schéma de principe de la luminescence
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III-1-b) Rappels sur les terres rares

Les «terres rares » contrairement a leur dénomination sont des ¢léments assez
répandus : leur concentration globale dans la crofite terrestre est de 1’ordre de 0,016%, c'est-a-
dire aussi €levée que celle du zinc, dix fois plus que celle du plomb, mille fois plus que celle
de I’argent. Mais en raison de leur dispersion a la surface du globe, leur relative abondance
n’a été¢ mise en évidence que progressivement, au fur et 8 mesure que les méthodes de détection
et d’analyse se sont perfectionnées, et que la recherche de leurs minerais s’est développée.

C’est au cours du XVIII™ siécle que débuta la découverte de ces éléments : Cronstedt,
chimiste Suédois, découvrit en 1752 un nouveau minerai trés dense ; un peu plus tard, en
1794, un chimiste finlandais, Gadolin, découvrit lui aussi un minerai noir, dense et décida de
le nommer « oxyde d’ytterbium » du nom du lieu de découverte (Ytterby en Suéde). Cette
recherche prit fin 150 plus tard avec la découverte de la derni¢re terre rare, le prométhium en
1950.

Le groupe des terres rares est constitué par les lanthanides Ln (15 éléments du lanthane
(Z= 57) au lutecium (Z=71)), alliés a l'yttrium (Z=39) et au scandium (Z=21), ces deux
derniers éléments présentant des propriétés chimiques treés voisines de celles des lanthanides
([Templeton et al. (1954)], Tableau 17).

La configuration électronique des lanthanides s’écrit :

[Xe]6s*5d'4f" avec 0<n< 14

. . . + . N rs 7
Les ions lanthanides trivalents Ln’" relatifs 4 chacun d’entre eux sont alors caractérisés

par la configuration électronique suivante :

[Kr]4d'°4f*5s%5p° avec 0 <n < 14
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Numeéro atomique Nom Symbole Configuration Configuration Rayon
Z électronique Ln électronique Ln** ionique” Ln*" (A)
57 Lanthane La [Xe]5d'6s” [Xe] 4f° 1,061
58 Cérium Ce [Xe]4f'5d 652 [Xe] 4f 1,034
59 Praséodyme Pr [Xel4f6s> [Xe] 4F 1,013
60 Néodyme Nd [Xel4f'6s> [Xe] 4f 0,995
61 Prométhéum Pm [Xe]4f 65’ [Xe] 4f* 0,979
62 Samarium Sm [Xe]4t%6s’ [Xe] 4f° 0,964
63 Europium Eu [Xe]4f6s [Xe] 4f° 0,950
64 Gadolinium Gd [Xe]4f'5d' 652 [Xe] 4f 0,938
65 Terbium Tb [Xe]4f’6s [Xe] 4f° 0,923
66 Dysprosium Dy [Xe]4f'%6s [Xe] 4f 0,908
67 Holmium Ho [Xe]4f'l6s> [Xe] 4f'° 0,894
68 Erbium Er [Xe]4f'26s> [Xe] 4f' 0,881
69 Thulium Tm [Xe]4f*6s> [Xe] 4f" 0,869
70 ytterbium Yb [Xe]4f'*6s> [Xe] 4f" 0,858
71 Lutécium Lu [Xe]4f'*5d' 65> [Xe] 4f'* 0,848

* [Templeton et al. (1954)]
Tableau 17 : Configuration électronique des lanthanides et de leurs ions trivalents, ainsi que
de leurs rayons ioniques.

Dans la classification périodique les lanthanides occupent avec le lanthane (Ln) une
seule et méme case (6iéme période, groupe IIIB). Cette particularité résulte de leur structure
¢lectronique, qui est identique pour les couches extérieures et ne difféere d’un élément au
suivant que par addition d’un électron dans la couche profonde 4f". C’est d’ailleurs a ce titre
que les lanthanides sont également appelés « €léments de transition internes ». On peut
¢galement rappeler que ces €lectrons présents dans cette couche interne, ont une disposition
spatiale telle qu’ils ne peuvent pas assurer un effet d’écran notable vis-a-vis de ’attraction des
électrons périphériques par le noyau. Il en résulte une diminution notoire du rayon atomique
au sein de la série : on parle d’ailleurs de « contraction lanthanide ».

Comme nous ’avons rappelé au début de cette section, les ions lanthanides ont la
caractéristique d’avoir des spectres optiques présentant des raies fines. Cette constatation n’a

iéme

pu étre expliquée qu’au début du XX par Becquerel [Becquerel (1906)] : les raies fines
observées sont dues a des transitions intra-configurationnelles, rendues possible grace a la
couche électronique interne 4f" incompléte. Les électrons présents dans cette couche sont
protégés de I’environnement externe par les couches supérieures pleines 5s*5p® qui jouent le

role d’écran. Par conséquent, ces électrons ne participent pas a la formation de liaisons
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chimiques entre le lanthanide et les ligands environnants et un spectre de raies fines est

observé dés lors que 1’ion lanthanide est irradi¢ par une source visible ou ultraviolette.

La description qualitative et quantitative des propriétés optiques des ces ions impose
I’emploi d’un formalisme mathématique et de méthodes de calcul dérivant essentiellement de
la mécanique quantique. Dans ce qui suit, nous avons exposé un bref apercu théorique sur les

diagrammes énergétiques des ions des terres rares.

I1-1-¢) Diagramme d’énergie de I’ion Ln*" libre (illustré avec Eu®")

Pour pouvoir décrire les divers phénomenes influencant les transitions €lectroniques des

ions Ln**, un hamiltonien (noté H) est introduit, qui satisfait I’équation de Schrodinger :

HY = EY
ou :
- ¥ est une fonction d’onde qui représente la distribution spatiale de 1’¢lectron. C’est
donc la probabilité de trouver 1’électron a un endroit et un temps donnés.

- E est I’énergie.

Cet hamiltonien pour un ion libre (H;op 1ibre) S’ €crit comme la somme de trois composantes. A

chacune d’elles correspond a une énergie dont I’ordre de grandeur est représenté sur la Figure

49:

Hion libre = Hconﬁguration + Hrépulsion ¢lectronique + Hspin-orbite
ou :
- L’hamiltonien Hconfiguration représente 'interaction noyau-¢lectron. Il correspond a la

somme des énergies cinétiques et potentielles de n é€lectrons. Il a pour effet de séparer la

configuration de base 4f" de la premiére configuration excitée 4" de I’ordre de 10° cm™.

- L’hamiltonien H spuision électronique T€Présente la répulsion coulombienne des €lectrons de la

couche 4f. Les moments orbitaux (l;) et les moments cinétiques de spin (s;) de chaque électron
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de la couche 4f s’ajoutent pour donner respectivement le moment orbital résultant (1) et le
moment cinétique de spin (2) :

—

!

~

1:
2:8

i
Si

)
)

L’hamiltonien Hy¢puision ¢lectronique @ pour effet de décomposer la configuration 4f en différents

28+1

termes spectraux notés > L. Le nombre quantique L (associé a L) est un nombre entier ¢gal

a 0,1,2,3... auquel on fait correspondre respectivement les lettres S, P, D, F. Le nombre
quantique S (associé a S ) peut €étre un nombre entier ou demi-entier. La multiplicité du terme
ST est donnée par 2S+1. Chaque terme 'L est (2S+1)(2L+1) fois dégénéré. Les termes *D

et 'F sont ainsi séparés de 2.10% cm™ dans le cas de I’ion Eu®",

- L’hamiltonien Hgpiy_orbite cOrrespond a I’interaction magnétique entre le moment orbital L

et le moment cinétique de spin§ . Cet hamiltonien décompose chaque terme **"'L en 2S+1 ou

2S8+1

2L+1 (selon que S<L ou L<S) niveau définis par > 'L; ou J est le nombre quantique associé

au vecteur du moment angulaire total J=L+S et Vériﬁe|L -5 | <J< |L + S| .

495d 5
L 50,
5
D3
502
_SD!
5D0
104 ~r-l
2-10" cm Eu3+
7 -
Fy =
418 6
- 2}103cnﬂ
£
¥
2 % 102 Cl'ﬁ-1
Configu- Y
ration Terme Niveau Sous-niveau

Figure 49 : Diagramme d’énergie de I’ion Eu’* (levées de dégénérescence du niveau 4f° dues
aux principaux hamiltoniens intervenant dans la théorie des perturbations)
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I1-1-d) Diagramme d’énergie de I’ion Ln** incorporé dans un solide (illustré avec Eu®")

Lorsque I’ion de terre rare est incorporé dans un solide, le champ cristallin (li¢ a la
présence d’autres atomes autour de 1’ion) perturbe peu les €lectrons de la couche 4f a cause
des couches externes pleines 5p° et 5s® qui font écran. Les niveaux d’énergie de la plupart des
ions des terres rares sont peu dégénérés. Le champ cristallin est alors considéré comme une
simple perturbation par rapport aux fortes interactions internes de 1’atome que nous venons de
rappeler dans le point précédent. Les niveaux d’énergie restent ainsi facilement identifiables
et leurs spectres électroniques sont peu modifiés par rapport a des ions libres.

Un autre point est important a souligner. En effet sous I’effet du champ cristallin les
nivaux *>'L; sont susceptibles de se décomposer en sous-niveaux énergétiques : c’est I’effet
Stark (Figure 49). Cette levée de dégénérescence peut tre totale ou partielle en fonction de la
symétrie du site cristallographique dans lequel Iion Ln’" se trouve. La dégénérescence
maximale des niveaux *>"'L; est de (2J+1) si n est pair et de (2J+1)/2 si n est impair (n étant le
nombre d’électron de la couche 4f). Ainsi dans le cas de 1’europium (n = 6) les niveaux Dy et
Fo n’étant pas décomposés par le champ cristallin (2J+1=1) le nombre de raies de la
transition “Dy—'F, donne le nombre maximum de sites cristallographiques ou
d’environnements pour Eu®" dans I’échantillon. Rappelons également que le nombre de raies
observé pour ces transitions “D;—'F; peuvent permettent dans certains cas d’accéder a la
symétrie ponctuelle correspondant au site cristallographique occupé par Eu’™ suivant un
ensemble de considérations liées a la théorie des groupes (ainsi, Eu®" peut potentiellement
constituer une sonde structurale de choix). En effet, la décomposition d’un niveau, caractérisé
par le nombre quantique J, en sous-niveaux M; dépend directement de la symétrie du site
occupé par I’ion dans le cristal, et donc du champ cristallin local. Néanmoins, cette possibilité
n’est offerte que dans le cas de sites présentant une symétrie ponctuelle élevée, contrairement
aux sites cationiques présents dans la structure apatitique, et ne pourra donc pas étre exploitée

iCl.
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I11-1-e) Transition entre niveaux

a) Transition radiative

Les transitions électroniques (en excitation ou en désexcitation) entre niveaux sont
liées a 1’action d’un champ électromagnétique. L’opérateur associ¢ a ce champ se décompose
principalement en deux composantes : un terme dipolaire électrique (DE) et un terme
dipolaire magnétique (DM). La majorité des transitions électroniques observées sont de nature
DE, mais sont cependant interdites entre états de méme parité (reégle de sélection de Laporte,
qui ne sera pas développée en détail ici), par contre les transitions dipolaires magnétiques sont
permises. Notons que dans un solide, I’action du champ cristallin sur les électrons f peut étre
traitée comme une perturbation par rapport aux niveaux énergétique de l’ion libre. Par
ailleurs, I’action d’un champ cristallin non centro-symétrique induit un mélange entre les états
des configurations 4" et 4f"'5d', permettant alors 1’observation de transitions dipolaires
¢lectriques dites « forcées », qui sont régies par les reégles de sélection rappelées dans

le Tableau 18 :

Transition DE Transition DM
AJ=0, £1, +2, +4, +6 AJ=0, £1
00 interdite, mais permise dans les groupes de 00 interdite
symétrie Cs, C,, Cpy

Tableau 18 : Régles de sélection des transitions possibles dans une matrice cristalline [Judd
(1962) et Ofelt (1962)]

. 3+ . ., - .. .
Dans le cas de I’ion Eu”™ qui nous intéresse ici, les 3 transitions les plus intenses

observées sur les spectres d’émission peuvent étre classées de la maniére suivante :
Transition *Dy — 'Fy : dipolaire électrique principalement (DE)

Transition *Dy — F; : dipolaire magnétique (DM)

Transition *Dy — F, : dipolaire électrique principalement (DE)
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b) Transitions non radiatives

L’ion luminescent Ln’" peut aussi se désexciter de maniére non radiative c'est-a-dire
sans ¢émission de lumicre. Plusieurs processus peuvent intervenir pour concurrencer le
phénoméne de luminescence, nous allons rappeler celui qui peut se produire dans nos
suspensions colloidales a savoir la relaxation multiphonon.

Ce phénomene apparait lorsqu’il y a possibilit¢é de couplage entre les niveaux
¢lectroniques du lanthanide et les modes vibrationnels, en particulier ceux des oscillateurs X-
H (O-H, N-H, C-H), ceux-ci étant reliés au centre luminescent ou situés pres de celui-ci.

Les désexcitations non radiatives a partir d’un niveau entrainent une diminution de sa

durée de vie d'émission. La durée de vie observée notée T ps, est plus courte que la durée de

vie purement radiative :

L=Wr+Wnr
T

obs

ou Wr et Wnr désignent respectivement les probabilités par unité de temps des relaxations

radiatives et non radiatives du niveau considéré.

I1I-1-f) Diagramme d’énergie des ions lanthanides :

Les niveaux énergétiques de la configuration 4f des certains ions lanthanides sont
regroupés sur la Figure 50. Pour qu'il y ait une émission lumineuse intense et centrée sur un
domaine restreint de longueurs d'ondes A, il faut que le AE (niveau excité - niveau

immédiatement inférieur) soit au moins 6000 cm™

(on assimile ici comme il est fait
couramment en spectroscopie I'énergie d'un niveau hv a un nombre d'onde he/A en cm™ ).
C'est le cas pour Eu’’ (depuis °Dy), b (depuis °Dy), Dy3+ (depuis *Fopn), Sm*" (depuis
*Gsp). Lorsque les niveaux énergétiques sont plus proches (Pr'”, Nd**, Ho'™ et Er’"),
beaucoup de transitions radiatives se superposent dans le méme domaine spectral, et leurs

efficacités relatives (en définitive la couleur émise) varient avec l'environnement de 1'ion.

Cependant si le premier niveau excité est trés ¢éloigné de 1’état fondamental
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(AE > 30 000 cm™), I’ion terre rare ne luminesce pas dans le domaine du visible, ce qui est le

. 3+ 3+ 3+ s . 3+ . . .
cas pour les ions La’", Gd” et Lu”. En définitive l'ion Eu”" qui luminesce toujours dans le

rouge, avec une intensité relativement forte est le plus souvent utilisé pour des études

spectroscopiques.
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Figure 50 : Diagramme d’énergie des ions lanthanides en solution aqueuse [Oude Wolbers et
al. (1998)]. Les niveaux luminescents les plus bas ( w ) et les niveaux non luminescents (=)
immédiatement inférieurs sont représentés
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Dans ce qui suit nous allons, comme évoqué en introduction de cette section, présenter
les résultats expérimentaux relatifs aux aspects de luminescence des suspensions préparées
dans ce travail de thése. Notons que nous avons choisi de réaliser ces mesures de
spectrofluorimétrie directement sur les suspensions (aprés purification) et non sur des poudres
pour tenir compte du milieu aqueux dans lequel « baignent » les nanoparticules d’apatite
dopée. En effet cela nous permettra notamment de considérer les transitions non radiatives
(relaxation multiphonon) qui peuvent avoir lieu. Ainsi ces conditions de mesures nous
permettront d’étre plus proches du milieu biologique dans lequel seront appliquées ces

nanoparticules colloidales d’apatite.

IV) Spectres d’excitation de suspensions colloidales d’apatite dopée a I’europium Eu*

Le spectre d’excitation a été enregistré entre 200 nm et 600 nm en mesurant 1’émission a
612 nm. En effet cette longueur d’onde correspond a la bande d’émission la plus intense de
I’europium et donc a la couleur rouge que nous avons observée lors des tests de présence de
I’europium (cf partie B). La Figure 51 montre des spectres d’excitation caractéristiques de
I’ion Eu’" pour trois taux de dopages en europium (1, 1,5 et 2% Eu initial, correspondant a
1,2; 1,9 et 2,5% réels). Signalons en particulier la position de la bande d’absorption la plus
intense a 392,8 nm qui correspond a la transition "Fo—"Lg. De plus, la seconde bande
d’absorption moins intense située a 464,2 nm est attribuée a la transition 7Fo—>5D2. Ces
bandes démontrent la possibilité d’exciter a basse €nergie nos systémes, dans le domaine du
visible (464,2 nm) ou proche du visible (392,8 nm) permettant a priori d’envisager des
observations prolongées des tissus biologiques sans les altérer. Les manipulations ayant été
effectuées avec les mémes parametres opératoires et sur des suspensions en cuves, il est
possible de comparer les intensités de luminescence de divers échantillons (par exemple en
comparant I’intensité¢ de la raie d’excitation principale). On observe ici une intensité dans

I’ordre croissant :

Sc1(1,2)Eu < Scl,5(1,9)Eu < Sc2(2,5)Eu
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. A . roa . . . . + ..
ce qui peut étre attribué a I’incorporation croissante de ’ion Eu®* dans la structure apatitique,
en accord avec les dosages chimiques. Signalons cependant que 1’accroissement de I’intensité

du spectre d’excitation est particuliérement important pour la suspension Sc2(2,5)Eu.
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£

400000 +
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Figure 51 : Spectres d’excitation réalisés sous analyse a 612 nm et a température ambiante de
Sc1(1,2)Eu, Scl1,5(1,9)Eu et Sc2(2,5)Eu

V) Spectres d’émission de suspensions colloidales d’apatite dopée a I’europium Eu*

Les spectres d’émission ont été enregistrés sous excitation a 392,8 nm. Les bandes
d’émission observées sont facilement attribuables aux transitions 4f—4f de la configuration
4f° de I’ion Eu’" (Figure 52). Dans les trois cas, trois domaines peuvent étre distingués : 575-
580 nm, 583-603 nm, et 605-627 nm correspondant respectivement aux transitions > D0—>7F0,
Dy —'F; et Dy—'F» caractéristiques de 1’ion Eu’’. Par ailleurs, de la méme maniére que
pour les spectres d’excitation, on constate une augmentation de 1’intensité de luminescence,
mesurée dans les mémes conditions opératoires sur tous les échantillons, avec le taux de

dopage en europium.
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Figure 52 : Spectres d’émission de luminescence obtenus par excitation a 392,8 nm et a
température ambiante de Sc1(1,2)Eu, Sc1,5(1,9)Eu et Sc2(2,5)Eu

A la suite de ces premicres observations, nous avons porté notre attention sur la
transition *Dy—'F, localisée a 578 nm. En effet comme évoqué dans la partie rappel de cette
étude, les deux niveaux de J =0 (5D0 et 7Fo) ne sont pas dégénérés. Autrement dit, le nombre
de raies observées pour cette transition donne le nombre minimum de sites cristallographiques
ou, plus généralement, le nombre d’environnements pour Eu’* dans 1’échantillon. Dans notre
¢tude, pour les trois cas, la transition *Do—Fo présente une seule raie.

Concernant les transitions 5Do —>7F1 et 5D0—>7F2, celles-ci sont au maximum 3 et 5 fois
dégénérées, respectivement (valeur de 2J+1). Dans tous les cas nous observons dans notre cas
trois pics distincts pour la transition 3 Dy —>7F1 et 4 a 5 pics moins bien résolus pour 5Do—>7F2.
Les pics ne sont pas compleétement résolus en raison de leur largeur inhomogene, liée a la

faible cristallinité de nos échantillons.

Par comparaison avec les autres échantillons, la suspension colloidale dopée a 2,5%
(rapport atomique Eu/(Ca+Eu) final, obtenu a partir d’un rapport Eu/(Ca+Eu) de 2% initial)
met en évidence des changements significatifs pour chaque transition et tout particulierement
pour la transition *Dy—F,. Pour la transition Dy —'F), les composantes apparaissent mieux

résolues que pour les deux autres échantillons, sans modification de longueur d’onde. Pour
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°Dy—'F, au contraire, on note par exemple que les composantes a 610 nm et 624 nm sont tres
exaltées comparativement aux autres échantillons. Ces observations suggerent I’existence de
modifications dans I’environnement immédiat de I’europium (tout au moins de certains ions
Eu®), non détectées par diffraction des rayons X ni par spectroscopie FTIR.

Pour tenter de comprendre ces modifications spectrales observées pour Sc2(2,5)Eu, nous
avons comparé le spectre d’émission de cet échantillon a celui de composés de référence
phosphatés ou hydroxylés, en particulier EuPO4,H,O et Eu(OH); préalablement préparés
(Figure 53). On constate que la transition *Dy—'Fy dans EuPO4,H,0 et Eu(OH); apparait au a
la méme lopngeur d'onde que *Dy—'F, dans le composé Sc2(2,5)Eu. Par ailleurs, I’ intensité
exaltée de la bande & ~ 610 nm dans le massif >Dy—F, rappelle plus spécifiquement la bande
la plus intense observée dans le cas du phosphate d’europium (contrairement a 1’hydroxyde
dont le maximum d’émission se situe a plus haute longueur d’onde, voir Figure 53). Ces
observations peuvent probablement étre rapprochées des résultats de DRX, spectroscopie
FTIR et dosages chimiques obtenus précédemment sur le composé SclO0Eu préparé avec
100% d’europium (c’est-a dire en absence de calcium) ayant indiqué dans ce cas la formation
d’une phase correspondant a du phosphate d’europium hydraté. Compte-tenu de I’ensemble
de ces considérations, il semble donc raisonnable de supposer que les modifications spectrales
observées pour la suspension Sc2(2,5)Eu, en comparaison avec les taux de dopage inférieurs,
puissent étre reliées a la localisation de certains ions Eu’" dans des environnements
phosphatés autres que ceux observés dans [’apatite. De tels environnements phosphatés
peuvent a priori soit étre présents sous la forme de traces d’une phase secondaire séparée
(phosphate d’europium), soit constituer une couche (discontinue pour ne pas contrecarrer la

stabilisation colloidale de I’AEP) en surface des nanoparticules.
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Figure 53 : Spectres d’émission de luminescence obtenus par excitation a 392,8 nm et a
température ambiante de Sc2(2,5)Eu, EuPO4,H,0 et Eu(OH);

Notons que de telles constatations soulignent I’intérét de ['usage de Ia
spectrofluorimétrie, en exploitant I’ion Eu’" comme sonde structurale, en tant que technique
de caractérisation complémentaire a la diffraction des rayons X et a la spectroscopie IR. En
effet cela montre que des phases secondaires présentes a 1’état de traces non détectables par
diffraction des rayons X ou par spectroscopie IR peuvent étre mises en évidence par

spectrofluorimétrie.

VI) Déclin de luminescence, mesure de la durée de vie de luminescence

Nous nous sommes ensuite intéressés a la détermination de la durée de vie de
luminescence de nos suspensions. Pour cela nous avons étudi¢ le déclin de luminescence en
enregistrant le signal I = f(t) apres le temps t = 0 auquel la source d’excitation est arrétée,
permettant ainsi de suivre la cinétique du processus de désexcitation a partir du niveau

émetteur Dy (Figure 54). Comme mentionné précédemment, cette désexcitation a lieu a la
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fois par le biais de transitions radiatives et de transitions non radiatives. En premicre
approximation, en absence de phénomenes d’interaction entre ions actifs, le déclin suit une loi

de type exponentiel, traduite par la relation suivante :

I =Ty exp(-t/t)

ou:
- [ est ’intensité de luminescence a 1’instant t
- I est I’intensité a la fin du délai d’excitation

, . . , 5
- T est la durée de vie du niveau émetteur (dans notre cas “Dy).

Bien que les courbes de déclin de luminescence obtenues pour Scl(1,2)Eu, Sc1,5(1,9)Eu
et Sc2(2,5)Eu suggerent un processus plus complexe que purement mono-exponentielle, nous
avons appliqué ce modele afin d’évaluer 1’ordre de grandeur temporel de la désexcitation. Le

temps T issu de cette modélisation mono-exponentielle est alors le temps au bout duquel :

I
0 =¢=2,718

On constate que pour les suspensions dialysées Scl(1,2)Eu et Sc1,5(1,9)Eu, la durée de
vie de luminescence est de I’ordre de 0,73 ms (£ 0,07 ms) alors que pour la suspension
dialysée Sc2(2,5)Eu la durée de vie est de I’ordre de 1 ms (= 0,10 ms). Cette observation peut
alors étre rapprochée des résultats précédents, suggérant 1’existence d’environnements
chimiques phosphatés autres qu’apatitiques dans ce dernier échantillon, modifiant le
comportement de luminescence de la suspension Sc2(2,5)Eu. L’augmentation de durée de vie
de luminescence, provoquée par la diminution relative des probabilités de désexcitations non
radiatives, est en accord avec I’augmentation observée de 1’intensité d'émission notée pour ce

composé (Figure 52).
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Figure 54 : Profil de déclin de luminescence du niveau émetteur 5 Do de I’ion Eu’ de
Sc1(1,2)Eu, Sc1,5(1,9)Eu, Sc2(2,5)Eu sous excitation a 392,8 nm et a température ambiante

Il est important de mentionner ici que dans tous les cas 1’ordre de grandeur de la durée
de vie de luminescence de ces suspensions est de I’ordre de la milliseconde, ce qui constitue
I’un des avantages de I’ion Eu’" (que nous avons déja souligné dans le chapitre introductif)
permettant a priori d’envisager 1’utilisation des nanoparticules colloidales d’apatite pour des

observations de luminescence en temps résolu.

A ce stade, il faut considérer le mode de désexcitation rencontré dans nos systémes, et
en particulier sur la possibilit¢ de désexcitations non radiatives. Comme nous I’avons
mentionné en début de section, les colloides étudiés ici ont été synthétisés en milieu aqueux ;
de plus les mesures de spectrofluorimétrie ont été réalisées directement sur les suspensions (a
I’¢état liquide). Or, il peut y avoir couplage entre les niveaux ¢électroniques de 1’ion lanthanide
et les modes vibrationnels d’oscillateurs tels que O-H (v ~ 3500 cm™) localisés a proximité
des centres luminescents. En particulier, dans le cas de I’europium, la 4°™ harmonique
vibrationnelle de O-H est trés proche de la différence d’énergie AE de transitions *Dy — 'Fy. 11
existe donc une probabilité notable pour qu’une partie de 1’énergie absorbée par les ions Eu®”

soit restituée non radiativement par couplage avec les oscillateurs O-H. De plus que les
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systémes apatitiques constituant nos nanoparticules sont hydroxylés, il y a donc également des
vibrateurs O-H localisés dans les tunnels apatitiques. La substitution de H,O par de 1’eau
lourde, D,O, permet de remplacer les vibrateurs O-H par des vibrateurs O-D, présentant une
fréquence de vibration plus faible et la désexcitation vibronique est alors envisageable en
faisant appel a la 5" harmonique de O-D (au lieu de la 4™ harmonique de O-H), phénoméne
de probabilité plus faible.

Afin d’examiner plus en détail la possibilit¢ de désexcitations non radiatives pour nos
systémes, nous avons réalisé la synthése d’une suspension colloidale Sc1,5(2)Eu dans de I’eau
lourde D,O (I’ensemble des dissolutions des sels initiaux ayant été réalisé dans D,O et non
H,0). Le protocole de synthése est resté par ailleurs identique ; néanmoins notons que cette
suspension deutérée n’a pas été dialysée (compte-tenu des difficultés pratiques d’utilisation de
grandes quantités de D,O nécessaires lors du processus de dialyse). La durée de vie de
luminescence de cette suspension deutérée, Scl,5(2)Eu(D,0), a alors été déterminée comme
précédemment, et comparée a une suspension Scl,5(2)Eu non dialysée préparée avec H,O,
notée Scl,5(2)Eu(H,0) (synthétisée avec de I’eau désionisée). Les résultats obtenus sont

reportées sur la Figure 55.

1000
] Sc1,5(2)Eu(D,0)

T
<)
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Figure S5 : Profil de déclin de luminescence du niveau émetteur 5 Do de I’ion Eu’ de
Sc1,5(2)Eu(H,0) et Scl1,5(2)Eu(D;0), Sc2,5Eu, sous excitation a 392,8 nm et a température
ambiante
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Les déclins de luminescence mesurés sont pour Scl,5(2)Eu(D,0) (Tp0 = 1,35 ms) et
pour Sc1,5(2)Eu(H,0) (o = 0,74 ms)'. La durée de vie de luminescence a augmenté d’un
facteur d’environ 2 pour la suspension deutérée. Ceci témoigne donc de I’existence de
phénomenes de désexcitation non radiative liés a la présence d’oscillateurs O-H, pouvant a
priori provenir soit de molécules d’eau associées a 1’apatite, soit des ions hydroxydes OH"
présents dans les tunnels apatitiques.

Plusieurs auteurs ont employ¢ la mesure des durées de vie pour estimer le nombre de
molécules d’eau dans la premicre sphere de coordination du lanthanide, principalement dans
le cas de systémes Ln-ligands (ou H,O intervient en tant que molécule en interaction avec

I’ions Ln*"). Avec 1'équation [Carlos (2009)] :

Nyo = 1.11 L - L —0.31] (avec To et Tpoo en millisecondes)

Thwo Tpo

Dans notre cas, les ions Eu’” luminescents sont cependant localisés dans une matrice
solide, cristallisée, et non au sein d’un complexe organométallique en solution. Par ailleurs,
cette matrice solide se trouve €étre, dans notre cas, hydroxylée. Il apparait donc plus cohérent
ici de discuter en termes de nombre de vibrateurs O-H et non pas en termes de molécules
d’eau. Prenant en compte 1’équation précédente, et considérant en premiere approximation
chaque molécule H,O comme une paire de vibrateurs O-H indépendants, comme déja suggéré
par Supkowski et Horrocks (2002). Dans notre cas, I’application de cette équation mene a la
valeur noy =~ 2 . ngpo = 0.67. Compte-tenu du fait que ces vibrateurs se doivent d’étre en forte
interaction avec les ions Eu’", et que ces derniers sont vraisemblablement plutdt localisés en
sites Ca(II) de la structure apatitique (et donc tapissant les tunnels apatitiques), il est probable
qu’une proportion importante de ces vibrateurs O-H « désactivateurs » concernent en fait les
ions OH apatitiques plutdt que des molécules d’eau. Il serait intéressant par la suite d’étudier
I’effet d’une substitution des ions OH" apatitiques par d’autres anions (tels que des ions
fluorures par exemple) sur le phénomene de désexcitation non radiative que nous avons mis

en évidence ici.

! Remarquons que les durées de vie de luminescence avant et aprés dialyse pour Scl,5(2)Eu(H,0) restent

du méme ordre, indiquant que la dialyse n’a pas d’effet particulier sur la durée de vie de luminescence.
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VII) Discussion sur P’efficacité de luminescence

Pour terminer cette section consacrée aux propriétés de luminescence de nos
suspensions, nous nous sommes interrogés sur 1’efficacité du processus de luminescence pour
les centres europium contenus dans nos nanoparticules.

La détermination d’un rendement de luminescence (rendement quantique) est souvent
décrite dans la littérature, en particulier dans le cas de complexes de lanthanides en solution.
Elle correspond au rapport entre le nombre de photons regus par 1'échantillon et le nombre de
photons émis. Le plus souvent, pour éliminer toutes les inconnues expérimentales, les mesures
sont faites par comparaison avec une référence dont le rendement quantique a été déterminé
par ailleurs. Cependant, méme pour une détermination par comparaison avec un étalon, il est
nécessaire de connaitre les propriétés d'absorption du systtme a la longueur d'onde
d'excitation. Or, contrairement au cas de complexes de lanthanides en solution (chélates...),
cette grandeur est trés difficilement accessible expérimentalement dans le cas de nos
suspensions turbides a cause de phénomenes de diffusion importants. De tels phénomeénes de
diffusion entrainent en effet une possible ré-absorption de photons menant a une surestimation
du rendement quantique. Il a néanmoins été montré récemment par [Martini et al. (2009)] que
’utilisation d’une référence présentant les mémes propriétés de diffusion de la lumicre que le
composé inconnu pouvait alors permettre I’évaluation du rendement quantique.

Les contraintes temporelles de ce travail ne nous ont pas permis de réaliser cette
¢valuation (conditions de turbidités similaires) qui fera 1’objet d’une étude subséquente. En
revanche, nous avons ici estimé pour nos systemes 1’efficacit¢ de luminéscence (€), donnée

par I’équation :

&= T()bs
Trad

ou Tops représente le déclins de luminéscence observé (valeur expérimentale) prenant en
compte la somme des désexcitations radiatives et non-radiatives, et ou Tr,q a trait uniquement
aux phénomenes de désexcitation radiative.

Notons que la valeur de T.,q n’est pas directement accessible par I’expérimentation : il
s’agit d’une valeur calculée a partir de traitements mathématiques a partir des spectres
d’émission (incluant pour Eu’" I’ensemble des transitions 5D0—>7FJ avec J = 0 a 4). Dans ce

travail, nous avons considéré comme approximation de T,,q une moyenne des valeurs obtenues
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par Lechevalier (2010) sur le carbonate (T;og = 2,86 ms) et hydroxycarbonate (T;q = 2,22 ms)
de gadolinium dopés a Eu®’ (5% mol.), soit T;5g [12,54 ms. Dans ces conditions, une premiére

approximation de I‘efficacité de luminescence de nos particules est alors d’environ

£ -0.74 029 %
2.54

Cette valeur représente une premiere estimation de € pour nos nano-systémes, a
température ambiante. Il serait intéressant, dans la suite de ce travail, de déterminer comment
cette valeur (ainsi que celle du rendement quantique) pourrait étre modulée par une

modification de la nature des anions localisés dans les tunnels apatitiques.
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Partie D : Approfondissement de I’étude de I’interaction entre apatite et

AEP

A la suite des différentes caractérisations physico-chimiques réalisées sur les
nanoparticules colloidales, nous avons examiné plus en détail I’interaction pouvant exister
entre molécules d’AEP et nanocristaux d’apatite. Dans cette optique nous avons suivi deux
axes de travail.

Le premier axe concerne 1’é¢tude de ’effet de la concentration en AEP dans le milieu
de synthése sur la taille moyenne des nanoparticules en suspension (cette taille moyenne étant
caractéristique de 1’état d’agglomération entre nanocristaux adjacents) et donc sur la stabilité
des colloides obtenus. Ainsi nous avons cherché a déterminer dans quelle mesure il était
possible de diminuer la concentration en AEP (fixée jusqu’a présent dans les proportions
CatEu: AEP: P de 3:3:1)tout en conservant une taille nanométrique des nanoparticules et
la stabilité de la suspension. Par ailleurs du point de vue d’une possible industrialisation
future, cette étude nous permettra de minimiser au mieux le colt de synthese.

Dans une approche plus fondamentale nous avons examiné dans un second axe de

travail I’interaction AEP-apatite au travers d’isothermes d’adsorption.

I) Etude de I’effet de la concentration en AEP :

Afin d’étudier I’effet de la concentration en AEP dans le milieu de synthése, nous
avons préparé 5 suspensions avec un rapport AEP/(Ca+Eu) initial variable entre 0,2 et 1 (noté
R, cf Tableau 19). Rappelons que dans les sections précédentes de ce manuscrit, les
suspensions colloidales avaient été¢ préparées avec la valeur constante de ce rapport R = 1.
Dans tous les cas nous avons travaillé ici avec un rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial de

1,5% (menant a un taux réel proche de 2% dans tous les cas).
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Valeur du rapport R= | Obtention d’une suspension Suspension stable
AEP/(Ca+Eu) colloidale? dans le temps ?
1 oui oui (6 mois)
0,8 oui oui (6 mois)
0,6 oui oui (4 mois)
0,4 oui oui (1 mois)
0,2 en partie précipité -

Tableau 19 : Observations macroscopiques suite a une variation de la concentration en AEP
dans le milieu de synthese, pour un taux de dopage en Eu de 1,5% initial (2% expérimental)

Pour R = 0,8; 0,6 et 0,4 (R = 1 étant un résultat connu) nous avons obtenu des
suspensions colloidales fluides, dont la stabilité dans le temps diminue cependant au fur et a
mesure que R décroit. Ceci illustre par conséquent le role d’agent stabilisant joué par I’AEP.
Notons également que cette stabilité ne décroit qu’aux environs de R = 0,6 ce qui laisse
penser que cette valeur constitue un palier a partir duquel I’augmentation de la concentration
en AEP dans le milieu de synthése a un effet moindre sur la stabilité. Par ailleurs concernant
le cas R = 0,2 nous constatons que dans ces conditions la quantit¢ d’AEP introduite dans le
milieu de synthese est insuffisante pour obtenir une suspension colloidale, puisque on constate
qu’une partie de celle-ci a précipité.

Les analyses de diffraction des rayons X (Figure 56) ainsi que celles de spectroscopie

FTIR (Figure 57) ont également été réalisées sur ces suspensions, apres lyophilisation.
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Figure 56 : Diagrammes DRX de Sc1,5(2)Eu en fonction de R = AEP/(Ca+Eu) initial
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Figure 57 : Spectres FTIR de Sc1,5(2)Eu en fonction du rapport R = AEP/(Ca+Eu) initial

Dans tous les cas on constate que les diagrammes de diffraction des rayons X ainsi que
les spectres FTIR sont caractéristiques d’une phase apatitique mal cristallisée proche du
minéral osseux. Ces résultats montrent donc que la diminution de la quantité d’AEP dans le
milieu de synthése n’induit pas la formation de phase(s) secondaire(s). De plus on observe
que la résolution des diagrammes de diffraction des rayons X ainsi que celle des spectres
FTIR augmente quand R diminue, indiquant que 1’effet inhibiteur de I’AEP décroit lorsque sa
concentration dans le milieu de synthése diminue. Notons que la quantité¢ d’AEP fixé sur les
nanoparticules diminue également en fonction de la concentration en AEP initiale, ce qui est
nettement visible sur les spectres FTIR avec la diminution de I’intensit¢ de la bande a
754 cm™ caractéristique de la liaison P-O-(C) dans des complexes entre Ca et AEP.

Précisons que la présence d’eau résiduelle aprés lyophilisation meéne a un massif
d’absorption IR intense dans le domaine de vibration O-H (en particulier vers 3500 cm™), ne
permettant pas de détecter I’éventuelle présence d’ions OH" apatitiques. La présence d’ions
OH" a néanmoins pu étre mise en évidence par microscopie Raman, comme indiqué sur la
Figure 58 dans le cas d’une suspension obtenue avec R = 1 (1,5% Eu initial, 2%
expérimental). Notons que ces analyses par spectroscopie Raman confirment par ailleurs la
présence d’AEP sous la forme de complexes entre Ca®* et AEP™ (menant & la présence de

bandes caractéristiques vers 1075, 987, 879 et 761) en association avec la phase apatitique, ce
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qui est en accord avec les résultats de spectroscopie FTIR déja présentés. Signalons en outre
que nous n’avons pas observé par microscopie Raman de modification notable de la
proportion d’ions OH™ apatitiques pour des valeurs de R correspondant a des colloides dits

« stables » c’est-a-dire pour R entre 0,4 et 1.

Vl(POA) apatite

25000
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Figure 58 : Spectre Raman pour le colloide R =1 (1,5% Eu initial) — comparaison avec les
spectres de référence de ’HAP steechiométrique, du Ca(AEP),, nH,O et d’une apatite non-
steechiométrique (TCP apatitique)

Les analyses chimiques (Tableau 20) réalisées sur ces composés confirment par ailleurs
que la quantit¢ d’AEP fixé sur les nanoparticules diminue de fagon quantitative lorsque la
concentration en AEP introduite au moment de la synthése décroit, en accord avec les
données de spectroscopie FTIR (Figure 57). Ainsi le pourcentage massique d’AEP (Tableau
20, ligne 6) passe par exemple de 16,5% (pour R = 1) a 6,65% pour (R = 0,4). En outre il est
intéressant de remarquer que le rapport atomique Eu/(Ca+Eu) final est dans tous les cas
supérieur au rapport atomique Eu/(Ca+Eu) initial (voir lignes 1 et 4) : nous retrouvons donc
ici une incorporation préférentielle de I’europium par rapport au calcium, indépendamment de

la quantité d’ AEP présente dans le milieu de synthese.
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Ne Données Sc1,5(1,9)Eu | Scl,5(2,1)Eu Sc1,5(2,0)Eu Sc1,5(2,2)Eu
de R1 RO,8 RO,6 RO.4
ligne

a rapport atomique Eu/(Ca+Eu) 1.5 1,5 1,5 1.5
initial (en %)

2) mmol de Ca®" dans 100 mg (de 0,690 0,691 0,691 0,714

solide)

3) mmol de Eu’" dans 100 mg 0,013 0,014 0,014 0,016

“) rapport atomique Eu/(Ca+Eu) 1,9 2,1 2,0 2,2
final (en %)

5) % massique N 1,65 1,57 1,4 1,12

(déterminé par dosage C,H,N)
(6) | masse d’AEP dans 100 mg (en mg) 16,5 15,7 14,0 11,2
(@) nombre de moles d’AEP dans 0,118 0,112 0,1 0,08
100 mg (en mmol)

Tableau 20 : Résultats des analyses chimiques sur des Sc1,5(2)Eu en fonction du rapport
AEP/(Ca+Eu) initial

Dans un second temps, nous avons suivi I’effet potentiel de la concentration initiale en
AEDP sur la taille moyenne des nanoparticules en suspension. Cette étude a été réalisée sur les
suspensions directement aprés maturation en étuve, par mesures de diffusion dynamique de la
lumiere (DLS) (Figure 59) (cf annexe). Nous constatons sur cette figure que le diametre
hydrodynamique des nanoparticules (courbe en trait plein, Figure 59) diminue drastiquement
lorsque la valeur de R augmente jusqu’a une valeur proche de R = 0,6 ; en revanche, au-dela
de cette valeur, nous observons une stabilisation de la taille moyenne des particules a une
valeur d’environ 30 nm, relativement constante. Notons que dans tous les cas, les distributions
de tailles se sont avérées étre monodisperses.

Il est intéressant de remarquer que cette tendance coincide justement avec la
stabilisation progressive de la quantité de molécules d’AEP effectivement fixées sur I’apatite
(courbe en pointillée, Figure 59). Ces résultats illustrent ainsi directement le role des
molécules d’AEP fixées a D’apatite sur le contrdle de la taille des nanoparticules en
suspension. Ils confirment par ailleurs que lorsque la quantité maximale de recouvrement de
I’apatite par les molécules d’AEP est atteinte (vers R = 0,6-0,7), un ajout supplémentaire

d’AEP en solution (valeurs de R jusqu’a 1) n’a plus d’effet notable sur la taille des particules.
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Figure 59 : Evolution du diamétre hydrodynamique de Sc1,5(1,9)Eu et de la quantité d’AEP
fixé sur I’apatite, en fonction du rapport R = AEP/(Ca+Eu) initial

Cet effet de contrdle de la taille des particules en suspension ne peut vraisemblablement
s’expliquer que par une localisation prépondérante des molécules d’AEP (sous la forme
anionique monovalente AEP™ en interaction avec des ions Ca’") en surfacede la matrice
apatitique.

Rappelons que le choix de cette molécule comme « agent stabilisant » a été guidé (outre
par sa biocompatibilité) par la présence d’une part d’un groupement phosphaté susceptible
d’interagir fortement avec les ions Ca’" en surface de I’apatite, et d’autre part d’un
groupement ammonium NH;  pouvant potentiellement étre a ’origine d’un phénoméne de
répulsion ¢lectrostatique entre particules adjacentes. Il apparait donc raisonnable de
considérer les particules en suspension (du moins dans le cas des suspensions colloidales
stables) comme composées d’un cceur apatitique entouré d’une couronne de molécules AEP
interagissante avec des ions Ca’’ de surface, et formant ainsi des complexes superficiels
identifiables par spectroscopies FTIR et Raman.

Compte-tenu de I’affinité¢ bien connue entre groupements phosphatés (ou phosphonatés)
et ions Ca®’, et au contraire du peu d’affinité entre les groupements ammonium et phosphates,
il est vraisemblable d’avancer que le mode de greffage des molécules d’ AEP sur 1’apatite se

fasse par le biais du groupement phosphaté de I’AEP comme I’illustre la Figure 60.
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Potentiel Zéta des nanoparticules colloidales: +12 mV + 3 mV
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Figure 60 : Représentation schématique d’une nanoparticule colloidale, et valeur de potentiel
Z¢&ta sur Scl1,5(1,9)Eu(R1)

Afin de confirmer ce point, des mesures de potentiel Zéta ont été entreprises, pour
R =1. Les résultats obtenus montrent que la surface des nanoparticules d’apatite (qui est
normalement chargée négativement, a pH 9,5, en absence d’AEP) devient au contraire
chargée positivement (+12 mV + 3 mV) en présence d’AEP. Comme supposé ci-dessus, ce
phénomene confirme donc la présence des groupements ammonium de I’AEP en surface des
nanoparticules, orientés vers la solution, et qui assure donc une répulsion €lectrostatique entre
nanoparticules adjacentes.

Pour terminer cette étude sur I’effet de la concentration en AEP dans le milieu de
synthése, nous avons réalis¢ ponctuellement des mesures de spectrofluorimétrie sur ces
suspensions, apres purification par dialyse. Nous avons constaté que la concentration en AEP
n’avait pas d’effet notable sur les propriétés de luminescence. En effet, quelle que soit la
concentration initiale en AEP dans le milieu de synthése, nous observons des spectres
d’émission trés comparables et caractéristiques de I’ion Eu’", ainsi que des temps de vie de
luminescence trés proches de l’ordre de la milliseconde (Figure 61 et Figure 62). Ces
observations viennent a nouveau appuyer le fait que I’AEP et I’europium n’interagissent que

faiblement.
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Figure 61 : Spectres d’émission de luminescence obtenus par excitation a 392,8 nm et
température ambiante, pour les suspensions colloidales correspondant a R = 0,4 et 1 (1,5% Eu
initial)
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Figure 62 : Profil du déclin de luminescence du niveau émetteur 5 Dy de I’ion Eu’" de
colloides (1,5% Eu initial), en fonction du rapport R = AEP/(Ca+Eu), sous excitation a 392,8
nm et a température ambiante
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Dans le but d’affiner la caractérisation physico-chimique des particules en suspension
obtenues avec différentes valeurs du rapport R, nous avons complémenté cette étude par des
analyses de microscopie électronique en transmission (Figure 63 a Figure 67). Ces analyses
ont été menées sur les suspensions dialysées. Pour des valeurs de R entre 0,6 et 1 (colloides
stables), les micrographies ont confirmé la taille nanométrique des particules avec le méme
ordre de grandeur (~ 30 nm) que celui estimé par analyses DLS. Par ailleurs dans tous les cas
nous avons observé une bonne homogénéité de morphologie (morphologie ellipsoidale) des
nanoparticules. En revanche, les observations par MET pour les suspensions préparées avec
une valeur de R inférieure a 0,6 n’ont pas permis de mettre en évidence les nanoparticules de
tailles croissantes mises en évidence par DLS : au contraire, des particules plus petites (de
I’ordre d’une trentaine de nm) ont alors été¢ observées. Cet écart par rapport aux analyses
directes des suspensions par DLS peut vraisemblablement s’expliquer par une altération plus
importante des particules « pauvres en AEP » lors de la préparation des échantillons MET
(incluant en particulier une étape de sonification). Cette sensibilit¢ a la méthode de
préparation peut probablement s’expliquer, pour ces échantillons pauvres en AEP, par une
plus grande fragilit¢ des agglomérats primaires détectés par DLS, menant alors a une

fragmentation en particules plus petites observées par MET.

R L - ' -
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Figure 63 : Micrographie MET de Sc1,5(1,9)Eu(R1) (apres dialyse)
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Figure 65 : Micrographie MET de Sc1,5(2,0)Eu(R0,6) (apres dialyse)
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Figure 67 : Micrographie MET de Sc1,5(2)EuR0,2 (apres dialyse)
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IT) Etude du processus d’adsorption de I’AEP sur une apatite nanocristalline

Dans le but d’examiner plus en détail I’interaction entre molécules d’AEP et
nanocristaux d’apatite, nous nous sommes ici intéressé€s au processus d’adsorption mis en jeu.
Cette étude a été réalisée sur une apatite nanocristalline de « référence » non colloidale et non
dopée (précédemment caractérisée), AsOEu lyophilisée, c’est-a dire en particulier initialement
exempte d’AEP.

Cette ¢tude vise a mieux appréhender le mode d’association chimique entre molécules
d’AEP et apatite qui s’établit pendant le processus de synthese, qui a lieu en étuve a 100°C.
Par conséquent, cette étude d’adsorption a été réalisée a T = 100°C et non a température
ambiante afin de se rapprocher des conditions existant pendant la synthése des colloides.

Lors des expériences d’adsorption, nous avons travaillé avec un rapport solide/solution
constant impliquant 80 mg d’apatite AsOEu (Sy noncon 14 m?/g) immergée dans 20 ml de
solution d’AEP, a un pH de 9,5. A I’issue d’un temps de contact prédéterminé entre le solide
et la solution, ’ensemble a été centrifugé puis lavé 6 fois a 1’eau désionisée, et la poudre
récupérée a été lyophilisée puis soumise a des analyses élémentaires C,H,N pour la
détermination de la teneur en azote (provenant de I’AEP adsorbé).

Dans un premier temps, une étude de cinétique d’adsorption a ét¢ menée afin d’établir
un temps de contact adapté a la détermination de l’isotherme d’adsorption de I’AEP sur
I’apatite. Cette étude a été menée avec un temps de contact variable entre 10 minutes et 16

heures (2 100°C) et les résultats sont reportés graphiquement sur la Figure 68.

Cinétique d'adsorption d’AEP sur apatite non colloidale
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Figure 68 : Etude de la cinétique d’adsorption de I’AEP sur une apatite nanocristalline non
colloidale AsOEu
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Ces données indiquent en premier lieu qu’un temps de contact trés court (typiquement
inférieur a 30 min) ne suffit pas a 1’établissement d’un équilibre ; et une durée minimale d’1
heure semble nécessaire pour atteindre cet objectif. Par la suite, nous avons donc choisi de
maintenir un contact entre le solide et la solution de 4 heures (Figure 68).

Différentes expériences d’adsorption de I’AEP ont alors été réalisées en variant la
concentration initiale en AEP dans la solution d’immersion, dans la gamme 0 — 0,3 mol/l. Les
quantités d’AEP adsorbé sur ’apatite en fonction de la concentration en AEP a 1’équilibre

donne ainsi I’isotherme d’adsorption correspondant, a T = 100°C, reporté sur la Figure 69.
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Figure 69 : Isotherme d’adsorption (en haut) a T = 100°C, de I’AEP sur une apatite
nanocristalline AsOEu (par gramme et par m? de solide), et linéarisation de Langmuir (en bas)

Malgré une certaine dispersion des points, due notamment a 1’incertitude des mesures
C,H,N, cet isotherme présente néanmoins une allure générale de type Langmuirien. Dans ce
contexte, nous avons cherché a modéliser la courbe expérimentale a I’aide du modele

d’adsorption de Langmuir, qui suit I’équation :

-133-



-Chapitre 2-

N = N, bC,
1+6 C,
ou :
- N représente le nombre de moles d’AEP adsorbé par m? (ou par gramme)
d’échantillon solide,
- N, est le nombre maximal de sites d’adsorption (a T = 100°C) par m? (ou gramme) de
solide,
- b est la constante d’affinité du processus d’adsorption de I’AEP sur I’apatite,

- et Cgq est la concentration en AEP a I’équilibre.

L’application de cette €quation aux données expérimentales nous permet alors
d’évaluer, grace a la linéarisation de Langmuir (voir Figure 69, courbe du bas), les valeurs des
constantes de Langmuir Ny, et b caractérisant le processus d’adsorption en présence (dans le

cas d’une apatite nanocristalline non colloidale, non dopée, préparée a 100°C), menant a :

N, 00,03 + 0,01 mmol AEP adsorbé/m? de solide

(= 18 = 6 molécules d’AEP adsorbé/nm?)

soit N, 10,12 £ 0,04 mmol AEP adsorbé/g de solide
etb 15,9 +9,9 I/mol.

Ces valeurs, bien qu’associées a des incertitudes non négligeables, constituent des
premicres données quantitatives sur 1’affinité des molécules d’AEP pour la surface de
nanocristaux apatitiques, et pourront alors servir de base a des études ultérieures menées avec
d’autres agents dispersants que I’AEP (par exemple mettant en jeu une augmentation de la

longueur de la chaine carbonée).

Nous avons par ailleurs souhaité évaluer dans quelle mesure un tel isotherme pouvait
permettre de décrire quantitativement, du moins en premiere approximation, I’adsorption de
I’AEP en conditions colloidalesPour ce faire, il était intéressant de comparer les résultats
obtenus sur I’apatite AsOEu non colloidale, aux données expérimentales (voir Tableau 20)
relatives a des suspensions colloidales. Compte-tenu d’états de division trés différents entre
I’apatite lyophilisée utilisée pour cette étude d’adsorption et les nanocristaux d’apatite

rencontrés au sein des suspensions colloidales, il était plus judicieux de comparer des valeurs
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de N, ramenées a I'unité¢ de surface (par m? de solide) plutét que par gramme de solide.
Pour cela, nous avons d’abord di évaluer la surface spécifique de I’échantillon colloidal en
assimilant les nanoparticules a des ellipsoides (en accord avec les analyses MET), présentant
un rayon axial de ~ 15 nm et un rayon équatorial de ~ 4,5 nm (valeurs déduites par traitement
d’images des micrographies MET, a 1’aide du logiciel ImagelJ). En effet, une mesure directe
par adsorption d’azote (méthode BET) n’était pas envisageable due aux phénomenes
d’agglomération engendrées par le processus de lyophilisation/séchage. Ces considérations
ont alors mené 4 un nombre de nanoparticules ellipsoidales d’environ 6,6.10'® pour une
synthése de 250 mg (25 ml de suspension), soit une surface totale de pres de 16,7 m?,
correspondant a une surface spécifique Sy, con [166,7 m%/g.

Dans ce contexte, I’application de 1’isotherme d’adsorption a la condition colloidale
(qui correspond a une concentration en AEP dans le milieu de synthése comprise entre 0,08 et
0,19 mol/l) méne alors a une quantité d’AEP adsorbé d’environ N,4(isotherme) 10,020 mmol
AEP/m? de solide, et cette valeur peut alors étre comparée a la valeur « expérimentale »
¢valuée pour les suspensions colloidales (présentant une teneur en AEP proche de 0,10 mmol

AEP/100 mg de solide, soit ~ 1,0 mmol AEP/g) :

) 1,0 mmol AEP/g
N, (expérimental) = =0,015 mmol AEP/m?>
66,7 m*/ g

(soit 9,03 molécules d’AEP adsorbé/nm?)

Remarquons que cette valeur (0,015 mmol AEP/m? de solide) est proche de celle (0,020 mmol
AEP/m? de solide) tirée de D’application de I’isotherme de Langmuir précédemment
déterminé.

En conséquence, dans les conditions colloidales, bien que la présence d’AEP des le
départ de la précipitation est appelé a modifier le processus d’adsorption par son role
d’inhibition de croissance cristalline, 1’utilisation de I’isotherme ci-dessus permet néanmoins
de fournir une premiére approximation satisfaisante quant a la quantité d’ AEP susceptible de

se greffer en surface des nanocristaux apatitiques (2 T = 100°C).
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Partie E : Synthése de nanoparticules colloidales d’apatite en présence d’un

agent de ciblage de cellules cancéreuses : I’acide folique

I) Introduction

Nous nous sommes également intéressés dans ce travail sur la possibilité d’associer une
fonction de reconnaissance cellulaire a nos nano-systémes hybrides apatite-AEP. Comme
évoqué dans le Chapitre 1 introductif, nous avons ici choisi de travailler avec ’acide folique
(FA) comme agent potentiel de ciblage de cellules cancéreuses car il présente plusieurs

avantages que 1’on peut rappeler trés brievement ici :

- il est biocompatible : il s’agit de la vitamine B9,

- il peut étre reconnu spécifiquement par des récepteurs membranaires (récepteurs
folates) surexprimés a la surface de certaines cellules tumorales (cellules mammaires,
cellules ovariennes...),

- contrairement a d’autres agents de ciblage, I’acide folique est une petite molécule
susceptible de présenter un faible impact sur la stabilit¢ de la suspension et sa
formulation,

- il peut étre greffé a la surface de divers types de nanoparticules, aussi bien par des

liaisons covalentes que par des liaisons ioniques [Bhattacharya et al. (2007)].

FA peut étre défini comme une molécule constituée de trois parties distinctes (Figure
70) : un noyau ptéridine (ou acide ptéroique), 1’acide glutamique et 1’acide para-amino
benzoique qui lie les deux parties précédentes. Le noyau ptéridine représente la partie
« biologiquement active » reconnue par les récepteurs folates, alors que 1’acide glutamique est
la partie « chimiquement active » : c’est grace a cette derniere que ’acide folique se lie a la
surface des nano-systemes (il est généralement considéré que cette accroche se fasse par le
biais du groupement —COOH situé en position y par rapport au carbone asymétrique de la

partie glutamique).
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Figure 70 : Formule chimique de I’acide folique

Comme nous 1’avons mentionné ci-dessus, le greffage de ’acide folique peut parfois
étre réalisé par le biais de liaisons covalentes. Dans ces conditions FA n’est cependant pas
utilisé tel quel : il doit au préalable étre activé en utilisant la chimie des carbodiimides (Figure
71). Cette activation consiste a convertir la fonction carboxylique terminale de I’acide folique
en une fonction amine active en présence dun carbodiimide: I’EDC (1-Etyl-3-
dimethylaminopropyl). Néanmoins cette activation est lente et instable et peut, par hydrolyse,
redonner partiellement la fonction carboxylique de 1’acide folique. Ainsi pour faciliter la
réaction et augmenter son rendement, certains auteurs introduisent simultanément un agent
aminé actif le NHS (N-hydroxysuccinimide). Cette molécule a pour fonction d’une part de
stabiliser I’acide folique activé (sous forme de FA-NHS) et d’autre part de jouer le réle de
« cross-linker » (c'est-a-dire de bras) entre FA activé et des fonctions amines présentes a la
surface des nanoparticules. En effet dans une grande majorité des cas les nanoparticules sont
au préalable fonctionnalisées par des fonctions amines qui vont réagir avec le NHS et former
des liaisons covalentes avec FA.

Dans nos conditions opératoires, il est cependant peu aisé d’utiliser cette voie de
greffage de I’acide folique. En effet, précisons qu’une telle activation se déroule généralement
en présence d’un solvant organique (DMSO) et fait appel a pH transitoirement acide (5-6). Or
nos nanoparticules synthétisées en milieu totalement aqueux a pH basique (9,5) ne sont pas
stables a un tel pH acide (dissolution de I’apatite) et certaines modifications du protocole

d’activation de FA seraient donc requises.
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Figure 71 : Mécanisme d’activation de FA par la chimie de carbodiimide

Par ailleurs, cette voie de greffage de I’acide folique nécessiterait également une
préparation initiale de nos nanoparticules afin de fonctionnaliser leur surface avec des
groupements aminés —NH,. La présence de molécules d’AEP en surface des nanocristaux
d’apatite pourrait, au premier abord, sembler avantageuse sur ce point en exposant vers la
solution leur groupement azoté. Signalons cependant que ces derniers sont exclusivement
(sauf a des pH extrémement basiques) sous la forme de groupements cationiques ammonium
-NH;", et ne présentent donc pas de doublet non liant de ’azote disponible pour une
interaction avec FA-NHS. Diverses adaptations de protocoles expérimentaux devraient donc
étre mis au point pour envisager la possibilit¢ d’un couplage covalent de 1’acide folique sur

nos nanoparticules, que nous n’avons pas choisi de développer ici.

Nous avons par conséquent choisi dans ce travail de mettre en ceuvre un greffage de
I’acide folique par interactions électrostatiques (voie ionique), comme précédemment pour
I’AEP. En effet comme on peut le voir dans sa formule semi-développée, I’acide folique
posséde deux fonctions carboxyliques caractérisés par les valeurs de pKa de 3,5 pour a-
COOH et 4,8 pour y-COOH. Dans nos conditions expérimentales (pH 9,5) les deux fonctions
acides seront donc sous leur forme de base conjuguée a-COO™ et y-COO’, ce qui laisse
présager de la possibilité de liaisons ioniques avec des ions Ca”" disponibles en surface des
nanoparticules, formant ainsi des complexes superficiels de type folate de calcium.

Dans ce qui suit, nous allons dans un premier temps présenter le protocole de synthése
que nous avons adopté pour la synthése de nanoparticules colloidales hybrides apatite-AEP,

en présence de 1’acide folique. Cette présentation sera suivie dans un second temps par la
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caractérisation des ces nanoparticules colloidales. Enfin nous nous intéresserons plus
particulierement a I’isotherme d’adsorption de 1’acide folique sur une apatite nanocristalline
modele (comme réalisé précédemment dans le cas de I’AEP) afin de mieux appréhender le

processus d’interaction FA-apatite.

II) Mise au point du protocole de synthése de nanoparticules colloidales d’apatite en

présence d’un agent de ciblage de cellules cancéreuses : I’acide folique

Le protocole de synthése que nous avons développé en présence d’acide folique a
impliqué quelques modifications par rapport au protocole utilisé¢ jusqu’a présent, que nous
avons utilis¢é comme base de travail. En effet notre objectif a ét¢ de minimiser au maximum
les altérations éventuelles que pouvait impliquer I’ajout de FA. Signalons ici que des tests
préliminaires de traitement d’une solution d’acide folique (a 0.45 mmol/l) en étuve a 100°C
pendant 16 h ont montré la bonne stabilité thermique de 1’acide folique dans ces conditions
opératoires (illustrée notamment par des spectres d’absorption UV-vis et FTIR inchanggs).
Par conséquent, le protocole envisagé ici a consisté a introduire 1’acide folique dans le milieu
réactionnel des le début du protocole de synthése. Deux questions apparaissaient judicieuses a

ce stade, concernant :

- le moment opportun pour I’introduction de FA dans le mélange réactionnel,
- et la concentration en FA possiblement utilisable sans déstabilisation de la

suspension colloidale.

Afin de favoriser la formation de folate de calcium, nous avons choisi d’ajouter I’acide
folique au niveau de la solution A (solution contenant les sels de calcium et d’europium, cf
partie A). Pour de ne pas modifier la concentration finale de nos suspensions, le volume de
6,25 ml de la solution A a été préalablement divisé en deux permettant ainsi de préparer d’une
part une solution ammoniaquée de FA de (3,15 ml) pour faciliter sa dissolution séparée, et
d’autre part une solution A’ contenant les sels de Ca et Eu (3,10 ml). Notons que FA présente
une solubilité tres faible (0,0016 g/l) dans ’eau, augmentée cependant a pH basique, ce qui
constitue une premicre limite de la quantité totale de FA pouvant €tre associée aux nano-

systemes.
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Dans le but de déterminer I’ordre de grandeur de la quantit¢ de FA pouvant étre
introduite dans le milieu tout en conservant la stabilité colloidale des suspensions, nous avons
testé trois quantités initiales de FA (Tableau 21), correspondant respectivement aux rapports
molaires Ca: FA de 400: 1, 100: 1 et 10 : 1 (ce qui correspond aux masses initiales 5, 21 et

214 mg en FA).

Masse initiale de FA testée Nom Obtention d’une Suspension stable ?
(en mg) de la synthése suspension colloidale ?
5 Sc1,5(2)Eu(5FA)* oui (coloration jaune oui (plus de six
translucide) mois)
21 Sc1,5(2)Eu(21FA) oui (coloration jaune non (sédimentation
translucide) apres 15 min)
214 Sc1,5(2)Eu(214FA) non (précipité jaunatre) -

* pour rappel et précision Scl,5(2)Eu(5FA), indique qu’il s’agit de suspension colloidale dopée a 2% en
europium (rapport Eu/Ca+Eu final) et en présence de 5 mg (masse initialement introduite) de FA.

Tableau 21 : Suivi de I’effet de la quantité de FA introduite sur les propriétés
macroscopiques des suspensions obtenues

Nous avons constaté 1’obtention d’une suspension colloidale (de coloration jaune
translucide, Figure 72) stable a long terme (plus de six mois) en partant de 5 mg de FA, ce qui
correspond a une concentration initiale dans le milieu de synthése de 0,45 mmol/l. En
revanche, pour 21 mg de FA nous avons observé apres refroidissement de la suspension une

sédimentation des particules, et un précipité jaunatre est obtenu avec 214 mg de FA.

f i i

Figure 72 : Photographie de la suspension Sc1,5(2)Eu(5FA) préparée en présence de 5 mg
d’acide folique
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Nous avons ensuite dans tous les cas lyophilis€é une partie de ces syntheses, apres
purification par dialyse dans le cas de Sc1,5(2)Eu(5FA) et aprés lavages par centrifugation
pour Scl,5(2)Eu(21FA) et Sc1,5(2)Eu(214FA). 11 est intéressant de noter que dans tous les
cas, apres 1’étape de purification/lavage, les poudres habituellement blanches (en absence de
FA) présente une coloration jaunatre caractéristique de 1’acide folique; de plus cette
coloration est d’autant plus prononcée que la concentration en FA est grande. La présence
persistante de FA malgré les étapes de lavage suggere 1’existence d’une association chimique
de ce composé au sein des suspensions, vraisemblablement mettant en jeu une interaction
avec les nanoparticules. Cette persistance de coloration jaune due a la présence de I’acide
folique a par ailleurs été retrouvée apres traitements multiples (3 cycles d’1 heure avec
changement de surnageants) d’ultracentrifugation a 50 000 tr/min. Les analyses élémentaires
C,H,N ont par ailleurs indiqué une teneur en acide folique de 1,03 mg/100 mg de suspension

lyophilisée.

III) Caractérisation de nanoparticules colloidales synthétisées en présence de FA

ITI-1) Caractérisation par diffraction de rayons X et spectroscopie FTIR

Nous avons caractérisé la suspension Scl,5(2)Eu(5FA) (traitée par ultracentrifugation)
par diffraction des rayons X (Figure 73) et spectroscopie IR (Figure 74). Dans les deux cas on
retrouve un diagramme de diffraction des rayons X et un spectre FTIR caractéristiques d’une
apatite phosphocalcique faiblement cristallisée analogue a un minéral osseux, et la présence
persistance d’AEP est avérée par la subsistance de la bande FTIR a 754 cm™. Pas ailleurs, ces
résultats indiquent que I’introduction de FA, du moins dans ces conditions expérimentales,

n’a pas d’effet détectable sur I’état de cristallinité de la phase apatitique.
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Figure 73 : Diagramme de diffraction des rayons X de Sc1,5(2)Eu(5FA) préparée en
présence de 5 mg d’acide folique
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Figure 74 : Spectre FTIR de Sc1,5(2)Eu(5FA)

Par ailleurs nous pouvons noter que le spectre FTIR de Scl,5(2)Eu(5FA) peut étre
aisément confondu avec un spectre FTIR d’une suspension colloidale préparée sans acide
folique Sc1,5(2)Eu. Ce résultat implique qu’a la concentration initiale de 0,45 mmol/l dans le
milieu (5 mg FA initial), la présence d’acide folique sur le composé lyophilisé n’est pas

mesurable par FTIR.
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Pour complémenter ces observations, nous avons synthétisé trois apatites non
colloidales en présence de FA : As1,5(2)Eu(5FA), As1,5(2)Eu(21FA) et As1,5(2)Eu(214FA),
faisant intervenir les trois concentrations croissantes en FA que nous avons utilisées
précédemment pour les suspensions colloidales. Ces apatites, apres lavage et lyophilisation,
ont été caractérisées par spectroscopie FTIR (Figure 75). Nous avons choisi de travailler avec
de telles apatites « standards » dans le but d’obtenir une meilleure résolution spectrale liée en
particulier a ’absence d’AEP, permettant potentiellement de distinguer plus aisément la
présence de FA ; par ailleurs nous avons synthétisé ces apatites non colloidales en milieu
« eau décarbonatée » afin de minimiser le phénoméne de carbonatation de 1’apatite, pouvant

générer une bande d’absorption large dans le domaine 1350-1600 cm™.
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=
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M «/K As1,5(2)Eu(214FA)
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/
/
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Figure 75 : Spectre FTIR de As1,5(2)Eu(SFA), As1,5(2)Eu(21FA), As1,5(2)Eu(214FA) et
comparaison avec les spectres de FA et du folate de calcium

Nous observons, en particulier pour les composés les plus riches en acide folique
Asl,5(2)Eu(21FA) et As1,5(2)Eu(214FA), la présence de diverses bandes d’absorption dans
la région 940-1800 cm™, a coté des bandes caractéristiques d’une apatite phosphocalcique,

avec notamment des bandes particuliérement intenses vers 1590 et 1396 cm™. La comparaison
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de ces spectres (voir Figure 75) avec les spectres FTIR de ’acide folique et du folate de
calcium (précipité en milieu ammoniaqué a partir d’'un mélange stoechiométrique FA/nitrate
de calcium) suggere plutot la présence de ce dernier dans les échantillons. Par ailleurs
plusieurs bandes caractéristiques de FA, notamment la bande la plus intense 4 1671 cm™, ne
sont pas observées. Ces données suggerent donc que I’interaction de FA avec la phase
apatitique passe par la formation de complexes de type folate de calcium. Ceci n’est pas sans
rappeler I’interaction entre molécules d’AEP et apatite discutée précédemment, et tend a
mettre en évidence une association de type ionique entre les molécules de folate et certains
ions Ca®" en surface des nanoparticules. Notons cependant que les bandes IR additionnelles
mentionnées ci-dessus ne sont que faiblement visibles (méme en concentrant les pastilles IR)
pour [D’échantillon correspondant a la plus faible concentration initiale en FA,

Sc1,5(2)Eu(5FA), se rapprochant ainsi cas colloidal (Figure 74).

III-2) Caractérisation par microscopie électronique en transmission, diffusion

dynamique de la lumiére et potentiel Zéta

Les analyses par microscopie électronique en transmission réalisées sur la suspension
colloidale Sc1,5(2)Eu(5FA) n’ont pas montré de modification notable de la morphologie,
I’homogénéité ou la taille moyenne des nanoparticules (Figure 76) liées a la présence de
I’acide folique dans le milieu. En effet les nanoparticules présentent toujours une morphologie

ellipsoidale homogéne pour I’ensemble de I’échantillon, et de taille ~ 40 nm.
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Figure 76 : Cliché de microscopie électronique en transmission pour Scl,5(2)Eu(5FA)

Par ailleurs des mesures de diffusion dynamique de la lumiére réalisées sur cette
suspension confirment d’une part une taille moyenne de 43 + 5 nm et d’autre part démontrent
une distribution de taille parfaitement monomodale qui illustre de nouveau 1’homogénéité de
I’échantillon.

Enfin des mesures de potentiel Z&ta réalisées sur Scl,5(2)Eu(5FA) ont indiqué que les
nanoparticules avaient une charge de +7,5 = 1,8 mV. Cette valeur est donc légérement moins
positive que celle que celle mesurée en absence de FA pour Scl,5(2)Eu (a savoir +12,4 + 3
mV). Cette diminution de charge a la surface des nanoparticules peut vraisemblablement
s’expliquer par 1’apport de charges négatives provenant des groupements carboxyliques de

FA.
III-3) Caractérisation par spectrofluorimétrie

Des mesures de spectrofluorimétrie ont été réalisées sur Scl,5(2)Eu(5FA) afin de
déterminer I’influence de la présence de FA sur les propriétés de luminescence de 1’ion Eu®*

contenu dans nos nano-systémes. Apres avoir soumis la suspension colloidale a une excitation

a 392,8 nm, nous avons enregistré un spectre d’émission (Figure 77) caractéristique de I’ion
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+ , . ;N . . . . ., . . ;. .
Eu’", avec néanmoins une légére diminution en intensité ainsi qu’une dérive de ligne de base
vraisemblablement attribuable a 1’acide folique. Par ailleurs la mesure de temps de vie de
luminescence (Figure 78) effectuée sur cette suspension mene a la valeur Tga = 0,74 ms,

similaire a la valeur rencontrée en absence de FA.

400000

350000

5911 6116

300000
250000

200000

Intensité (u.a)

150000

100000

50000

0 T T T T T T T T T T T T T 1
570 580 590 600 610 620 630 640

Longueur d'onde (nm)
Figure 77 : Spectre d’émission de luminescence de la suspension colloidale Sc1,5(2)Eu(5FA)

préparée en présence d’acide folique, sous excitation a 392,8 nm, a température ambiante
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Figure 78 : Profil de déclin de luminescence du niveau émetteur 5 Do de I’ion Eu’* de la

Sc1,5(2)Eu(5FA) préparée en présence d’acide folique, sous excitation a 392,8 nm et a
température ambiante
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Remarquons ici que la molécule d’acide folique présente une trés grande similitude avec
celle du méthotrexate (MTX, Figure 79), une molécule thérapeutique anti-cancéreuse connue
pour inhiber la dihydrofolate réductase, une enzyme capitale dans le métabolisme cellulaire

normal de 1'acide folique.

Figure 79 : Formule chimique du méthotrexate (MTX)

Dans ces conditions, il était intéressant d’¢élargir les possibilités potentiellement offertes
par les nano-systémes hybrides développés ici en substituant 1’acide folique par le MTX. Le
traitement thermique a 100°C pendant 16 h du MTX pouvant cependant potentiellement
altérer ses propriétés thérapeutiques, nous avons étudié la possibilité d’associer FA ou MTX
apres 1’étape de maturation en étuve, c’est-a-dire apres retour a température ambiante, et non
au début de la synthese.

Cette étude a été réalisée dans un premier temps avec FA dans le cas de trois temps de
contact avec la suspension colloidale (avant dialyse) : 15 min, 1 heure, et 16 heures. Notons
que les suspensions ainsi obtenus, apres dialyse ainsi qu’apres lyophilisation, présentent de
nouveau la coloration jaunatre caractéristique de 1’acide folique. Les dosages ¢lémentaires par
C,H,N ont alors permis de déterminer la quantité¢ de FA associée aux nanoparticules, pour les
trois temps de contact, soit respectivement 1,76 , 1,35 et 2,16 mg FA/100 mg de suspension
lyophilisée. Ces données indiquent donc la possibilité de greffer a posteriori de 1’acide
folique sur les nanoparticules en suspension.

Nous avons par ailleurs réalisé une manipulation identique, mais en substituant I’acide
folique par le méthotrexate afin de tester la possibilité d’une association entre cet agent
thérapeutique et les nanoparticules hybrides apatite-AEP. Compte-tenu des contraintes
pratiques liées a la manipulation d’agents anti-cancéreux, il n’a pas été possible a ce stade de

réaliser I’ensemble des caractérisations physico-chimiques habituelles ; néanmoins, toutes nos
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observations macroscopiques (obtention d’une suspension fluide, stabilit¢ dans le temps,
coloration jaunatre caractéristique du MTX persistante aprés dialyse) ont suggéré un
comportement et des propriétés physico-chimiques pour la suspension trés similaires aux
colloides équivalents préparés en présence d’acide folique, validant donc a priori la possibilité

d’adjoindre a ces nanoparticules colloidales une fonction thérapeutique.

IV) Etude du processus d’adsorption de D’acide folique (FA) sur une apatite

nanocristalline

Cette ¢étude fait écho a celle réalisée précédemment sur 1’adsorption de I’AEP sur une
apatite nanocristalline, et vise a mieux définir le type d’interaction existant entre 1’acide
folique et des nanocristaux apatitiques.

Nous avons ici suivi exactement la méme démarche et les mémes parameétres
expérimentaux qu’avec I’AEP ; de plus la méme apatite non colloidale AsOEu (lyophilisée) a
¢té utilisée pour la détermination de I’isotherme d’adsorption de FA, a 100°C. Les
expériences d’adsorption ont été¢, comme avec AEP, réalisée pour un temps de contact de 4 h
avec des solutions de concentration croissantes en FA : 0,03 , 0,07 et 0,15 mol/l.

La Figure 80 reporte 1’isotherme d’adsorption de 1’acide folique obtenu sur AsOEu.
Comme dans le cas de I’AEP, cet isotherme semble pouvoir étre décrit de fagon satisfaisante

par le modele de Langmuir, avec les constantes :

N,, 10,006 £+ 0,0011 mmol FA adsorbé/m? de solide
(soit N, 10,0239 + 0,0044 mmol FA adsorbé/g de solide)
etb 163 £47 /mol.

Ces résultats devront étre confortés par des manipulations supplémentaires, permettant
en particulier de diminuer les incertitudes attachées a ces valeurs ; néanmoins une premicre
comparaison avec l’isotherme d’adsorption de I’AEP déterminé précédemment tend a
indiquer un nombre de sites d’adsorption N,, nettement inférieur dans le cas de ’acide folique.

Une des causes possibles de cet effet pourrait étre lie a la différence de nature chimique entre

_148-



-Chapitre 2-

les groupements des molécules d’AEP et de FA (respectivement un groupement phosphate et
un groupement carboxylate) qui interagissent avec les cations Ca®" de surface de I’apatite. En

effet, la plus grande capacité d’interaction de phosphates ou de phosphonates par rapport a des

acides carboxyliques a déja été signalée dans la littérature [Sallis (1998)].
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Figure 80 : Isotherme d’adsorption (en haut) a T = 100°C, de FA sur une apatite
nanocristalline AsOEu (par gramme et par m? de solide), et linéarisation de Langmuir (en bas)
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Partie F : Discussion sur la nature physico-chimique des nanoparticules

colloidales préparées

Les données analytiques que nous avons pu réunir dans ce Chapitre (issues en
particulier de dosages chimiques, analyses granulométriques et microscopiques, ¢études
spectroscopiques et de diffraction, mesures de potentiels Zéta) nous permettent ici de proposer
une description des nanoparticules colloidales préparées dans nos conditions expérimentales.

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus suggere en effet que 1’on peut décrire

ces nanoparticules comme composées :

- d’un «coeur» formé de nanocristaux d’apatite non-stcechiométrique (solution

solide d’hydroxyphosphate de calcium et d’europium),

- a la surface duquel sont exposées des molécules d’AEP" ou le groupement

phosphaté de chaque molécule d’AEP" interagit directement avec un ou plusieurs
ions Ca®" en surface des nanocristaux apatitiques. Cette « couronne » d’AEP
expose alors vers I’extérieur les groupements ammonium —NH;' des molécules
d’AEP, permettant ainsi d’atteindre une stabilisation colloidale par le biais de

répulsions électrostatiques entre particules adjacentes.

Toutes nos tentatives menées en vue d’obtenir des suspensions colloidales en
introduisant I’AEP aprés 1’étape de précipitation de 1’apatite ont échoué, et la présence d’un
agent stabilisant/dispersant tel que I’AEP s’est avérée indispensable pour I’établissement
d’une formulation colloidale stable (avec ou sans dopage a |’europium). Ceci peut
vraisemblablement s’expliquer par la nécessité de controler I’état d’agglomération du systeme
des que les premiers nanocristaux d’apatite se forment et non pas a posteriori.

Le phénoméne d’agglomération (agrégation de plusieurs nanocristaux adjacents pour
former des nanoparticules, plus grosses) semble en effet intervenir rapidement pendant la
précipitation et mener a la création quasiment « irréversible » de ponts (interactions
¢lectrostatiques) entre nanocristaux adjacents, ne pouvant que difficilement étre rompus
méme apres traitement de sonification. Au contraire, la présence d’AEP™ dans le mélange
réactionnel de maniére simultanée avec les ions calcium et phosphates permet d’établir une

compétitivite (pour les ions calcium présents dans le milieu) entre d’une part les ions
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phosphates et d’autre part les ions moléculaires AEP". En d’autres termes, la formation des
nanocristaux d’apatite est alors affectée par la présence des molécules d’AEP qui présentent
également une certaine affinité pour les ions Ca>". Ces molécules peuvent en effet occuper (de
facon plus ou moins stable) certains sites de croissance cristalline en surface des nanocristaux
en formation (effet inhibiteur de croissance cristalline suggéré par nos observations) et limiter
les rapprochements entre cristaux adjacents par répulsion électrostatique.

Nous avons par ailleurs montré (qualitativement et quantitativement) que la
modification de la quantité d’AEP dans le milieu de synthése permettait de moduler la taille
moyenne des nanoparticules en suspension (tout au moins au-dela d’une teneur limite en dega
de laquelle une sédimentation apparait). Lorsque la teneur en AEP dans le milieu décroit, le
nombre de molécules d’AEP effectivement fixées sur 1’ensemble des cristaux d’apatite
diminue, ce qui a donc pour conséquence un moindre effet désagglomérant (moins de
répulsions é€lectrostatiques), et donc des particules plus grosses car constituées d’un nombre
plus important de nanocristaux accolés.

Pour des rapports molaires R = AEP/(Ca+Eu) dans le milieu de synthése situés entre
0,6 et 1, les longueurs moyennes de cristallites évaluées par application de la formule de
Scherrer (données DRX) sont proches des tailles moyennes déterminées par diffusion de la
lumiére, soit environ 30 nm. Ceci suggeére que les nanoparticules dans ces colloides sont
constituées de nanocristaux individuels ou tout au moins de 1’association d’un nombre tres
limité de nanocristaux empilés. Au contraire, pour les rapports R inférieurs a ~ 0,6 le nombre
de nanocristaux composant chaque nanoparticule augmente progressivement jusqu’a la
sédimentation du systéme par perte du caractére colloidal (I’effet de la force gravitationnelle

I’emportant alors sur le mouvement Brownien des particules).

Remarquons par ailleurs que les tentatives de synthése menées en fixant le pH initial a
8 voire 7 (au lieu de 9,5) ont mené a des suspensions gélifiées. Une hypothése pour expliquer
ce phénomeéne semble pouvoir étre proposée en rappelant qu’une diminution de pH (ou de
température ou de temps de maturation) permet de facon générale d’obtenir des phases
apatitiques plus éloignées de la steechiométrie et présentant une couche hydratée en surface
des nanocristaux plus développée [Drouet et al. (2009)]. Or une telle apatite, plus immature,
est susceptible de présenter une énergie de surface plus grande (donc une plus grande
instabilité thermodynamique) qu’une apatite plus mature (bien que la présence de la couche
hydratée permette déja de diminuer cette énergie). Dans ces conditions, 1’agglomération ou du

moins les interactions fortes entre nanocristaux adjacents représente potentiellement un
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moyen de réduire 1’énergie du systéme en faisant par exemple disparaitre certaines surfaces.
Notre hypothése est que lorsque le pH diminue de 9,5 a 7, le processus d’agglomération entre
nanocristaux adjacents s’intensifie au détriment de I’interaction AEP-apatite. Autrement dit,
les nanocristaux trés immatures formés a pH 7 s’agglomeéreraient des leur formation avant
d’avoir eu l’opportunité¢ d’interagir avec I’AEP pour former un hybride stable. Cette
hypothése, qui semble appuyée par nos données expérimentales, devra néanmoins étre validée
par exemple a 1’aide de mesures grandeurs thermodynamiques telles que les énergies de
surface (par exemple par mesures d’angles de contact sur suspensions lyophilisées et
compactées). Signalons également qu’une modification de la structuration des molécules
d’eau autour des particules pourrait par ailleurs également étre impliquée dans le phénomene
de gélification observé.

Ces considérations ont donc guidé notre démarche expérimentale en préparant les
colloides a un pH alcalin propice a I’obtention de suspensions stables ; le passage a un pH
physiologique étant envisagé dans un second temps (cet ajustement de pH a la valeur

physiologique sera détaill¢ au Chapitre 3).

Enfin, rappelons que nous avons observé que I’adsorption d’acide folique en surface
des nanoparticules était possible, et ce sans déstabiliser la suspension (les molécules AEP
demeurant, du moins dans leur majorité, adsorbées en surface). Ceci peut s’expliquer par un
greffage de type électrostatique (comme pour I’AEP) sur des ions Ca”" disponibles en surface,

menant a des complexes de surface de type folate de calcium.

Considérant 1’ensemble des éléments discutés ci-dessus, la Figure 81 donne une

illustration schématique de ce modele.
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Figure 81 : Modgele descriptif proposé pour les nanoparticules colloidales préparées ici
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CHAPITRE 3 :
CONSIDERATIONS PRATIQUES VERS UNE
APPLICATION BIOMEDICALE
ET
TESTS BIOLOGIQUES PRELIMINAIRES
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Comme nous I’avons déja mentionné dans le Chapitre 1, la mise au point et le
développement de nano-vecteurs ou nanosondes luminescentes (a des fins thérapeutiques ou
de diagnostic) requiert bon nombre de caractéristiques physico-chimiques permettant
d’envisager a terme une utilisation chez I’Homme.

Outre les aspects purement liés a I’élaboration de tels nano-systémes, en particulier
sous la forme de suspensions colloidales permettant d’envisager des modes d’administration
peu invasifs (voie intraveineuse, injection intra-tumorale...), on se doit également de prendre
en compte diverses considérations additionnelles en particulier liées a la purification de ces
nano-systémes et a 1I’étude du mode d’interaction avec les cellules/tissus biologiques.

Dans ce contexte, nous nous sommes penchés dans ce chapitre sur divers aspects liés a
ces considérations d’ordre inter-disciplinaires et se rapprochant de problématiques concretes

liées a une possible utilisation biomédicale. En particulier, nous nous sommes intéressés ici a :

I’étude d’un procédé de purification des colloides préparés,

- la possibilit¢ d’ajuster, apres synthese, le pH des suspensions a la valeur
physiologique,

- lapossibilité¢ de remettre en suspension des colloides lyophilisés,

- le comportement des nanoparticules colloidales a pH 5 simulant le pH des
compartiments cellulaires,

- la détermination de la cytotoxicité des colloides,

- Dinteraction entre nanoparticules colloidales et macrophages humains,

- une étude préliminaire de D’internalisation des nanoparticules par des cellules
cancéreuses,

- et la possibilit¢ de détecter les particules par microscopie couplée a un

spectrofluorimeétre.

Certains de ces aspects faisant appel a I’interaction entre nanoparticules et milieu
biologique, il nous a paru judicieux de rappeler en premiére partie de ce chapitre certains
concepts de base relatifs aux barrieres biologiques qu’un nano-vecteur/nano-systéme peut

avoir a franchir (selon le mode d’administration) pour atteindre sa cible.
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Partie A : Rappel bibliographique sur les principales barriéres biologiques

Les barriéres biologiques sont essentielles a la protection de notre organisme de toutes
agressions externes ou internes (thermiques, chimiques, physiques, bactéries, virus...). En
plus de leur fonction de protection, elles participent aux échanges métaboliques et gazeux
entre les tissus et le sang, nécessaires au bon fonctionnement de nos cellules. Parmi les
principales barri¢res biologiques on trouve : les épithéliums et endothéliums, les éléments du
sang et les membranes plasmiques. La barriére épithéliale concerne plutdt I’administration par
voie muqueuse, alors que I’endothélium ainsi que les éléments du sang interviennent plutot
dans I’administration par voie intraveineuse. La membrane plasmique constitue la derniére

barriére que le vecteur doit franchir.

I) Barriére épithéliale

Les ¢épithéliums sont des tissus qui marquent une bordure entre un tissu généralement
conjonctif et I’extérieur du corps, une cavité interne ou externe. Un épithélium est un tissu de
cellules étroitement juxtaposées reposant sur une lame basale qui le sépare du tissu conjonctif

[Prugnolle et Thoreau (1996)] (Figure 82).

Epithélium

Tissu conjonctif

Figure 82 : Tissu épithéliale [Prugnolle et Thoreau (1996)]
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Sa fonction de barriére est assurée par la perméabilité variable au type de molécule de sa
lame basale, et son role de défense est joué¢ par le tissu conjonctif dans les réactions
inflammatoires. L’épithélium est appelé « épiderme » ou « épithélium », selon qu’il revéte
respectivement 1’extérieur du corps ou des cavités en relation avec 1’extérieur de I’organisme
(tube digestif, voies urinaires et respiratoires). L’ensemble épiderme, lame basale et tissu
conjonctif constituent la barriére biologique la plus visible de notre organisme a savoir notre
peau. Dans le cas des cavités en relation avec I’extérieur de 1’organisme, 1’ensemble
épithélium, lame basale et tissu conjonctif est appelé la muqueuse. Les muqueuses offrent
chez I’homme une surface de contact d’environ 400 m’® [Anjuére et Czerkinsky (2007)]
constituant ainsi des cibles de choix pour ’administration de vecteurs par cette voie. Ainsi
celle-ci constitue une barriére biologique pour tous les vecteurs déstinés a étre administré par

voie muqueuse. Dans le cadre de cette thése nous ne traiterons pas de cet aspect.

IT) Endothélium et éléments du sang

Lorsqu’un vecteur est destiné a étre administré par voie intraveineuse deux barricres

biologiques interviennent : [ ’endothélium et les éléments du sang.

I1-1) Endothélium

L’endothélium est un €pithélium mais qui recouvre des cavités closes, notamment les
cavités vasculaires (intima) dans lesquelles les nanoparticules seront injectées et ou les
¢léments du sang circulent [Prugnolle et Thoreau (1996)]. Comme pour le tissu épithélial, les
cellules endothéliales sont jointives et reposent sur une lame basale et un tissu conjonctif qui

participe a la défense immunitaire (Figure 83) :
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Globul e rouge

Cellule endothéliale

Noyau

Membrane basale Péricyte

Figure 83 : Endothélium [Prugnolle et Thoreau (1996)]

Sa fonction de barriére biologique est également assurée par la présence de pores de 9
a 50 nm de diametre [Fukumori et Ichikawa (2006)], dans le cytoplasme des cellules
endothéliales, qui ne laissent traverser que des molécules de petites tailles. Dans le cas d’une
tumeur la structure du tissu endothélial est cependant différente. En effet celui-ci est alors
discontinu pour permettre une meilleure vascularisation des cellules tumorales et acheminer
ainsi plus d’éléments nutritifs nécessaires a leur prolifération [Andrieux et al. (2003)]. A
certains endroits la lame basale est totalement absente et une trés grande partie des pores ont
une taille de I’ordre de 100 nm [Taylor et Granger (1983)]. Cette différence de structure entre
le tissu sain et le tissu tumoral facilite donc la traversée des nanoparticules a travers
I’endothélium malade a condition que celles-ci soient inférieures a 100 nm [Maitani et al.
(1997) ; Fukumori et Ichikawa (2006)]. D’autre part le manque de présence (dans le tissu
tumoral par rapport a un tissu sain) de cellules lymphatiques nécessaires a 1’élimination
d’élément étranger, favorise ’internalisation des nanoparticules par les cellules tumorales

[Maeda (1992)].
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I1-2) Eléments du sang

Le sang est un tissu fluide formé de plasma et de cellules sanguines appelées éléments figurés

du sang [Prugnolle et Thoreau (1996)] :

-Le plasma :

II représente 55% de volume sanguin. Composé de fibrinogene (glycoprotéine) et de
serum, le plasma est un liquide de pH 7,4 dans lequel baignent les cellules sanguines. Le
fibrinogeéne joue un role important dans le phénoméne de coagulation (transformation en
fibrine et formation de caillot). Le sérum représente la fraction du plasma qui se sépare du
caillot a la fin de la coagulation. Il contient des nutriments (lipides, glucides, sels minéraux,
eau) et des hormones nécessaires au bon fonctionnement et au développement de nos cellules.
Le sérum contient également plus de 3700 types de protéines différentes [Cedervall et al.
(2007)]. Certains d’entres elles, appelées opsonines, telles que les immunoglobulines de type
G (IgG), les ¢éléments du « complément », et la fibronectine [Maillet (1995) ; Andrieux et al.
(2003)] ont pour rdle d’alerter les cellules de I’'immunité (ex: macrophages) du systeme
réticulo-endothélial (RES) (cf Les éléments figurés du sang) quant a la présence d’éléments

étrangers.

-Les éléments figurés du sang :

IIs représentent 45% du volume sanguin. Les ¢léments figurés du sang sont synthétisés
dans la moelle osseuse sous la forme de cellules souches dites « totipotentes » [Prugnolle et
Thoreau (1996)]. Celles-ci, sous I’influence de certains facteurs vont se différencier en
plaquettes, globules rouges, et globules blancs. 1ls constituent les trois groupes des éléments
figurés du sang. Les plaquettes (ou thrombocytes) interviennent dans la coagulation du sang.
Les globules rouges (ou hématies) ont pour fonction de transporter le CO, des tissus aux
poumons et le O, des poumons vers les tissus. Le dernier groupe d’éléments figurés sont les
globules blancs (ou leucocytes) qui jouent un role fondamental dans la défense immunitaire de

I’organisme contre tout corps considéré comme étranger : virus, bactéries, voir vecteurs...
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Il existe trois variétés de leucocytes: les granulocytes, les lymphocytes et les
monocytes. Les monocytes, ou plus précisément les macrophages (leur forme mature),
assurent la phagocytose (destruction par digestion) du corps étranger alors appelé antigene.
Les leucocytes présents dans le sang, le tissu conjonctif, les ganglions, la rate et la moelle
osseuse, constituent le systeme réticulo-endothélial (SRE), avec les cellules de Kupffer du foie
(qui possedent également une capacité d’absorption et de digestion de 1’antigéne). Ce systéme
SRE a en particulier pour fonction de synthétiser les ¢léments figurés du sang mais également
d’orchestrer par des mécanismes immunitaires complexes la destruction des antigenes
détectés dans la circulation systémique [Goppert et Miiller (2005)].

Dans le cas des macrophages, ce sont plus particulicrement les cellules du foie
(cellules de kupffer) et d’'une zone marginale de la rate qui assurent I’élimination du corps
¢tranger [Andrieux et al. (2003)]. On parle dans ce cas de systeme des phagocytes
mononuclées (SPM) issus des monocytes [Prugnolle et Thoreau (1996)]. Dans le processus de
reconnaissance d’¢léments étrangers dans la circulation sanguine, une des étapes clés est
I’adsorption a leur surface d’opsonines présentes dans le plasma sanguin [GOppert et Miiller
(2005)]. Ces protéines ont pour rdle, dans la défense immunitaire, de se combiner aux
antigenes (ou débris cellulaires) pour permettre leur détection par les macrophages et faciliter
leur phagocytose (internalisation dans le macrophage par endocytose et dégradation dans les
lysosomes grace aux enzymes lysosomiales). En effet les opsonines sont reconnues par des
récepteurs spécifiques localisés a la surface des macrophages du systtme SPM [Maillet
(1995)].

Les nano-systémes a visée diagnostique ou thérapeutique (vecteurs) pouvant é&tre
identifiés comme « éléments étrangers », nous allons dans la partie suivante préciser la notion
d’interactions nanoparticule-protéine, qui peuvent s’établir dés les premiers instants apres

administration.

I1-3) Interaction nanoparticule-protéine

La notion d’interaction « nanoparticule-protéine » est fondamentale dans Ia

compréhension du devenir immédiat et a long terme du vecteur apres injection dans la

circulation sanguine. Ceci inclut non seulement les interactions avec les opsonines, mais

¢galement potentiellement toute autre protéine présente dans le milieu.
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L’étude détaillée de complexes « nanoparticule-protéines » permet d’identifier les
altérations éventuelles provoquées par ’adsorption des protéines sur les caractéristiques
physico-chimiques de la nanoparticule, voire de mettre en évidence des modifications de
fonction biologique des protéines a 1’état adsorbé [Lynch et al. (2008)].

Du point de vue des nanoparticules (par exemple stabilisées sous forme colloidale par
greffage d’un agent dispersant), une des conséquences que I’on peut aisément anticiper est le
risque de désorption de 1’agent dispersant (compétitivité d’adsorption avec des protéines
environnantes), nécessaire a la stabilit¢ de la suspension. Ceci peut alors conduire a
I’agrégation des nanoparticules dans la circulation systémique et provoquer un risque
potentiel d’embolie pour le patient [Couvreur et Vauthier (2006)].

Rappelons par ailleurs que les protéines sont constituées d’acides aminés dont
I’agencement ou plus exactement le repliement constitue la conformation protéique, qui
contribue a conférer a la protéine sa fonction biologique. Il n’est donc pas a exclure que
I’interaction nanoparticule-protéine puisse engendrer des modifications conformationnelles
pouvant conduire a un dysfonctionnement [Lynch et al. (2008)]. Cela pose potentiellement le
probléme de la toxicit¢ que la nanoparticule peut induire sur le fonctionnement du
métabolisme. Enfin I’étude de I’interaction « protéine-nanoparticule », malgré sa complexité,
permet d’identifier les différents paramétres (taille, forme, charge, propriétés
hydrophiles/hydrophobes...) de la nanoparticule qui influencent 1’identité et/ou la quantité de
protéines adsorbées. Ainsi, les parametres taille et forme ont plutdt un impact sur la quantité
de protéines adsorbées, alors que les parameétres chargés (négative, nulle, positive), propriétés
hydrophiles/hydrophobes ont un impact aussi bien sur la quantité que sur [’identité des
protéines (Tableau 22).

Il faut néanmoins garder a I’esprit qu’en raison de la complexité du milieu biologique,
chaque type de systéme aura un profil d’interaction « nanoparticule - protéine» particulier,

dépendant en particulier de la nature chimique du vecteur.
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Parameétres physico-
chimiques de la

nanoparticule

Effet sur I’interaction avec les protéines

Références bibliographiques

Charge de surface

Plus la charge est neutre, plus I’opsonisation

est lente.

[Roser et al. (1998)]
[Owens et Peppas (2006)]

Propriétés

hydrophile/hydrophobe

¢ Les nanoparticules hydrophobes
s’opsonisent plus rapidement que
les nanoparticules hydrophiles.

e L’hydrophilie et I’hydrophobie
influencent a la fois la quantité et

I’identité de la protéine.

[Carstensen et al. (1992)]
[luck et al. (1998)]
[Goppert et Miiller (2003)]
[Goppert et Miiller (2005)]
[Cedervall et al. (2007)]

Taille et forme

Elles influencent la quantité de protéines
adsorbées mais ont peu d’effet sur leur

identité

[Cedervall et al. (2007)]

Tableau 22 : Différents parameétres influencant I’interaction « nanoparticule-protéines»

Comme évoqué précédemment, le plasma humain contient plus de 3700 protéines

différentes [Cedervall et al. (2007)] dont environ 50 ont été identifiées en association avec une

trés grande variété de nanoparticules, destinées aussi bien au traitement qu’au diagnostic de

tumeurs. Parmi ces 50 protéines on trouve en grande majorité 1’albumine, la famille des

immunoglobulines G (IgG), la fibronectine et les apolipoproteines (Tableau 23).

Cedervall et al.

(2007) ont suggéré que ce profil particulier d’interaction

« nanoparticule-protéine », s’expliquait par I’abondance de ces protéines dans le sang.

Néanmoins, ces protéines peuvent dans un second temps étre déplacées par d’autres moins

abondantes mais ayant une meilleure affinité avec les nanoparticules, et ceci en quelques

secondes [Vroman et al. (1980); Vroman et Adams (1986)]. Ce processus de compétition

entre les protéines est appelé «Effet Vromany.
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Nanoparticules (systémes)

Protéines identifiées

Références bibliographiques

Liposomes

Albumine, fibronectine,
apolipoprotéines, IgG, IgM, al-

antitrypsin, o2-macroglobuline

[Diederichs. 1996]

Nanoparticules lipidiques,

recouvertes du poloxamer 188

Fibronectine, IgG, IgM,
apolipoprotéines, transthyretin,

albumine

[Goppert et Miiller (2003)]

Nanoparticules
d’acide polylactique recouvertes de

polyéthyleéneglycol (PEG)

Fibronectine, IgG, apolipoprotéines,

albumine

[Gref et al. (2000)]

Nanoparticules d’oxyde de fer

Albumine, fibronectine,
apolipoprotéines (A-1), IgG, IgM,
C3b

[Thode et al. (1997)]

Nanotubes de carbone

(mono paroi)

Albumine, apolipoprotéines,

fibronectine, Clq

[Salvador-Morales et al. (2006)]

Tableau 23 : Protéines les plus fréquemment retrouvées a la surface de nanoparticules a visé
biomédicale

Lorsque des nanoparticules sont incubées dans une solution protéique, se sont les
protéines les plus abondantes qui vont se fixer en premier. L’adsorption de protéines a la
surface de la nanoparticule se décompose en deux temps : il y a d’abord un transfert
(diffusion) de la protéine, suivi de sa fixation a la surface de la nanoparticule. La fixation
protéique sur un substrat peut faire intervenir différents types de liaisons dont les liaisons
hydrogéne et les liaisons ¢électrostatiques. Par exemple, Dong et al. (2007) ont montré que la
fixation de la protéine BMP-2 (facteur de croissance) a la surface d’apatites est assurée par
trois types de liaisons électrostatiques. La premicre est effectuée entre des fonctions COO™ de
la protéine et des ions Ca*" présents a la surface de I’apatite. Les deux autres liaisons sont des
liaisons hydrogéne réalisées entre les groupements OH et NH, de la protéine et les ions PO,
de I’apatite.

Lorsque des nanoparticules sont incubées dans du plasma, donc en présence de
nombreuses protéines, 1’adsorption protéique peut souvent se décrire par des isothermes de
type Langmuir ou Freundlich [Lee et Kim (1974)]. L’adsorption se déroule en deux phases :
une premiere phase rapide de fixation des protéines (les plus abondantes), suivie d'une phase
de plateau ou la surface de la nanoparticule n'adsorbe plus de protéines. En effet, a ce stade un

équilibre s’établit entre protéines dissoutes et protéines adsorbées. La nature de la surface de
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la nanoparticule conditionne cet échange. Ainsi si la surface de la nanoparticule est
hydrophile, elle adsorbera plutdt 'albumine ; en revanche pour une surface hydrophobe, celle-
ci adsorbera plutdt du fibrinogéne. L'adsorption protéique peut €galement entrainer des
modifications de la surface de la nanoparticule : ainsi, des polymeéres a surface initialement
hydrophobe peuvent devenir hydrophiles aprés adsorption protéique.

Vroman et al. (1980) ont montré que des nanoparticules lipidiques placées dans du
plasma humain sont d’abord recouvertes par de I’albumine, protéine la plus abondante du
plasma, (3500-5000 mg/100ml™") [Blunk et al. (1993)]. Celle-ci est ensuite remplacée par du
fibrinogéne, moins abondant (200-450 mg/100ml™) [Blunk et al. (1993)], 'IHRP (protéine de
concentration non déterminée mais inférieure a celle du fibronogene) [Goppert et Miiller
(2005)] et enfin par une apolipoprotéine « 1’apoJ » (3,5-10,5 mg/ml'l) [Blunk et al. (1996)].
D’autre part, la conformation en a-hélice de cette dernicre est relativement flexible [Graham
et Philips (1979)], ce qui lui permet de s’adapter et d’améliorer sa surface de contact avec la
nanoparticule. D’ailleurs la flexibilité de sa structure lui en fait une protéine tres efficace pour
I’¢élimination de résidus non-polaires.

Contrairement a 1’albumine et au fibrinogeéne, qualifiés de « hard proteins » [Arai et Norde
(1990) ; Philips (1992)], les apolipoprotéines sont ainsi qualifiées de «soft proteins »
[Graham et Philips (1979)].

Un tel échange successif de protéines adsorbées sur les nanoparticules s’explique par
des affinités croissantes pour la surface en question. Ainsi, les protéines les plus abondantes
fixées en premier lieu cédent leur place a des protéines moins nombreuses mais présentant
une affinité plus importante pour la surface du vecteur.

La fixation de protéines a la surface de la nanoparticule peut avoir a la fois des
avantages et des inconvénients [Sant et al. 2008]. Par exemple, la fixation d’apolipoprotéines
peut faciliter la traversé des barrieres hemato-encéphaliques [Goppert et Miiller (2005)], mais
¢galement augmenter 1’¢limination des nanoparticules par les cellules du systtme SPM
[Owens et Peppas (2006)]. Ainsi pour des nanoparticules lipidiques injectées dans la
circulation systémique, 90% des celles-ci [O’Mullane et al. (1987)] sont éliminées par les
cellules du systtme SPM et ceci au bout de 5 minutes [Illum et al. (1987)]. Une des
problématiques rencontrées pour la mise au point de systeme a long temps de circulation
consiste alors a éviter I’interaction entre nanoparticules et protéines, ce qui est I’objet du point

suivant.
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I1-4) Comment « éviter » I’interaction protéine-nanoparticule ?

Comme nous venons de 1I’évoquer ci-dessus les protéines peuvent étre considérées, du
moins dans certains cas, comme une « barriere » biologique additionnelle qui peut altérer
et/ou initier I’élimination prématurée des nanoparticules en alertant le systéme SPM.

Une stratégie déployée afin d’empécher 1’approche et I’ancrage de protéines a la
surface de nano-systémes consiste a protéger ou encore « masquer » leur surface [Gref et al.
(2000)]. Cette protection a par exemple pu étre réalisée par le greffage de polymeres (cf
Tableau 24) jouant un réle de «bouclier protecteur » grace a la répulsion stérique qu’ils
engendrent.

Parmi les polymeres les plus utilisés, le polyéthyléne-glycol (PEG) constitue une
protection efficace. En effet, ce polymere hydrophile et flexible, greffé par des liaisons
covalentes [Kohler et al. (2004)] ou adsorb¢ a la surface de la nanoparticule [Bhattacharya et
al. (2007)] a démontré son efficacité¢ sur de nombreux systémes. Il limite considérablement
I’adsorption a la fois de protéines de type albumine, fibrinogene et des protéines sentinelles
(C3). Woodle et Lasic (1992) ont ainsi montré que le greffage de PEG a la surface de
liposomes a pour effet d’augmenter leur temps de demi-vie dans le torrent circulatoire et d’en
diminuer 1’élimination par les cellules du systtme SPM. Il a également été montré dans cet
exemple que cette absence de reconnaissance par le systtme SPM, appelé caractére « furtif »,

est d’autant plus prononcé que :

1) lataille du liposome est petite,

2) le poids moléculaire du PEG est supérieur ou égal a 2000 D [Andrieux et al.
(2003)].

3) La densit¢ de PEG entourant les nanoparticules est importante [Andrieux et al.

(2003)].
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Polymeéres greffés en surface de

la nanoparticule

Formules semi-développées

Références bibliographiques

Polyéthyléne glycol (PEG)

o H
‘E \/g‘()/
H n

[Andrieux et al. (2003)]

Poloxamer CH, [Goppert et Miiller (2003)]
sbo~ToANlonL o,
Poloxamine | CHy : [Moghimi et al. (1993)]
nlo” \1—-0 o—c/ o—H
v J\;m-‘:uzi:mz //L
H'|'D.,, )—0 \\r o-j—H
o - cz
Dextran H [Lemarchand et al. (2006)]
OH E
OHE
o)
OH
QH
Polysorbate CssH 14046 (P [Goppert et Miiller (2005)]
Chitosane COCH, [Donadel et al. (2008)]
OH |
NH
. o OH
o
OH ©
NH, OH
Phospholipides @ [Duan et al. (2008)]

D Pour des raisons de clarté la formule semi-développée de polysorbate n’est pas présentée.

@ La structure des phospholipides sera rappelée dans la partie III-1 ci-dessous.

Tableau 24 : Quelques exemples de polyméres greffés a la surface de nanoparticules pour

IIT) Membrane plasmique

limiter I’interaction protéique

II1I-1) Rappels sur la membrane plasmique

Dans le long chemin périlleux que doit traverser le vecteur pour atteindre la cellule

cible, la membrane cellulaire (membrane plasmique) constitue la dernic¢re barriére biologique

que doit franchir le vecteur pour agir a des fins thérapeutiques et/ou diagnostiques. Cette

membrane est constituée par un assemblage de lipides et de protéines (souvent glycosylées)

(Figure 84).
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Protéine glycosylée

Chaine polysaccharide : Milieu extracellulaire

Double couche lipidique

Milieu intracellulaire

Protéine intramembranaire

Figure 84 : Représentation de la membrane plasmique [Maillet (1995)]

Les lipides, principalement les phopholipides, se disposent en double couche (double
feuillet) pour réaliser une barri¢re presque imperméable aux molécules hydrosolubles.

Les groupes polaires des phospholipides occupent la face externe (feuillet osmiophile
externe) et la face interne (feuillet osmiophile interne) de la membrane cellulaire. La téte
polaire est une association de trois molécules :

- un groupement terminal (ex : choline (a), éthanolamine (b), sérine (c))

- un phosphate

- une molécule de glycérol

Les groupes apolaires se situent dans le feuillet médian osmiophobe : leurs chaines
carbonées (chaines aliphatiques saturées: -CH,-CH,-CH,... ou insaturées -CH,-CH=CH-
CHo,...) sont orientées perpendiculairement de la membrane dans I’espace séparant les groupes

polaires (Figure 85).
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Figure 85 : Schéma de molécules lipidiques formant la membrane plasmique

Les principaux lipides membranaires comprennent les phospholipides, le cholestérol et
les glycolipides : les phospholipides (phosphatides ou glycérophosphatides) résultent de
I’estérification du glycérol par deux acides gras et par un acide phosphorique. Présents sous
diverses formes (acides phosphatidiques, phosphatidyl-éthanolamine...), ils jouent un role
important dans la fluidit¢é de la membrane plasmique. En effet la présence ou 1’absence de
double liaison dans la chaine aliphatique détermine la fluidité de la membrane. Le cholestérol
posséde un groupement polaire et un noyau stéroide. Les molécules de cholestérol en
s’intercalant entre les chaines aliphatiques des lipides jouent le role de renfort mécanique.

Enfin les glycolipides, quant a eux, interviennent dans la détermination du groupe sanguin.

Outre les (phospho)lipides constitutifs de la membrane cellulaire, on peut également
noter I’existence de protéines membranaires ; celles-ci pouvant jouer un role de barriere
« additionnelle », notamment par la présence a leurs extrémités de groupements chargés de
type amino-terminal (NH,) et carboxy-terminal (COOH), pouvant potentiellement interagir
avec les nano-systémes administrés. Ces protéines sont cependant moins nombreuses que les
lipides (50 lipides pour 1 protéine), mais plus importantes par leur taille (30 a 50 fois plus
volumineuses que les lipides). En fonction des acides aminés qui la constituent, tout au long
de la protéine, alternent des zones hydrophobes et hydrophiles. On distingue deux types de

protéines : les protéines membranaires intrinséques et les protéines membranaires
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périphériques. Les protéines membranaires intrinséques traversent en une ou plusieurs fois la
membrane plasmique (Figure 86). Leurs parties hydrophobes sont dans la zone
intramembranaire. Elles interagissent avec les chaines carbonées des lipides. Les extrémités
hydrophiles terminent, I’une dans I’espace extracellulaire, I’autre dans le cytoplasme. Quelle
que soit leur localisation, ces extrémités peuvent étre soit amino-terminales soit carboxy-
terminales. Les protéines membranaires périphériques peuvent étre extra ou intracellulaires.
Elles sont liées par D’intermédiaire de chalnes d’acides gras ou d’oligosaccharide
respectivement au milieu extra ou intracellulaire. Outre leur réle dans les échanges
métaboliques (substances nutritionnelles, informations hormonales...), elles participent
¢galement aux mécanismes de reconnaissance cellulaires et a la fixation de virus, toxines ou

encore de médicament.

Milieu extracellulaire

Chaine polysaccharide

200801 ‘eassed B B LLsaeaness
$6b845] | [66060060

Chaine polypeptidique o ]
Milieu intracellulaire

Figure 86 : Les protéines intrinseéques [Maillet (1995)]

A travers son architecture et ses constituants (lipides et protéines) la membrane
plasmique joue ainsi un rdle essentiel dans la pénétration de substances (et donc de
nanoparticules) dans le milieu intracellulaire. Selon les cas, le processus de pénétration peut
engendrer ou non une modification de morphologie de la membrane plasmique : on parlera

alors respectivement de transport cytotique et de transport passif.
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II1-2) Transport passif et transport cytotique

I11-2-a) Transport passif

Le transport passif est le passage d’un ion ou une molécule a travers les pores de la
membrane cellulaire. Ce mode de transport n’induit pas de modification notable de la
membrane cellulaire. Plusieurs parameétres évoqués précédemment tels que la taille, la charge,
I’hydrophilie/hydrophobie, entrent en jeu dans la facilit¢ avec laquelle une nanoparticule

pénetre ou non la membrane plasmique de la cellule :

-La taille de la nanoparticule : la vitesse de pénétration est inversement
proportionnelle a son volume.

-L’absence de polarité : une nanoparticule polarisée ne traverse pas ou peu la
membrane plasmique (par transport passif).

-L’absence de charge : une nanoparticule chargée et ayant un degré élevé
d’hydratation, ne pénétre pas la membrane.

-Le coefficient de partition (rapport solubilité dans les lipides/ solubilit¢ dans I’eau) :
Plus ce rapport est élevé, plus la facilit¢ de passage transmembranaire de la substance
augmente. Ainsi les molécules telles que les alcools ou les aldéhydes, traversent tres
rapidement la membrane plasmique.

-Le gradient de concentration : la vitesse de progression a travers la membrane repose
(si le transport est possible) sur la différence de concentration de la molécule de part et d’autre
de la membrane. Plus le gradient de concentration est important, plus la vitesse de migration

de la molécule est rapide vers la zone de faible concentration.

I1I-2-b) Transport cytotique

Le transport cytotique correspond a la pénétration des substances grace a des
mouvements de petite amplitude de la membrane plasmique, qui aboutissent a la formation,
(par endocytose, phagocytose, exocytose) de vacuoles ou vésicules contenant le matériel a
transporter. Une fois ces vacuoles formées, le matériel contenu a I’intérieur (ex : vecteur)
pourra jouer son role, voire étre éliminé par voie chimique. Concernant les nanoparticules, se
sont les processus d’endocytose et de phagocytose qui sont les plus fréquemment rencontrés.

Nous allons donc ici nous limiter a décrire plus précisément ces deux processus.
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L’endocytose :

L’endocytose d’une entité extracellulaire fait appel a des récepteurs membranaires
regroupés en « puits ». Apres reconnaissance de 1’entité extracellulaire, le puits recouvert de

récepteurs s’invagine rapidement pour finir par s’isoler (Figure 87).

Puits recouvert de récepteurs

Récepteur

Vésicule libérée des molécules de
clathrine ou endosome

Figure 87 : Mécanisme d’endocytose (d’apreés Darnell, [Maillet (1995)])

Le processus d’endocytose implique généralement la médiation d’un complexe
protéique : la clathrine. Celle-ci est constituée de trois longues chaines polypeptidiques et de
trois chalnes polypeptidiques courtes, qui constituent un édifice a trois pieds (triskélion)
(Figure 88a). Avant endocytose, la membrane plasmique se recouvre sur sa face interne (dans
la région ou l’intériorisation se produira) d’un réseau hexa- ou pentagonal de clathrine.
L’assemblage des triskélions aboutit a la formation d’une sorte de corbeille a mailles

hexagonales ou pentagonales dans laquelle se trouve 1’entité invaginée (Figure 88b).
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Membrane de
la vésicule
d’endocytose

Molécules de clathnne/

b)

: Chaine
polypeptidique
[: Chaine

Polypeptidique

Figure 88 : a) Molécule de triskélion b) Représentation tridimensionnelle d’une vésicule
d’endocytose

Une fois cette vésicule formée, trés rapidement (sous I’action d’une enzyme 1’ATPase
de «déshabillage »), la vésicule se débarrasse des molécules de clathrine. En perdant ce
revétement, elle se transforme en endosome qui fusionne avec une vésicule « découplante »
dénommée CURL (compartment of uncoupling of receptor and ligand) comme indiqué sur la
Figure 89. L’¢limination des entités ayant subi I’endocytose est alors dépendante de leur
stabilit¢ a un pH acide de I’ordre de 5 [Lee et al. (1996)] présent dans le compartiment
endosomal (lequel possede des pompes a protons lui permettant un ravitaillement en continu).
L’endosome se scinde alors en deux parties : une partie contenant I’entité (ex : vecteur) qui se
retrouve dépourvue de récepteurs, et une partie qui bourgeonne en vésicule et qui regroupe
I’ensemble des récepteurs. Cette vésicule retourne alors vers la membrane plasmique pour s’y

intégrer (exocytose) et recycler ainsi les récepteurs membranaires (Figure 89).
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Vésicule

Membrane - ond / @
cellulaire eparation des
récepteurs (pH acide)

Lysosome (pH
acide)

Figure 89 : Evolution d’une vésicule d’endocytose (d’aprés Darnell, Maillet (1995)]

La phagocytose :

Comme nous ’avons évoqué précédemment, la phagocytose est un phénomene qui
intervient notamment dans la défense immunitaire. Elle concerne en particulier les cellules du
systeme des phagocytes mononuclées (SPM) telles que les macrophages. Elle intervient dans
la destruction de corps étrangers (ex: bactérie, vecteur [Abra et Hunt (1981)]) mais également
dans I’élimination de débris cellulaires. Notons que la phagocytose se déroule en plusieurs
étapes (Figure 90):

- L’opsonisation (fixation de proté€ines sur le corps étranger)

- Le chimiotactisme (migration des granulocytes vers le corps étranger)

- Le contact (formation d’excroissances par les granulocytes autour du corps étrange)

- L’adhésivité (formation de complexes récepteur-ligand)
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- La phase rhéologique (formation d’une vacuole (phagosome) dans laquelle le corps

étranger pourra étre éliminé).

Chimiotactisme Onsonistaion Phagocytose Destruction et Mort éventuelle
digestion de la cellule

Figure 90 : Mécanisme de phagocytose (dépares Darnell, Maillet (1995)]
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Partie B : Etude du processus de purification des colloides par dialyse

La purification de nano-systémes colloidaux développées a des fins biomédicales
apparait comme une problématique en soi. Le procédé de purification se doit en effet
d’éliminer les possibles résidus de synthése qui pourraient contrecarrer les propriétés
biologiques ; d’ailleurs la pureté des échantillons a visée biologique/médicale est largement
prise en compte dans les aspects réglementaires associés au développement de nouveaux
systémes dans ce domaine d’activité.

Dans ce travail, nous avons abordé la purification des suspensions par le procédé de
dialyse. Rappelons que deux catégories de procédés sont en général rencontrées dans le but de
purifier des suspensions nanométriques :

Une premicre approche consiste a séparer dans une étape préliminaire les particules
solides de la phase liquide par filtration ou par séchage rapide (lit fluidisé...) suivi d’un
lavage de la poudre ou du gel obtenu a I’aide du solvant approprié (par exemple 1’eau).
Cependant, cette procédure n’est pas directe puisqu’elle nécessite deux sous-étapes, par
ailleurs, la phase de filtration peut elle-méme s’avérer délicate (passage de particules au
travers des pores de filtration, obstruction de membranes...). Enfin, la possibilité de remettre
en suspension les particules a la fin du procédé est souvent problématique a cause d’une
agglomération irréversible entre des particules adjacentes durant la phase de séparation.

La seconde approche a au contraire pour but de laisser les nanoparticules dans un état
humide durant I’ensemble du procédé¢ de purification, afin d’éviter tout effet d’agglomération
potentielle pendant la phase de séchage. La centrifugation peut alors étre considérée ici pour
activer la sédimentation des particules, ce qui permet un échange régulier du surnageant.
Cependant, une centrifugation classique montre des limitations pour la sédimentation de
systemes nanométriques, et 1’ultracentrifugation ne peut €tre mise en ceuvre que pour la
purification de petits volumes de suspension (coit élevé d’utilisation, en temps et en énergie).

En se basant sur ces considérations, nous avons donc étudié ici, d’un point de vue
physico-chimique, la possibilit¢ de purifier nos colloides hybrides en faisant appel a un
procédé de dialyse, en conditions aqueuse. La dialyse représente en effet une autre méthode
de purification permettant de rester en milieu humide durant I’ensemble du processus de
purification de suspensions nanométriques. Ce procédé¢ est d’ailleurs déja utilisé en médecine.

Contrairement a [I’ultrafiltration ou a [osmose inverse, la dialyse ne nécessite pas
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I’application d’un gradient de pression, ce qui représente donc un avantage conséquent et
reste une méthode relativement peu colteuse.

La dialyse est basée sur la diffusion de molécules a travers une membrane perméable,
et ce a I’aide d’un gradient de concentration [Pastor et Pauli (1995)] qui est appliqué de part et
d’autre de la membrane. Les substances dissoutes (ions n’ayant pas réagi, molécules
organiques non adsorbées...) passent alors de la partie de forte concentration (a I’intérieur de
la membrane de dialyse, généralement tubulaire) vers la région de faible concentration (a
I’extérieur de la membrane).

Dans ce travail, chaque dialyse a été réalisée a 1’aide d’'une membrane tubulaire de
cellulose (longueur: 15 cm, diamétre : 3 cm, seuil de coupure: 6000-8000 Daltons),
préalablement placée dans I’eau désionisée pendant 5 min pour une hydratation préliminaire.
Les 25 ml de la suspension a dialyser ont €té introduits en une seule étape. La membrane a été
suspendue verticalement et introduite dans le milieu de dialyse (800 ml d’eau désionisée) sous
agitation constante. Ce milieu de dialyse a alors été échangé de fagon réguliere (jusqu’a 3
jours) afin de régénérer le gradient de concentration et accélérer le processus de purification.

Le principe de base de la purification par dialyse est reporté sur la Figure 1.

Clip Nanoparticules coté Coté
\ donneur accepteur

Substances dissoutes

Membrane o
.

_‘.:' OOO
OV

039

Barreau aimanté

®
°¢

v

O Pores

/

Membrane

Figure 91 : Schéma de principe du processus de dialyse

Dans un premier temps, la progression de la purification par dialyse a été suivie dans
le cas de colloides exempts d’europium, sur un total de 3 jours a température ambiante. Le
milieu de dialyse a été changé toutes les 4 heures (excepté la nuit, celle-ci ayant duré 16

heures). L’évolution de la dialyse en fonction du temps a alors été suivie par analyse
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spectroscopique FTIR sur suspensions préalablement récupérées et lyophilisées (Figure 92a).
Cette technique est en effet une technique de choix pour la détection de divers types

d’impuretés (notamment des ions nitrates).

a)
5,0
4,54
40 —_k After 76 hours of dialysis
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8 ] After 28 hours of dialysis
§ 2,5
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Figure 92 : Evolution a) des spectres FTIR en fonction du temps de dialyse pour une
suspension exempte d’europium, et b) rapport d’intensités V7s4/ V4(POy)

A t=0, le spectre FTIR indique des bandes d’absorption larges, en particulier a 3176,
1000 et 500 cm™ dues a la présence de grandes quantités de sels initiaux n’ayant pas réagi.
Bien que le spectre caractéristique de la phase apatitique ne soit pas aisément identifiable

compte-tenu de recouvrements de bandes, les absorptions a 1024 and 601 cm™ sont cependant
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caractéristiques des modes de vibration Vs et V4 des groupements phosphates de 1’apatite. Par
ailleurs, 1’observation d’un pic 4 1383 cm™ caractéristique des ions nitrates apparait comme
un paramétre « interne » permettant de suivre ’avancement du procédé de purification, du
moins pour les hautes concentrations en nitrates. Enfin, la bande FTIR observée a 754 cm'l,
attribuée a la présence de molécules d’AEP, est notée.

Apres 2 h de dialyse, le spectre FTIR indique que I’intensit¢ de la bande nitrate a
commencé a diminuer, témoignant de la migration de ces espéces chimiques du coté
« donneur » de la membrane vers le coté « accepteur » (voir Figure 91). Ceci est également
confirmé par la meilleure détection des bandes d’absorption IR des groupes phosphates de
I’apatite ainsi que de la bande a 754 cm™ due a la présence d’AEP sur les nanoparticules.
Cependant, le spectre FTIR caractéristique de I’apatite ne demeure que partiellement visible a
ce stade. Au contraire, apres 4 h de dialyse, le spectre FTIR révele qu’une partie importante
des especes n’ayant pas réagi a été transférée vers le milieu de dialyse, hors de la membrane.
Néanmoins, la présence d’ions nitrate est toujours détectée a 1383 cm™. Les données de
spectroscopie FTIR indiquent que le processus de purification du colloide est achevé apres
environ 24 h de dialyse (Figure 92a). En effet, a t = 24 h, aucune trace de sels résiduels n’a été
détectée par spectroscopie FTIR et toutes les bandes caractéristiques de la phase apatitique (en
particulier a 1095, 1024, 875, 601 and 563 cm'l).

Le suivi de Iintensité de la bande liée 3 PAEP a 754 cm™ est un autre moyen
d’évaluer I’efficacité de la dialyse. En effet, cela permet de suivre la quantité totale d’AEP
dans le systéme (incluant les molécules d’AEP non greffées de maniere stable sur les
particules). La Figure 92b montre 1’évolution du rapport entre 1’intensité de la bande a 754
cm’ et la bande (multiple) présentant un maximum a 565 cm™ (et correspondant a v4(PO4) de
I’apatite). La courbe obtenue en fonction du temps fait apparaitre une diminution importante
de la quantit¢ d’AEP dans le systeéme, particulicrement durant les 4 premicres heures de
dialyse. Au contraire, la teneur en AEP apres environ 10 h de dialyse atteint une stabilisation,
qui témoigne alors de 1’élimination compléte des molécules d’AEP n’ayant pas réagi. Les
analyses chimiques sur les nanoparticules dialysées a ce stade indiquent un rapport molaire
AEP/apatite de 0,81 (avec une phase apatitique présentant un rapport molaire Ca/P proche de
1,40).

Signalons qu’une augmentation progressive de la viscosité de la suspension en cours
de dialyse a été observée (en particulier apres 5 h). Cependant, la quantification de la viscosité
de telles suspensions s’est avérée relativement complexe a cause de leur caractére non

« Newtonien », et un comportement pseudo-plastique avec une viscosité apparente dépendant
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du taux de cisaillement appliqué. De facon générale, nous avons néanmoins évalué la
viscosité apparente initiale des suspensions dans la gamme 1-2 mPa.s pour des taux de
cisaillements de 100-1000 s, valeur qui augmente de plus d’un ordre de magnitude aprés
dialyse. Une telle variation de la viscosit¢ de la suspension pendant dialyse est
vraisemblablement liée a la désorption de certaines molécules d’AEP, permettant alors la
formation de quelques ponts inter-particulaires ; ce qui est d’autant plus plausible dans le cas
de tels cristaux ioniques ou les phénomenes de dissolution-reprécipitation sont souvent
observés en surface (une reprécipitation partielle se faisant alors en milieu moins riche en
AEP que lors de la synthése). Bien que les résultats ci-dessus montrent que le processus de
dialyse demeure efficace malgré une augmentation de viscosité, il était intéressant d’examiner
des moyens de limiter cet effet.

Une manipulation a alors ¢été effectuée dans un milieu eau désionisée enrichie en AEP
afin de limiter spécifiquement le départ de quelques molécules d’AEP initialement associées
aux nanoparticules solides (ceci ayant pour effet de diminuer spécifiquement le gradient de
concentration en AEP de part et d’autre de la membrane). Dans ce cas, le spectre FTIR (apres
lyophilisation) a indiqué une quantité plus importante d’AEP, confirmant la migration plus
lente de ces molécules a travers la membrane dans ces conditions expérimentales. Cependant,
nous n’avons pas noté une diminution significative de viscosité dans ce cas.

Une autre cause possible pour la modification des interactions AEP-apatite peut étre la
diminution du pH subie pendant le procédé de dialyse. Une expérience a donc été menée en
milieu alcalin, a pH 9, par ajout de soude dans I’eau de dialyse. Cependant, de nouveau, aucun
changement majeur de viscosité finale post-dialyse n’a été observé.

Dans ce contexte, [’augmentation de viscosit¢ semble alors pouvoir é&tre
principalement reliée au départ, pendant dialyse, des contre-ions localisés autour de chaque
particule, menant alors a 1’établissement de nouvelles interactions inter-particules voire eau-
particules. Cependant, puisqu’aucune sédimentation n’a été observée pendant le processus de
dialyse, remarquons que ces nouvelles interactions entre particules demeurent faibles et ne
menent pas a la déstabilisation du colloide, ni a un blocage du processus de purification.

Toutes les considérations précédentes ont également été validées pour les suspensions
dopées a I’europium (Figure 93). On peut cependant noter que le processus de dialyse semble
se terminer aprés 28 h de traitement, contre 24 h environ pour les suspensions exemptes
d’europium. Il semble raisonnable d’attribuer les causes de cette différence aux variations

intrinseéques des caractéristiques des nanoparticules sans et avec europium, en particulier en
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termes d’états de cristallinité (plus faible pour les particules dopées en raison de 1’effet

inhibiteur de I’europium).
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Figure 93 : Evolution des spectres FTIR en function du temps de dialyse pour une suspension
colloidale dopée a I’europium (Sc1,5(2)Eu)

Comme déja mentionné au Chapitre 2, ’efficacité de la dialyse a également été
démontrée sur la base d’analyses par microscopie €lectronique en transmission (Figure 94a)
réalisées sur colloide dopé a 1,5% initial en Eu (2% expérimental par rapport au calcium), et
dialysé¢ pendant 24 h; ces analyses indiquant en effet que les nanoparticules étaient bien
dispersées et présentaient une bonne homogénéité de forme et de taille, sans détection de
morphologies « étrangéres ». Les analyses de DRX ont par ailleurs confirmé 1’absence de

phase secondaire cristallisée détectable apres complétion de la dialyse (Figure 94b).
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Figure 94 : a) Micrographie TEM pour Sc1,5(2)Eu dialysée 24 h dans I’eau désionisée et b)
diagramme DRX correspondant

L’évolution du pH du milieu de dialyse a aussi été suivie, en fonction du temps
(Figure 95). Sur cette figure, la dialyse a été réalisée a température ambiante et sous la forme
de 4 étapes successives, et le milieu de dialyse (eau désionisée a un pH initial proche de 6,5) a
été changé avant chaque étape pour régénérer des gradients de concentration. Apres initiation
du processus de dialyse, le pH du dialysat a augmenté en quelques minutes jusqu’a environ
8,5 et est resté stable durant 1’étape noté « étape 1 » (premicres 4 h de dialyse), témoignant de
la diffusion des ions OH  ions a travers la membrane. Pendant les étapes 2 et 3 (ayant duré 16
h (soit 1 nuit) et 4 h respectivement), le pH est resté globalement constant dans la gamme 7,1-

7,25 et a atteint 6,5 durant I’étape 4.
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Figure 95 : Evolution de la conductivité et du pH du milieu de dialyse en function du temps,
pour Sc1,5(2)Eu

Cette variation globale de pH en fonction du temps de dialyse illustre le départ
progressif des ions hydroxydes et illustre I’efficacité du processus de dialyse, ce qui est
confirmé par la valeur légérement acide du pH du dialysat en la fin du traitement.

Le processus de dialyse a également ét¢ suivi par conductimétrie (Figure 95), en
enregistrant la conductivité du milieu de dialyse (hors de la membrane) en fonction du temps.
Pendant les premiéres 4 h de dialyse (étape 1), cette conductivité a rapidement augmenté de
75 pS.cm™ & 1581 pS.cm™. La valeur initiale de 75 pS.cm™ (obtenue aprés 5 secondes de
dialyse) est supérieure a la valeur typique de I’eau désionisée (1,3-1,5 pS.cm™) et indique
donc que le processus de dialyse débute dés I’introduction de la suspension dans le milieu de
dialyse. Ceci peut étre expliqué par 1’existence de forts gradients de concentration a ce stade.
Aux environs de la 4°™ heure de dialyse, la conductivité commence & se stabiliser et un
changement de milieu peut alors régénérer les gradients de concentration. Au cours de 1’étape
2, la valeur de la conductivité augmente de 12,24 pS.cm™ a 159,6 pS.cm™. On peut noter
qu’aprés les premiéres 4 h de I’étape 2, la conductivité atteint 117 pS.cm™ & comparer a la
valeur 1581 pS.cm™ atteinte a la fin de I’étape 1. Ce faible niveau de conductivité est alors

indicatif des faibles concentrations d’especes chimiques chargées résiduelles. A la fin de

-182-



-Chapitre 3-

I’étape 2, la conductivité atteint la faible valeur de 159 pS.cm™ et se stabilise. Bien que les
analyses par spectroscopie FTIR (voir Figure 92 et Figure 93) ont indiqué que le processus de
purification continuait méme au-dela de 20 h, la conductivité mesurée pendant les étapes 3 et
4 (voir Figure 95) demeure extrémement faible, témoignant ainsi d’un haut niveau de
purification de la suspension. La sensibilité élevée de la technique de spectroscopie IR peut
alors étre utilisée pour affiner les stades finaux de purification.

Chaque étape de la courbe de conductivité, jusqu’a stabilisation, peut étre décrite par
une augmentation rapide de la conductivité suivie d’une progressive stabilisation. Cette
évolution en fonction du temps ne peut pas se modéliser par une simple loi logarithmique et
est mieux décrite graphiquement, en premiére approximation, comme une équation du type
y=a—>b.exp(-k.t). 1l est important de grader en mémoire a ce stade que la conductivité d’un
¢lectrolyte est directement liée a la concentration de chaque espece ionique constituant la
solution, par le biais d’une combinaison linéaire impliquant la charge ionique et la taille de
I’ion. Par conséquent, I’augmentation de la conductivité totale hors de la membrane est
directement liée a I’augmentation de la concentration en espéces ioniques passant dans le
dialysat.

La modélisation mathématique de la diffusion membranaire a été étudiée dans la
littérature [Shieh (1975), Annesini (2000)] en se basant en particulier sur les lois de diffusion
de Fick. A une température donnée et dans le cas d’un soluté unique dans une solution de
volume V et en contact avec une surface S de la membrane, la concentration en soluté a

I’intérieur de la membrane au temps ¢, notée « cini(t) », suit I’équation :

ln(cint (t)j - _ S @
o 14

soit, de fagon équivalente :

en (D =0, Eéxp(— 2r j

ou co est la concentration initiale du soluté dans la solution et P est la perméabilit¢ de la
membrane par rapport a ce soluté (P dépendant de la nature et des caractéristiques de la
membrane, du soluté et de la température). Prenant en compte la quantité totale de soluté dans

le systéme (le nombre de moles total de soluté étant distribué a I’intérieur et a I’extérieur de la
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membrane), la concentration du soluté, notée « cext(?) » dans le milieu de dialyse de volume

Vext est donné par :
Con (1) = € el l_exp(_ﬁj - l—exp(_SG) Bj
Vext V V

ou le parametre « a » dépend alors de la concentration initiale en soluté.

Si plusieurs solutés sont présents dans la solution, la concentration de chaque soluté
dans le dialysat va alors théoriquement suivre une équation de cette forme (du moins si les
interactions entre ions peuvent étre négligées). Puisque la conductivité du dialysat (qui est
expérimentalement mesurée ici) est une combinaison linéaire des concentrations des « 7 »

ions présents dans le systeme, la conductivité globale Cso/(?) varie alors comme :

C,0=a,+ Z/]n L, [El - exp(— S;P" Bj}

ou « ao » est la conductivité initiale du milieu de dialyse, « an » et « Pr» » sont les parametres
équivalents a « a » et « P » dans I’équation précédente, et « A» » est la conductivité molaire de
I’ion « n » (qui dépend de sa taille et de sa charge).
Plusieurs types d’ions, minéraux (calcium, europium, phosphate, nitrate,

ammonium et hydroxyde) ou organiques (AEP’), sont impliqués dans la présente étude.
Puisque ces ions différent par leur charge et taille, ils sont susceptibles de mener a des
perméabilités membranaires différentes, et il n’a pas été possible ici de séparer les
contributions respectives de chaque type d’ion. Cependant, il est intéressant de noter que les
profils de conductivité obtenus sont, comme 1’on pouvait s’y attendre, en parfait accord avec
I’expression mathématique précédente, ce qui peut expliquer une variation globale de

conductivité suivant une loi du type « a — b . exp(-k.t) ».

Les premieres 4 h de dialyse ont également été suivies, a température ambiante, dans
le cas de suspensions préparées avec un rapport molaire R = AEP/(Ca+Eu) décroissant (0,8,
0,6 et 0,4) a comparer au rapport R = 1 utilisé dans ce qui préceéde. Il était en effet intéressant
d’examiner comment le profil de conductivité du milieu de dialyse pouvait étre impacté par
une modification de la teneur en AEP de la suspension. Nos mesures ont montré que la

conductivité augmentait de fagon relativement monotone avec le rapport R (entre 1079 et
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1633 pS.cm™ aprés 4 h de dialyse). Le fait que la courbe de conductivité suive directement la
proportion relative en AEP du milieu est une autre preuve que la diffusion des ions
moléculaires AEP™ a travers la membrane de dialyse débute dés que le processus de dialyse est
initié. Par ailleurs, puisqu’un changement dans la teneur initiale en AEP permet de préparer
des nano-systemes de taille contrélable (pour une adaptation aux finalités biomédicales
visées), il est intéressant de signaler que le processus de dialyse décrit ici peut s’appliquer a
nos suspensions colloidales quelle que soit la teneur en AEP initiale.

Le profil de conductivité correspondant aux premieres 4 h de dialyse menée a 25°C
(étape 1, Figure 95) a été retracé sur la Figure 96 et comparé a la courbe équivalente obtenue a
45°C. L’analyse du profil indique que, de nouveau, une équation pluri-exponentielle peut
s’appliquer pour modéliser la courbe de conductivité. Cependant, le niveau stabilisé de la
conductivité atteint aprés 4 h a 45°C (1879 pS.cm™) est notablement supérieur a la valeur
correspondante obtenue a 25°C (1581 pS.cm™). De plus, le demi-temps de dialyse « ti2 »
(correspondant au temps pour lequel la moitié du niveau stabilisé est atteint) est de 0,21 h a
45°C contre 0,48 h a 25°C. Ces résultats révelent donc une cinétique de diffusion plus rapide

lorsque la température de dialyse augmente.
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Figure 96 : Effet de la temperature de dialyse (25 and 45°C) sur la conductivité dans le
milieu de dialyse ; Indication des pentes a I’origine et des temps de demi-vie de dialyse
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Cet effet peut aussi étre visualisé en comparant les pentes a 1’origine des courbes de
conductivité (matérialisées par les lignes en pointillés sur la Figure 96), soit 2082 et 7156
uS.cm™.h! respectivement pour 25 et 45°C (soit un facteur 3,4 entre les deux valeurs). Cet
effet accélérateur li¢ a la température peut étre reli€ a une augmentation de 1’activation
thermique des ions diffusant, permettant a ces espéces chimiques de traverser plus rapidement
la membrane de dialyse afin d’égaliser leur potentiel chimique de part et d’autre de la
membrane (minimisant ainsi les gradients de concentration).

La possibilité d’activer le processus de dialyse en modulant la température apparait
donc comme un moyen de réduire la durée de la phase de purification, ce qui présente un
intérét pour une industrialisation potentielle de ces nano-systémes.

Une autre voie possible d’activation du processus de dialyse consiste a diminuer la
durée de chaque étape, menant ainsi a un changement plus fréquent de milieu de dialyse. Dans
une expérience additionnelle, nous avons dialysé une suspension similaire aux précédentes en
procédant a un changement de milieu toutes les heures, avec un total de 3 étapes consécutives.
Les analyses par spectroscopie FTIR ont cependant mené dans ce cas a un spectre tres
similaire a celui obtenu pendant 4 h consécutives de dialyse sans interruption. Ces résultats
suggerent donc que la réduction drastique de la durée de chaque étape de dialyse n’est pas une

voie spécifiquement avantageuse a retenir pour la purification de nos suspensions.

Nous concluons des résultats présentés dans cette section que le procédé de dialyse,
déja utilisé en sciences pharmaceutiques ou agro-alimentaire, semble particulierement bien
adapté a la purification des colloides hybrides développés dans ce travail (qu’ils soient dopées
ou non en europium), et qu’un suivi couplé entre spectroscopie infrarouge et conductimétrie
semble bien adapté a la détermination de 1’efficacité du processus de purification (et ce quelle
que soit la quantité d’agent dispersant AEP initialement présent dans le systéme). De plus, la
température de dialyse apparait comme un parameétre clé, permettant de moduler la durée
totale du processus de dialyse, ce qui est potentiellement avantageux en vue d’un passage de

I’échelle du laboratoire a une échelle plus large.
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Partie C: Ajustement du pH des suspensions colloidales au pH

physiologique

I) Introduction

Cette partie est consacrée a la mise au point d’un protocole visant a ajuster le pH des
suspensions colloidales (préparées au Chapitre 2) a une valeur proche du pH physiologique.
En effet comme nous ’avons déja signalé, la synthése de nanoparticules hybrides a base
d’apatite a été réalisée préférentiellement a un pH alcalin (9,5) afin d’obtenir une suspension
colloidale fluide (voir Chapitre 2). Or un tel pH alcalin ne permet pas une utilisation directe
des nano-systémes développés ici en médecine. Nous avons donc mis au point un protocole de
post-traitement des colloides dialysés, permettant 1’abaissement de ce pH a une valeur proche
du pH physiologique (7,4) tout en conservant les propriétés physico-chimiques des

suspensions.

IT) Protocole d’ajustement du pH des suspensions colloidales au pH physiologique

L’ajustement du pH des suspensions a été réalisé ici par ajout d’un polyphosphate

minéral : ’hexamétaphosphate de sodium (HMP), Nag(PO5)s.

Figure 97 : Formule chimique de I’hexamétaphosphate de sodium (HMP)

En effet celui-ci est trés utilisé dans 1’industrie alimentaire comme agent régulateur de
pH : il stabilise par exemple dans les boites de conserve les pigments naturels des légumes et

des fruits pour empécher leur détérioration, et ne présente aucun danger pour les voies
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intestinales. Il est par ailleurs utilisé dans la formulation de dentifrices et autres produits
parapharmaceutiques. Son mode d’action est généralement li¢ a la présence de multiples tétes
polaires phosphatées permettant un effet de répulsion électrostatique accru. Nous n’avons
cependant pas, a ce jour, eu acces a des informations détaillées rendant compte de son
interaction avec les fluides biologiques tels que le sang ou la lymphe. Nous avons néanmoins
utilisé ce composé comme modele d’agent dispersant polyfonctionnel.

Remarquons cependant que des tests préliminaires ont indiqué 1’impossibilité d’obtenir
des suspensions colloidales en n’utilisant que I’HMP comme «agent stabilisant », en
substitution totale de I’AEP, et que ce dernier s’est avéré dans nos manipulations nécessaire
pour I’établissement d’une formulation colloidale fluide et stable.

Cette ¢étape d’ajustement du pH a été réalisée sur des suspensions colloidales dialysées.
Plus précisément, une fois 1’étape de dialyse achevée, nous avons rajouté a la suspension
colloidale 3 ml de solution d’HMP a 0,081 mol.L™". Nous avons en effet pré-déterminé cette
valeur de concentration de telle mani¢re a obtenir simultanément un abaissement du pH
jusqu’a 7,4 ainsi qu’une re-fluidification des suspensions (dont la viscosité avait augmenté a
I’issue du traitement de dialyse comme mentionné dans la section précédente). Apres
introduction de la solution d’HMP, la suspension a ensuite été traitée par sonification pendant
30 secondes pour |’établissement d’un colloide (stabilité dans le temps: 3 semaines a

température ambiante).

III) Caractérisation physico-chimique de Sc1,5(2)Eu traité avec HMP

Les analyses de diffraction de rayons X réalisées sur la suspension Scl,5(2)Eu(HMP)
dont le pH a été ajusté a 7,3 avec de ’'HMP (Figure 98) mettent de nouveau en évidence une
phase apatitique faiblement cristallisée. Par ailleurs, les spectres FTIR ont confirmé, aux cotés
de Iapatite, la présence de la bande FTIR a 754 cm™ due aux molécules d’AEP en interaction
avec des ions Ca’" de surface, malgré le traitement & I'HMP. Notons cependant I’apparition
de bandes supplémentaires, en particulier 2 1264 et 895 cm™, vraisemblablement reliées a la
présence d’HMP dans le milieu.

Afin d’étudier plus avant cet aspect, et compte-tenu de la présence de 6 tétes
phosphatées pour la molécule d”’HMP susceptibles d’interagir fortement avec les cations Ca”",

nous avons préparé un échantillon de référence d’hexamétaphosphate de calcium (obtenu par
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mélange d’un nitrate de calcium et d’HMP de sodium). La comparaison des spectres FTIR de
ce dernier avec le spectre de la suspension a alors permis d’attribuer les bandes additionnelles
a ce composé (voir Figure 99). Par ailleurs, des mesures de potentiel Zéta ont indiqué que les
nanoparticules présentaient une surface chargée négativement (-16 = 4 mV), témoignant
vraisemblablement de la présence de molécules d’HMP autour des particules préalablement

chargées positivement.
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Figure 98 : Diagramme de diffraction des rayons X de Sc1,5(2)Eu(HMP)
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Figure 99 : Spectre FTIR de Sc1,5(2)Eu(HMP) et d’hexamétaphosphate de calcium
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Des analyses de microscopie €lectronique en transmission réalisées directement sur la
suspension Scl,5(2)Eu(HMP) traitée avec ’HMP (Figure 100) ont en outre montré que celui-
ci n’impliquait aucune modification notable de morphologie ou de taille des nanoparticules.

En effet, on retrouve une morphologie ellipsoidale et une taille moyenne de 1’ordre de 30 nm.

Figure 100 : Cliché de microscopie €lectronique en transmission de Sc1,5(2)Eu(HMP)

Par ailleurs cette ordre de grandeur de taille a également été confirmée par diffusion
dynamique de la lumieére (DLS) ou ’on constate que les suspensions ont une distribution
granulométrique monomodale centrée sur 35 nm.

Enfin des mesures de spectrofluorimétrie (Figure 102 et Figure 102) ont montré que la
suspension  Sc1,5(2)Eu(HMP) gardait des propriétés de luminescence (émission
caractéristique de Eu’" et durée de vie de luminescence de 1’ordre de la milliseconde) proches
de celles de la suspensions sans HMP. Cependant nous notons une exaltation de la bande
d’émission a 611 nm, qui suggere I’existence d’environnements chimiques de certains ions
europium légérement modifiés, possiblement par une interaction importante avec les tétes

phosphatées de ’HMP, comme suggéré par les mesures de potentiel Zéta.
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Figure 101 : Spectres d’émission de luminescence obtenus par excitation a 392,8 nm et a
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Figure 102 : Profil de déclin de luminescence du niveau émetteur Dy de I’ion Eu’' de
Sc1,5(2)Eu(HMP), sous excitation a 392,8 nm et a température ambiante

En conclusion de cette section, nous avons montré la possibilité d’ajuster le pH des

suspensions colloidales (initialement a 9,5) a une valeur proche du pH physiologique (7,3) en

vue d’applications bio-médicales ; et ce a partir de I’ajout d’un agent dispersant multi-

fonctionnel modéle

: ’hexamétaphosphate de sodium, permettant une re-fluidification du
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systtme malgré un abaissement de pH. Les -caractéristiques physico-chimiques des
nanoparticules (taille, morphologie, propriétés de luminescence) n’ont en revanche subi
aucune modification notable. Signalons de plus que des tests préliminaires en tubes a essai ont
indiqué que les suspensions traitées a I’HMP demeuraient stables pendant 1 semaine apres

contact a pH 7 avec :

- une solution d’albumine (a concentration physiologique de 43 g/1)
- une solution de fluide biologique simulé (SBF)

- ouun mélange des deux solutions précédentes.

Dans ce contexte, I’ensemble des expériences biologiques (tests de cytotoxicité, mise en
présence de macrophages, test d’internalisation cellulaire, manipulations de microscopie

confocale) a été réalisé sur les suspensions re-fluidifiées par ’'HMP.
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Partie D: Etude d’une possible remise en suspension apres

lyophilisation des colloides

Nous avons jusqu’a présent considéré la formulation colloidale de nos nanoparticules a
I’état liquide comme « produit final » potentiellement injectable par voie intraveineuse (ou
intra-tumorale). Cependant, les contraintes de stabilité dans le temps des suspensions liquides,
de stockage, voire de stérilisation, peuvent présenter certains inconvénients. Dans ce cadre, il
peut paraitre judicieux de procéder a un traitement de lyophilisation des colloides, ces
derniéres pouvant ensuite étre remises en suspension a la demande, par exemple par le
clinicien en bloc opératoire. Néanmoins, cette étape de remise en suspension est loin d’étre
triviale car le procédé de lyophilisation/séchage meéne trés souvent a 1’agglomération
irréversible des particules initiales. Nous nous sommes donc penchés ici sur la question d’une
remise en suspension des colloides préparés ici, apres dialysés, traitement avec HMP et
lyophilisation.

Un premier test réalisé par simple réintroduction de la poudre lyophilisée dans de I’eau
désionisée n’a pas permis de détruire les agglomérats formés durant la phase de
lyophilisation, menant a une sédimentation rapide. Le méme résultat a par ailleurs été obtenu
apres réintroduction dans une solution d’HMP dissout dans ’eau désionisée. Ces observations
tendent a confirmer le caractere irréversible de I’agglomération occasionnée durant I’étape de
lyophilisation. Elles suggerent alors la nécessité d’empécher ce phénoméne d’agrégation par
ajout d’une matrice biocompatible, soluble dans [’eau, et permettant d’éviter le
rapprochement de nanoparticules adjacentes durant le séchage. Nous avons choisi de
travailler en présence de glucose (sucre naturellement présent dans 1’organisme et largement
utilis¢é dans I’industrie pharmaceutique), introduit apreés traitement a ’HMP mais avant
lyophilisation.

Trois concentrations différentes de glucose ont été testées ici. Dans 13,5 ml de
suspension Scl,5(2)Eu(HMP) (c’est-a-dire 12,5 ml de Sc Sc1,5(2)Eu auxquels a été rajouté 1
ml de solution d’HMP) sont rajoutés 50, 150 ou 250 mg de glucose, respectivement, sous
agitation. Une fois la dissolution du glucose compléte, la suspension Sc1,5(2)Eu(HMP) a été
lyophilisée pendant 3 jours. Par la suite la remise en suspension a consisté a ajouter 12,5 ml
d’eau désionisée sur la poudre de Sc1,5(2)Eu(HMP) lyophilisé. Le mélange obtenu a ensuite
¢té trait€¢ par sonification pendant environ 10 secondes. Apres ce traitement, nous avons

constaté que la remise en suspension fluide était partielle lorsque 50 mg de glucose avait été
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rajouté, et totale pour 150 et 250 mg de glucose. On retrouve alors la coloration translucide
légérement violacée qui caractérise nos suspensions. Ces observations indiquent qu’une
quantité minimale de glucose est nécessaire dans le milieu pour retrouver un colloide fluide
apres ajout d’eau désionisée. Pour appuyer nos observations nous avons caractérisé par
diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et par spectroscopie FTIR les deux suspensions
traitées avec 50 et 150 mg de glucose. Pour 50 mg, nous avons ainsi constaté que le diamétre
hydrodynamique médian des nanoparticules (suivi ici en intensité) était de 1’ordre de 315 nm
avec une distribution bimodale. Cela va dans le sens des observations macroscopiques qui
montrent que I’agglomération n’est pas totalement empéchée. En revanche concernant les
suspensions traitées avec 150 mg de glucose, on retrouve un diameétre hydrodynamique
habituel de I’ordre de 40 nm et avec une distribution monomodale. Cela tend a montrer que la
remise en suspension est totale avec 150 et 250 mg de glucose. Les spectres FTIR réalisés sur
les suspensions traitées avec 50, 150 et 250 mg demeurent similaires a ceux de la suspension
originale traitée a ’HMP mais n’ayant pas subi de lyophilisation, avec cependant présence de
bandes d’absorption attribuables au glucose (Figure 103). Ces analyses tendent & monter que
I’ajout de glucose n’a pas d’effet notable sur la physico-chimie des nanoparticules. Au regard
de ces résultats, bien que des analyses complémentaires (diffraction de rayons X,
spectrofluorimétrie, analyses chimiques) soient nécessaires pour affiner la caractérisation
physico-chimique des colloides remis en suspensions, 1’ajout de glucose apparait comme une

technique simple offrant la possibilité de conserver les nanoparticules en voie s€che.

Scl,5(2)Eu(HMP)
+ 150 mg de glucose

Absorbance (u.a)

Sc1,5(2)Eu(HMP)
+ 50 mg de glucose

Glucose
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Figure 103 : Spectre FTIR de suspensions colloidales remises en suspension en présence de
glucose (50 ou 150 mg), et spectre de référence du glucose
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Partie E : Etude de la dissolution de nanoparticules colloidales a pH acide

(pH S)

Cette étude a pour objectif d’évaluer le comportement de nanoparticules colloidales
préparées dans ce travail lorsqu’elles sont placées dans un milieu acide a un pH voisin de 5,
afin de se rapprocher des conditions régnant au sein des lysosomes. En effet comme évoqué
plus haut, des nanoparticules internalisées par des cellules vont se retrouver, en fin
d’endocytose, dans ces petits organistes qui ont pour role de les éliminer, et qui mettent en
présence un pH tres acide de ’ordre de 5.

Cette étude a été réalisée sur une suspensions lyophilisée poudres de Scl,5(2)Eu, et
dans un second temps directement sur les suspensions SCOEu(HMP) et Sc1,5(2)Eu(HMP).
Dans le cas des poudres, 10 mg de Sc1,5(2)Eu lyophilisée (valeur expérimentale : 10,8 mg)
ont ét¢ utilisés. Pour cette étude, 1’échantillon a été placé dans 150 ml d’une solution d’acide
nitrique a pH = 5 contenue dans un creuset en verre a double paroi permettant de maintenir
une température constante de 37°C. La solution a été maintenue sous agitation au moyen d’un
agitateur magnétique. Le pH a été mesuré grace a une électrode de verre préalablement
¢talonnée. Le pH-meétre a été relié a un pH-stat dont la consigne a été fixée a pH 5 : ce pH-stat
permet d’assurer le maintien du pH a cette valeur grace au contrdle de I’ajout (deés une
variation de pH de I'ordre de 0,005 unités par rapport a la consigne) d’une solution mere
d’acide nitrique (qui présente un pH de 2,96). La courbe enregistrée donne ainsi la quantité
d’acide ajouté automatiquement en fonction du temps, permettant ainsi de remonter a la

quantité d’échantillon dissous.

Estimation de la quantité de composé dissoute par la solution d’acide nitrique :

La solution qui améne les ions H;O" (notés H' dans ce qui suit) dans le systéme, en vue du
maintien d’un pH constant de 5, est la solution d’acide nitrique & pH = 2,96 pour laquelle [H']
=107 =1,096 10~ mol/I (les activités ioniques ont ici été approximées aux concentrations).
Si I’on considére en premiére approximation que les nanoparticules ont une stoechiométrie
proche de celles du TCP apatitique, dont la formule chimique est Cag(PO4)s(HPO4)OH, et en
négligeant la formation de paires d’ions, nous aurons pendant la dissolution les réactions

chimiques suivantes :
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Cao(PO4)s(HPO,)OH — 9 Ca>* + 5 PO4* + HPO4* + OH
5 PO + HPO,” + 11 H' — 6 H,PO,”
CH{-+I{+—9}{ﬂ)

En effet, les ions phosphates présenteront a pH la forme largement prépondérante H,PO, .

Ceci conduit alors a I’équation bilan :
12 H + Cag(PO4)s(HPO4)OH — 9 Ca*" + 6 H,PO, + H,0

Ainsi dans ces conditions de pH, 1 ml de solution d’ajout a pH 2,96 peut dissoudre 0,086 mg

d’HAP. La Figure 104 reporte le suivi expérimental du volume d’ajout en fonction du temps.
100+
80
60
40

20

Volume d'ajout de solution acide (ml)

T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500

100+ Temps (min)

26,5% mass. résiduel

% massique d'échantillon résiduel

T T T T T T T i
100 200 300 400 500

Temps (min)

Figure 104 : Evolution du volume d’ajout de solution acide en fonction du temps, et suivi du
pourcentage massique résiduel d’échantillon (données pour pH 5)
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Dans les conditions citées ci-dessus, la dissolution s’arréte apres environ 360 min (6
heures) a pH 5 et 37°C, et cela correspond a une dissolution de 73,5% de 1’échantillon (26,5%
résiduel, voir Figure 104).

Bien que ces conditions d’analyse soient relativement ¢loignées des conditions
biologiques réelles au sein des lysosomes (conditions dynamiques et non statiques, flux d’ions
vers I’extérieur des lysosomes permettant d’atteindre une dissolution totale, etc...), cette étude
fournit néanmoins un ordre de grandeur de la cinétique de dissolution de nos nano-systémes a
un pH de 5 et a 37°C. Elle suggere également qu’il existerait une fenétre temporelle (plusieurs
heures ici) pendant laquelle les nanoparticules seraient effectivement « exploitables » au sein
de la cellule, pouvant par exemple étre exploitées comme nanosondes luminescentes.

Notons en revanche que ces nanoparticules se doivent a terme de disparaitre (par le
biais de leur dissolution en milieu acide comme discuté ci-dessus) et non de s’accumuler au
sein des cellules: la mise en ceuvre de pH acide proches de 5 en «systeme ouvert »
(possibilité pour les ions issus de la dissolution de sortir du lysosome) semble alors étre
adaptés a la disparition progressive de nos nanoparticules. Notons que, dans ces conditions,
cela permet également d’envisager la vectorisation intracellulaire d’agents thérapeutiques
pouvant étre greffés de facon stable sur les nanoparticules pour une application non plus
diagnostique mais thérapeutique. En particulier, nous avons signalé précédemment la
possibilité de substituer I’acide folique (totalement ou partiellement) par du méthotrexate
(MTX), et le développement d’applications a visée thérapeutique apparait donc comme une

perspective possible de ce travail.
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Partie F : Etude de la cytotoxicité des nanoparticules colloidales par test

MTT

Afin d’évaluer la cytotoxicité de colloides préparés dans ce travail, nous avons réalisé
des tests de type MTT sur cellules souches mésenchymateuses humaines issues du tissu
adipeux (AMSC, pouvant a terme €tre impliquées dans le processus de cancérisation par
exemple dans le cas de cancers du sein) et sur des cellules du cancer du sein de type ZR-75-1 ;
ces tests ayant pour but d’évaluer la viabilité¢ cellulaire aprés mise en contact des
nanoparticules avec les cellules, et ce en suivant leur activité mitochondriale.

La viabilité cellulaire est évaluée grace a une enzyme mitochondriale, la « succinate
déshydrogénase » synthétisée par la cellule (lorsqu’elle est vivante). Cette enzyme en
présence du réactif MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]-2,5-diphényltétrazolium bromide)
précipite pour donner des cristaux de coloration rouge de « formazan». La quantité de
formazan produite par les cellules a partir du réactif MTT est alors mesurée par
spectrophotométrie (a2 570 nm). Notons que ce test ne présente aucune interférence avec la
présence d’europium compte-tenu de I’absence d’excitation de 1’europium a cette longueur
d’onde.

Lorsque les cellules sont mises en présence des nanoparticules, deux cas de figure

peuvent se présenter :

- soit la quantité de formazan reste constante (voire augmente) au cours du temps :
cela signifie alors que les cellules ont une activité cellulaire normale (voire qu’elle
prolifere dans le cas d’une augmentation). La substance ainsi testée n’a alors pas
d’effet de toxicité visible sur les cellules.

- soit la quantité de formazan diminue (2 une vitesse plus ou moins rapide). Plus cette
diminution est rapide, plus la toxicité de la substance est importante. Ainsi le test

MTT constitue un bon indicateur de la vitalité cellulaire.

Dans notre étude nous avons réalisé ce test avec les suspensions colloidales Sc1,5(2)Eu
et Scl,5(2)Eu(5FA), dialysées puis ajustées a pH physiologique avec HMP. Avant mise en
contact avec les cellules, les suspensions ont été stérilis€es par traitement en autoclave (1
heure a 120°C). A l’'issue de I’étape de stérilisation, une partie des suspensions a été
lyophilisée et caractérisée par spectroscopie FTIR afin de vérifier que ce traitement ne

dégradait pas les nanoparticules : nous n’avons en effet pas détecté de modification spectrales

-198-



-Chapitre 3-

apres lyophilisation, témoignant du fait que le traitement de stérilisation n’affectait pas les

nanoparticules colloidales d’apatite.

Avant de présenter les résultats, nous allons rappeler le protocole d’incubation de Sc2Eu

et Sc2Eu5Fa dans le milieu de culture.

I) Protocole d’incubation des suspensions colloidales dans le milieu de culture :

Pour ces tests MTT, les cellules ont été cultivées dans une atmosphere humidifiée avec
5% de CO; a 37°C dans du Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplémenté avec
10% de serum bovin feetal et 1% d’antibiotiques (pénicilline / streptomycine).

Dans un premier temps les cellules ont été placées dans une plaque de 96 puits a hauteur
de 30 000 cellules par puits (en triplicate). Apres 24 h d’incubation, le milieu de culture a été
remplacé par du DMEM (exempt de rouge phénol) et les tests MTT ont été initiés.

La toxicité¢ des nanoparticules colloidales a été évaluée a différentes concentrations en
nanoparticules dans le milieu: 0, 0,1 ; 1;2; 5 et 10 mg/ml et a différents temps, J1, J2, J3, J5
et J7 (J pour jour). Aprés chaque temps, 50ul de MTT (5mg/ml) ont été ajoutés dans chaque
puits puis incubés pendant 4h a 37°C pour permettre la formation des cristaux de formazan.
Ensuite le milieu de culture a été aspiré puis remplacé par une solution de solubilisation (H,O,
66% DMF, 20% SDS, 5 % triton X100, pH 7) incubée toute la nuit. L.’absorbance a ensuite

été mesurée (2 570 nm) par spectrophotométrie. Les résultats sont présentés ci-apres.

IT) Résultats expérimentaux

Les tests MTT réalisés sur les cellules souches mésenchymateuses humaines avec une
suspension colloidale Sc1,5(2)HMP montrent que la viabilité cellulaire est de 1’ordre de 100%
quelle que soit la durée d’incubation pour une concentration comprise entre 0 et 1 mg/ml
(Figure 105). Ce résultat nous permet ainsi de fixer la limite de cytotoxicité a 1 mg/ml pour
laquelle les tests biologiques sont envisageables. En effet au-dela de Img/ml on observe une

diminution prononcée de la viabilité cellulaire.
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Figure 105 : Résultats des tests MTT pour Sc1,5(2)Eu (cellules souches mésenchymateuses
humaines)

Lorsque les cellules souches sont incubées avec une suspension colloidale synthétisée en
présence d’acide folique, Scl,5(2)HMP(5FA), on constate que la viabilit¢ cellulaire reste
globalement identique. En effet, on observe (Figure 106) une viabilité cellulaire proche de
100% quel que soit le temps d’incubation entre 1 et 7 jours et pour des concentrations
toujours comprises entre 0 et 1 mg/ml. Ces premiers résultats tendent ainsi & montrer que FA
n’a pas d’effet détectable sur la limite de cytotoxicité des suspensions colloidales mises en

présence de cellules souches mésenchymateuses (issues du tissu adipeux).
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Figure 106 : Résultats des tests MTT pour Sc1,5(2)Eu(5FA) (cellules souches
mésenchymateuses humaines)

La Figure 107 reporte les résultats pour la suspension Scl,5(2)Eu (exempte d’acide
folique) mise en contact avec des cellules du cancer du sein de type ZR-75-1. On constate ici
que la viabilité cellulaire est trés proche de 100% pour des concentrations comprises entre 0 et
2 mg/ml et ce quelle que soit la durée d’incubation. On observe également qu’au-dela de
2 mg/ml la viabilité entame sa décroissance dés le premier jour d’incubation. Ceci tend a
montrer qu’on dispose pour cette suspension colloidale exempte d’acide folique d’une
concentration maximale proche de 2 mg/ml pour laquelle la viabilité cellulaire est trés

acceptable et ’on n’observe pas de toxicité significative.
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Figure 107 : Résultats des tests MTT pour Sc1,5(2)Eu (cellules du cancer du sein de type ZR-
75-1)

Les résultats obtenus pour la suspension Scl,5(2)Eu(5FA) enrichie en acide folique sont
par ailleurs reportés sur la Figure 108. Dans ce cas, on constate que la viabilité cellulaire est
de 90 a 100% pour des concentrations comprises entre 0 et 1 mg/ml. On observe par ailleurs
que la viabilité cellulaire diminue globalement a partir de cette valeur. Pour 2 mg/ml, la
viabilité mesurée reste néanmoins située entre 70 et 90% pour un temps de contact entre 1 et 7
jours. La mortalité cellulaire devient importante pour des concentrations comprises entre 5 et
10 mg/ml et ce des les premiers jours. On peut conclure que, la encore, nous disposons d’un
domaine de concentration entre 0 et 2 mg/ml (au moins jusqu’a 5 jours) dans lequel la
viabilité cellulaire reste tout a fait acceptable.

Pour conclure cette étude il faut noter qu’il n’existe pas de norme standardisée
permettant de comparer ces viabilités avec d’autres études. Ainsi chaque systéme aura son
potentiel de toxicité propre qu’il convient de prendre en compte en fonction des applications
visées. Dans notre cas, ces résultats suggeérent que le seuil de cytotoxicité est légerement
décalé vers les plus faibles concentrations et 1’on peut s’interroger sur 1’origine de cet effet li¢
a la présence d’acide folique. Une hypothése pouvant étre avancée pourrait €tre reliée au fait
que FA puisse faciliter I’incorporation des nanoparticules dans les cellules par voie
d’endocytose, menant alors a une concentration intracellulaire en nanoparticules plus

importante que pour la suspension sans acide folique, a concentration constante dans le milieu
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de culture. L’investigation de ce point devra faire 1’objet de manipulations additionnelles

visant a déterminer 1’effet de la présence de FA sur le taux d’endocytose.
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Figure 108 : Résultats des tests MTT pour Sc1,5(2)Eu(5FA) (cellules du cancer du sein de
type ZR-75-1)
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Partie G: Etude de Dlinteraction entre nanoparticules colloidales et

macrophages humains

Comme ¢évoqué plus haut, les macrophages ont la propriét¢ de phagocyter les corps
étrangers et les cellules mortes ou lysées. De plus lorsqu’il y a réaction inflammatoire ils
produisent des radicaux libres oxygénés (RLO), essentiellement grace a une enzyme, la
NADPH oxydase. En général, la phagocytose induit 1’apparition de RLO. La mesure de la
production de RLO par les macrophages est donc une méthode intéressante pour évaluer
I’interaction entre nanoparticules et macrophages, et évaluer ainsi le potentiel pro-
inflammatoire des particules.

Cette ¢tude a été menée en collaboration avec 1’équipe du Prof. B. Pipy du laboratoire
des Macrophages de I’inflammation et intéraction du métabolisme.

Le protocole de mesure de la production RLO a consisté ici @ mettre en présence une
suspension Sc(1,5)2Eu(HMP) avec des monocytes humains, c'est-a-dire la forme immature
des macrophages. En effet c’est pendant la mise en contact des monocytes avec les
nanoparticules qu’ils finissent leur développement en macrophages. Les mesures de RLO se
sont déroulées de la maniére suivante : dans un premier temps les monocytes sont adhérés
dans des puits sur plaque apreés avoir placés en incubation. Dans un deuxieéme temps les
nanoparticules colloidales de Sc1,5(2)Eu(HMP) sont mises en culture avec les monocytes
pour un temps d’incubation déterminé. Une fois le temps d’incubation terminé, dans un
troisieme temps du luminol (5-amino-2,3dihydro-1,4-phthal-azinedione) est ajouté dans le
milieu de culture. En effet les radicaux libres oxygénés (RLO), encore appelés ions
superoxydes ne peuvent pas étre mesurés « directement » : en réagissant sous sa forme réduite
avec les ions superoxydes, le luminol va produire des photons qui seront détectés a 1’aide d’un
luminomeétre. Ainsi, a une quantit¢ d’ions superoxydes produite correspond une quantité de
photons émis.

Les premieres mesures de RLO réalisées apreés un temps d’incubation d’1 heure des
nanoparticules de Sc(1,5)2Eu(HMP) en contact avec les monocytes ont montré (Figure 109)
qu’il n’avait pas de production de RLO pour les différentes concentrations testées (1,2 ; 12 ;
60; et 120 ug/ml), en comparaison avec l’expérience contrdle réalisée dans les mémes
conditions mais sans nanoparticules. Autrement dit aprés une mise en contact de 60 min la

suspension Sc1,5(2)Eu(HMP) n’a pas induit de réaction inflammatoire.
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Figure 109 : Intensité de I’effet RLO en fonction de la concentration en nanoparticules de
Sc(1,5)2Eu(HMP) dans le milieu, et pour le contrdle (réalisé en absence de nanoparticules).
Manipulations réalisées avec un temps de mise en contact de 1 heure

Ces observations sont également valables pour ’HMP seul que nous avons également
¢valué (Figure 110). Cette information nous renseigne ainsi précieusement sur 1’interaction de
I’HMP avec le milieu biologique et conforte son utilisation a ce stade. D’ailleurs, notons
méme qu’une diminution de la production de RLO est observée pour des concentrations

croissantes en HMP (voir Figure 110) mettant en évidence un effet inhibiteur d’inflammation.
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Figure 110 : Intensité de I’effet RLO en fonction de la concentration en HMP seul dans le
milieu, et pour le contrdle (réalisé en absence d’HMP). Manipulations réalisées avec un temps
de mise en contact de 1 heure
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A la suite des ces premieres mesures de « I’effet propre » (potentiel pro-inflammatoire
intrinséque) de Scl,5(2)Eu(HMP) sur les monocytes, nous avons étudié cet effet a un temps
plus long de mise en contact (24 h) et a la concentration la plus élevée (120 pg/ml). Nous
avons constaté dans ces conditions une augmentation de la production de radicaux libres
oxygénés, pratiquement doublée. Il sera cependant nécessaire, dans des manipulations
additionnelles, de comparer les valeurs absolues de production de RLO observées ici avec des
composés « standards » connus pour leur effet inflammatoire afin d’évaluer dans quelle
mesure la production RLO que nous obtenons est significative. Les premicres comparaisons
tendent a indiquer que I’effet inflammatoire propre noté ici reste faible. Par ailleurs, 1’effet de

la concentration en nanoparticules devra aussi étre étudié de maniere plus détaillée.

A la suite de ces mesures de « I’effet propre » d’autres mesures de RLO ont été réalisées
mais cette fois-ci en rajoutant des agents stimulants qui ont pour role d induire une production
RLO en agissant sur des récepteurs spécifiques qui sont présents soit a I’intérieur du
monocyte miiri en macrophage (c’est le cas du TPA, 13-acétate de 12-o-tétradécanoyl-
phorbol) soit a sa surface (c’est le cas du zymosan opsonisé (ZO) et du zymosan non opsonisé
(ZNO)). L’ajout de ces agents stimulants a lieu aprés que les monocytes aient été mis en
présence avec les nanoparticules pendant un temps défini pour 1’expérience.

Nous avons réalisé ces mesures sur deux lots de monocytes différents (provenant de
deux sujets humains). Dans les deux cas ils s’agissait de la suspension Scl,5(2)Eu(HMP)
incubée (a 120 pg/ml) avec des monocytes pendant 24 heures. Apres ce temps de contact, les
agents stimulants ont été rajoutés ainsi que de le luminol pour permettre les mesures de RLO.
Les résultats de RLO ont montré que pour le premier lot de monocytes, les nanoparticules
colloidales avaient un effet activateur de la production RLO avec une production doublé. Cela
nous amene encore une fois a nous interroger sur la significativité ou non de cette
augmentation par rapport a des composés reconnus pour produire une réaction notablement
inflammatoire.

En réalisant les mémes types de mesures mais avec un lot de monocytes différent, c'est-
a-dire provenant d’un patient humain différent, nous avons au contraire observé I’effet
inverse : dans ce cas, les nanoparticules ont en effet induit un effet inhibiteur de production
RLO. De tels effets a priori contradictoires car variables d’un patient a un autre ne sont
cependant pas rares dans le domaine de I’immunologie. Ces résultats signifient cependant que
ces suspensions colloidales pourront induire une réponse inflammatoire (dont « I’intensité »

devra néanmoins étre évaluée de maniere plus précise) chez certains patients. Par ailleurs
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I’effet inhibiteur de production de RLO observé pour le deuxiéme lot de monocytes met
probablement en lumicre le fait que les nanoparticules peuvent interagir au niveau des

récepteurs des agents stimulants qui voient leur action « court-circuitée ».

En conclusion de cette étude préliminaire de 1’interaction nanoparticules-macrophages,
nous avons observé que les nanoparticules colloidales préparées dans ce travail n’induisaient
pas de réaction inflammatoire pour un temps d’incubation de 1 heure quelle que soit la
concentration testée (1,2 ; 12; 60 ; et 120 ug/ml). En revanche pour un temps d’incubation
plus long de 24 heures (testé uniquement pour 120 pg/ml) nous constatons que la production
de RLO est doublée. Néanmoins cette augmentation devra étre évalué en la comparant par
exemple avec des composés présentant une réponse une inflammatoire connue. Les mesures
de RLO (pour un temps d’incubation de 24 heures) réalisés apres ajout d’agents stimulants

ont par ailleurs montré que la réponse inflammatoire était dépendante des patients.
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Partie H: Etude de Dinternalisation des nanoparticules colloidales

luminescentes par des cellules cancéreuses

Cette étude visait a mettre en présence une quantit¢é connue de nanoparticules

colloidales relatives a la suspension Sc1,5(2)Eu avec des cellules cancéreuses. Les cellules sur

lesquelles ont été réalisées ces expériences sont des cellules de cancer du sein de type

ZR-75-1. Une concentration de nanoparticules dans les puits de culture de 1,5 mg/ml a été

utilisée ici.

Le protocole a impliqué plusieurs €tapes consécutives et a €té réalisé par la société

ICELLTIS (Verniolle, France) :

- préparation des cellules : étape d’adhésion sur puits de culture (24 h a 37°C),

- mise en contact entre le colloide et les cellules en culture pendant 20 h a 37 °C,

- ¢limination du surnageant et lavage des cellules avec un tampon (PBS),

- décollage et comptage des cellules (environ 800 000 - 1 000 000),

- centrifugation et récupération du culot,

- remise en suspension du culot dans HCI concentré (37%) et incubaiton pendant 30

minutes a -80°C (afin de détruire les cellules et obtenir une solution dont les

teneurs en Ca et Eu seront mesurées par ICP-AES).

Un contrdle a également été effectué, correspondant au méme traitement que

précédemment mais sans nanoparticules. Les manipulations ont été réalisées en triple. Le

Tableau 25 reporte les valeurs expérimentales obtenues pour les teneurs en Ca et Eu.

Solution Ca Incertitude” sur Ca Eu Incertitude” sur Eu
(volume : 3 ml) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Controle test 1 0,680 0,001 0,000 0,000
Controle test 2 0,644 0,001 0,000 0,000
Controle test 3 0,724 0,001 0,000 0,000
Sonde test 1 1,319 0,001 0,058 0,003
Sonde test 2 1,553 0,001 0,076 0,004
Sonde test 3 1,576 0,001 0,075 0,004

“incertitude de mesure ICP-AES
Tableau 25 : Détermination (ICP-AES) des teneurs en Ca et Eu aprés mise en contact avec

les cellules ZR-75-1
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Ces résultats indiquent que, pour les deux séries de manipulations, les teneurs en Ca et
Eu mesurées apres destruction des cellules sont significativement accrues (la teneur initiale en
Eu étant nulle) lorsque les cellules ont été mises en contact avec les nanoparticules. Ceci se

retrouve graphiquement, ramené en masse de Ca et Eu incorporés, sur la Figure 111.

par million de cellules
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Figure 111 : Détermination des teneurs en Ca et Eu (données en png) associées aux cellules
ZR-75-1 apreés mise en contact avec Sc1,5(2)Eu

Ces résultats ne peuvent s’expliquer que par une interaction forte entre les cellules et
les nanoparticules pendant la phase de mise en contact. Compte-tenu de la faible taille des
nanoparticules (de 1’ordre de 30-40 nm), le processus d’endocytose apparait ici comme le plus
probable pour expliquer ces résultats. Dans ce contexte, ces résultats confirment la possibilité
d’utiliser de tels nano-systémes pour des applications biomédicales nécessitant une action
intracellulaire (diagnostique ou thérapeutique).

Nous nous sommes ensuite intéressés a vérifier si les résultats quantitatifs ci-dessus,
en termes d’augmentation des teneurs en Ca et Eu, étaient cohérents avec la composition
chimique initiale de la suspension. La teneur en europium, initialement absent des cellules
atteint en moyenne une valeur de 0,21 £ 0,02 pg/million de cellules aprés mise en contact
avec les nanoparticules. De méme, le calcium subit une augmentation moyenne de 2.4 + 0,4
pg/million de cellules. Le rapport de ces deux valeurs méne alors au rapport massique
Eu/Ca = 0,088 + 0,002, soit encore de facon équivalente au rapport molaire Eu/(CatEu) =

0,022 £ 0,006, ce qui correspond a une teneur molaire en Eu, par rapport au calcium, tres
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proche de la valeur caractéristique des nanoparticules (2%). Cette comparaison révele donc
que les augmentations des teneurs en Ca et Eu correspondent a des proportions relatives entre
Ca et Eu similaires a celles de la suspension initiale, et ces résultats sont donc parfaitement
cohérents avec une internalisation de nos nanoparticules.

Il sera intéressant par la suite (manipluations en cours) de déterminer si la présence
d’acide folique sur les nanoparticules permet ou non d’augmenter de fagon significative le
nombre de nanoparticules internalisées par les cellules, en particulier dans le cas de cellules
surexprimant les recepteurs folates. Comme déja signalé ci-dessus, des manipulations sur ce

point sont en cours (sur des cellules de type T-47-D) en collaboration avec la société Icelltis.
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Partie I: Etude préliminaire par microscopie optique couplée a un

spectrofluorimétre

Ce travail de thése visait principalement a élaborer puis caractériser d’un point de vue
physico-chimique une nouvelle formulation colloidale de nanoparticules a base d’apatites
biomimétiques, en vue d’applications biomédicales en particulier dans le domaine du
diagnostic de cancers. Une des finalités visées concernait la possibilité d’utiliser de tels nano-
systémes comme sondes luminescentes permettant la détection de cellules cancéreuses.

Dans ce contexte, nous avons souhaité¢ aborder, sous la forme d’une « preuve de
concept », la problématique de 1’observation de telles nanoparticules dopées a 1’europium
sous microscope optique (a champ large ou confocal) couplé a un spectrophotomeétre.

Les premiers tests réalisés en microscopie en champ large, en collaboration avec S.
Mazeres du laboratoire IPBS de Toulouse, ont montré qu’il était possible (Figure 112) de
distinguer les particules, sur lame de verre (apreés dépdt d’une goutte de suspension et séchage
a I’air), apres excitation a 365 nm (correspondant aux possibilités techniques de 1’appareil).
Ceci permet de confirmer la présence de 1’europium au sein des objets visualisés. Notons
cependant que, dans ces conditions de préparation d’échantillon utilisées, seuls des
agglomérats microniques de particules sont détectés (I’agglomération étant liée au séchage
ayant accompagné la préparation de 1’échantillon pour la microscopie). Remarquons
cependant la bonne correspondance entre 1’image obtenue en transmission (Figure 112a) et
celle obtenue apreés excitation a 365 nm (Figure 112b), confirmant que les objets visualisés
correspondent bien a nos nanoparticules dopées. Il sera nécessaire de se pencher plus en détail
sur la préparation des échantillons pour 1’analyse en microscopie afin de s’affranchir de
phénomenes parasites non désirables tels qu’une agglomération liée au séchage non contrdlé
de gouttes de suspension sur lame de verre. L’analyse directe des particules a 1’état de
suspension devra étre privilégiée.

Une autre test, cette fois-ci en microscopie confocale (M.C.), a également été réalisé
(Figure 113). De la méme maniére qu’en microscopie en champ large, nous observons des
particules agglomérées de taille micronique, ce qui pose de nouveau le probleme des
conditions de préparation (conditions de séchage lors de la préparation des échantillons pour
I’observation par M.C.) de nos ¢éhantillons qui devront étre améliorées. Les mesures de

spectrofluorimétrie réalisées sur ces mémes particules ont néanmoins, la encore, montré que
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. , , . . ;e e . + .
la luminescence observée était bien caractéristique de Iion Eu’", ce qui confirme les

obervations de microscopie en champ large.

a)

Figure 112 : Observations (échelle commune) en microscopie a champ large (objectif x100,
détection caméra EMCCD) pour Sc1,5(2)Eu : a) en transmission, b) sous excitation a 365 nm
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Figure 113 : Observation en microscopie confocale de Sc1,5(2)Eu (figure de gauche), et
mesure de spectrofluorimétrie (longueur d’excitation 365 nm) (figure de droite).

Il sera intéressant, dans les perspectives de ce travail, d’étudier plus en détail la
possibilité d’observer ces nanoparticules aprés internalisation dans des cellules, voire
d’utiliser les techniques de microscopie/spectrofluorimétrie en temps retardé compte-tenu de

la longue durée de vie de luminescence de ces particules en comparaison avec 1’auto-

fluorescence du milieu biologique.

-213-



-Conclusion genérale-

CONCLUSION GENERALE

214-



-Conclusion genérale-

Ce travail avait pour objectif de mettre au point une « preuve » de concept concernant
la possible utilisation de nano-systetmes hybrides a base d’apatites nanocristallines
biomimétiques (de caractéristiques proches du minéral osseux) dans le domaine biomédical,

et ce a des fins de diagnostic, voire de thérapeutiques.

Une grande partie de ce travail a porté sur la recherche d’un protocole expérimental
permettant d’obtenir des nanoparticules colloidales de taille contrdlée, typiquement dans la
gamme 30-100 nm ; puis sur la caractérisation physico-chimique de ces systémes. Nous nous
sommes ici inspirés de travaux antérieurs menés aux laboratoires, que nous avons adaptés afin
de rendre possible une éventuelle industrialisation (synthése en milieu aqueux, a base de sels
aisément manipulables, ...). L’effet des paramétres expérimentaux majeurs (pH,
concentrations, température) a également été déterminé. Nous nous sommes plus
spécifiquement intéressés dans ce travail a une application de type « diagnostic » dont
I’objectif final serait la détection de cellules cancéreuses par luminescence. Pour cela, nous
avons ¢tudié la possibilité de rendre luminescentes les nanoparticules en question par le biais
d’une substitution de quelques ions Ca’" par des ions d’europium Eu’". Nous nous sommes
alors penchés en particulier sur la teneur limite incorporable d’europium pour conserver une
phase cristalline unique, apatitique. Nous nous sommes ¢galement questionné sur le
mécanisme de substitution pouvant étre mis en jeu pour cette substitution entre ions de
charges différentes. Nous avons également déterminé les principales caractéristiques de
luminescence des composés préparés, et avons ainsi pu montrer que la longue durée de vie de
luminescence (de I’ordre de la milliseconde) alliée a une excitation dans le visible (464 nm)
ou proche du visible (~ 393 nm) permettait vraisemblablement d’envisager 1’étude de matériel
biologique, possiblement en temps retard¢.

La formulation colloidale que nous avons obtenue a fait appel a ’introduction dans le
milieu de synthése d’un dérivé phospholipidique biocompatible : le 2-aminoéthylphosphate
(AEP), qui avait déja fait ’objet d’études antérieures au laboratoire. Dans cette thése, nous
avons en particulier cherché a examiner le role de I’AEP dans le contrdle du caractére
colloidal des suspensions d’apatite obtenues, ainsi qu’au mode d’interaction pouvant exister
entre molécules d’AEP et nanocristaux d’apatite.

Nous avons ensuite, plus ponctuellement, étudié la possibilité d’adjoindre une possible

fonction de reconnaissance cellulaire par le biais d’un greffage (adsorption) d’acide folique
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(vitamine B9) sur les nano-systémes hybrides apatite-AEP préparés. En effet, I’acide folique
permet dans certains cas de cibler plus spécifiquement certaines cellules cancéreuses.

Une seconde partie de ce travail a consisté a se rapprocher des contraintes lies a
I’utilisation potentielle de nano-systémes en interaction avec le corps humain ou tout au moins
avec des matériels biologiques.

Nous nous sommes ainsi penchés sur le purification des colloides par dialyse afin
d’éliminer toute trace résiduelle de réactifs ainsi que les contre-ions. Nous avons également
examingé la possibilité d’ajuster le pH des suspensions a la valeur physiologique, ainsi que de
remettre éventuellement les nanoparticules en suspension aprés un traitement de
lyophilisation (permettant d’envisager une facilité de stockage). Nous avons ensuite étudié le
comportement a pH acide (pH 5) de nos nano-systémes afin de se rapprocher des conditions
régnant au sein de lysosomes.

Nous avons ensuite réalisé quelques études biologiques préliminaires, visant a évaluer
la cytotoxicité de ces systémes et leur potentiel pro-inflammatoire. Nous avons également
mis en contact les nanoparticules colloidales avec des cellules cancéreuses (cellules ZR-75,
cancer du sein) afin d’étudier leur internalisation par un suivi par ICP-AES.

Enfin, nous avons réalisé quelques expériences préliminaires de microscopie optique
en champ large, couplé a un spectrophotometre, afin d’évaluer dans une premicre approche le

potentiel de tels systémes pour I’imagerie médicale.
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ANNEXES

I) Analyses chimiques

I-1) Dosage du calcium et de I’europium dans les solides

Les teneurs en calcium et en europium dans les poudres des suspensions colloidales
dialysées et lyophilisées ont ét¢ déterminées par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma
Atomic Emission Spectroscopy) au Service Central d’Analyse du CNRS (Vernaison, france).

L’erreur relative est de 3%.

I-2) Dosage des ions orthophosphates

Les ions orthophosphates (PO, et HPO,> en I’occurrence) ont été dosés par
colorimétrie [Gee (1953)]. Le principe de cette méthode consiste a mesurer la densité optique
(absorbance) de la coloration jaune du complexe phosphovanadomolybdique VO3;[P(Mo03Oy],
en milieu acide, & A = 460 nm. Le réactif colorimétrique est préparé en mélangeant dans la
proportion 50/50 % en volume, une solution de molybdate d’ammonium (80 g.I"") et une
solution de monovanadate d’ammonium (4 g.1™).

Les absorbances des différentes solutions ont ét¢ mesurées, dans des cuves en quartz, a
I’aide d’un spectrophotometre UV-visible Hitachi Scientific Instrument U-1100 a simple

faisceau. L’erreur relative du dosage du phosphore dans ces conditions est de 1’ordre de 0,5%.

I-3) Dosages du 2-aminoéthylphosphate (AEP) et de I’acide folique (FA)

La quantité d’AEP ainsi que de FA associée aux nanoparticules a ét¢ déterminée par
microanalyse élémentaire carbone, hydrogene, azote (C, H, N) au service d’analyses
chimiques du LCC (Laboratoire de chimie de coordination) a Toulouse. L’erreur relative est

de 0,4 %.

IT) Diffraction des rayons X

Les diagrammes ont été obtenus a I’aide d’un diffractomeétre a compteur courbe CPS

120 INEL utilisant le rayonnement K,; émis par une anticathode au cobalt (Ac, = 1,78892 A).

-233-



IIT) Spectroscopie FTIR et Raman

L’analyse par spectroscopie FTIR a été réalisée en transmission dans I’intervalle de
nombres d’onde 400 - 4000 cm™, avec une résolution de 4 cm™, grice a un spectrométre
Nicolet 5700 sur des pastilles composées d’environ 1 mg de produit dispersé dans 300 mg de
KBr. Les spectres infrarouges reportés dans ce travail sont représentés en absorbance.

Les spectres Raman ont été enregistrés sur un spectrometre JOBIN-YVON HR800, en

utilisant un laser a 632,8 nm.

IV) Microscopie électronique en transmission

Les observations de microscopie €lectronique en transmission (MET) ont été réalisées a
I’aide d’un microscope JEOL JEM-1011 (tension accélératrice : 100 kV) dans le service de
Microscopie Electronique TEMSCAN de I’Université Paul Sabatier de Toulouse.

Toutes les observations ont été réalisées sur des suspensions colloidales purifiées par
procédé de dialyse. La préparation des échantillons a consisté a diluer 1 ml de suspension
purifiée dans 1 ml d’eau désionnisée. Cette suspension diluée a ensuite été placée en bain a
ultrasons pendant 1 min. Aussitot apres, 1’échantillon a été déposé sur une grille support
(grille de cuivre sur laquelle est préalablement déposé un film de carbone afin de soutenir les
¢chantillons de petite taille, fragiles ou dispersés). Enfin avant d’étre observé au MET,
I’échantillon déposé sur la grille support a ensuite été laissé sécher pendant 16 h dans un

déssicateur.

V) Mesures granulométriques (DLS) et mesures de potentiel Zéta

La granulométrie des particules de taille nanométrique a été évaluée par diffusion de la
lumi¢re (DLS), en déterminant le diameétre hydrodynamique des nanoparticules en
suspension. Ces mesures ont a été effectuées a 1’aide d’un Nanosizer ZS Malvern Instrument
(A = 630 nm), en considérant que les caractéristiques du milieu (viscosité, indice de
réfraction) sont celles de 1’eau pure (les particules ayant été préparées en milieu aqueux). Un

exemple de corrélogramme est donné ci-dessous.
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Le méme appareillage a par ailleurs été utilisé pour la détermination du potentiel Zéta de

certains échantillons, a I’aide d’une cellule adaptée (¢lectrophorese).

VI) Mesures de luminescence

Les propriétés de luminescence ont été étudiées a 1’aide d’un spectrofluorimetre Horiba
Jobin Yvon Fluorolog 3-11 équipé d’une lampe Xenon de 450 W. Les spectres d’excitation et
d’émission ont été mesurés a température ambiante, directement sur les suspensions
colloidales. Les spectres d’excitation ont été enregistrés entre 350 et 600 nm, en monitorant
’émission *Dy—'F, de I’ion Eu’' a Aem = 612 nm (spectral bandwidth : 2 nm). Les spectres
d’émission ont été¢ quant a eux enregistrés dans la gamme 500-700 nm (spectral bandwidth : 1
nm), sous excitation dans la transition "Fo—"L¢ de Eu’’a Aex = 392.8 nm ou dans la transition
"Fo— D3 & Aex = 464.2 nm.

La durée de vie de luminescence a été évaluée avec un phosphorimetre FL-1040 équipé
d’une lampe UV au Xenon pulsé. Les caractéristiques du niveau émetteur "Dy de Eu’" ont été
suivies. Les déclins d’émission ont ét€¢ analysés sur un intervalle de temps de 3,5 ms. La

résolution temporelle de 1’appareil dans les conditions expérimentales était de 30 ps.
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Résumé

Ce travail porte sur 1’élaboration et la caractérisation physico-chimique de nanoparticules
hybrides a base d’apatites phosphocalciques biomimétiques proches du minéral osseux, en vue
d’applications dans le domaine du diagnostic de cancers voire de thérapeutique. Dans cette étude,
une formulation colloidale a été¢ développée en milieu aqueux a partir de sels aisément
manipulables et en présence d’un dérivé phospholipidique (2-aminoéthylphosphate, AEP) jouant
le role d’agent dispersant et permettant de contrdler la taille moyenne des nanoparticules (dans la
gamme 30-100 nm). L’effet de parametres expérimentaux majeurs (pH, concentrations,
température) a ét¢ déterminé. La complémentarité des données analytiques (analyses chimiques,
spectroscopie FTIR, diffraction des rayons X, diffusion de la lumi¢re, MET, mesures de potentiel
z€ta) nous a permis de proposer un modele descriptif des nanoparticules colloidales mettant en jeu
la présence de complexes entre Ca*" et AEP™ en surface de nanocristaux d’apatite. La possibilité
de conférer des propriétés de luminescence a été démontrée, par substitution d’ions Ca®" par des
ions europium Eu®’, et une durée de vie de luminescence de I’ordre de la milliseconde permet
d’envisager 1’étude de matériel biologique. Plus ponctuellement, 1’adsorption additionnelle
d’acide folique a été étudiée, avec pour objectif final le ciblage de cellules cancéreuses.

Divers aspects liés a une potentielle utilisation dans le domaine biomédical ont également
été abordés, tels que la purification de telles suspensions par dialyse, la possibilité d’une remise en
suspension apres lyophilisation, 1’évaluation de leur cytotoxicité, 1’étude de leur potentiel pro-
inflammatoire par interaction avec des macrophages humains, et une étude préliminaire de
I’internalisation de ces nanoparticules par des cellules cancéreuses.

Ce travail a permis de développer une « preuve de concept » permettant d’envisager
I’utilisation future de tels nano-systémes colloidaux dans le domaine biomédical, et en particulier
en oncologie.

Summary

This work deals with the synthesis and physico-chemical characterization of hybrid
nanoparticles based on biomimetic calcium phosphate apatites close to bone mineral, in view of
applications in the field of cancer diagnosis, or therapeutics. In this study, a colloidal formulation
has been developed in aqueous medium, from easily-handled salts and in the presence of a
phospholipid moiety (2-aminoethylphosphate, AEP) acting as dispersing agent and allowing the
control of the mean nanoparticle size (in the range 30-100 nm). The effect of major experimental
parameters (pH, concentrations, temperature) has been determined. Complementary analytical
data (chemical analyses, FTIR spectroscopy, XRD, dynamic light scattering, TEM, zeta potential
measurements) enabled us to propose a descriptive model for the colloidal nanoparticles,
involving the presence of complexes between Ca’* and AEP on the surface of apatite
nanocrystals. The possibility to confer luminescence properties was demonstrated by way of ionic
substitutions of some Ca®’ ions by europium Eu’" ions, allowed us to envision the study of
biological material. The additional adsorption of folic acid was also addressed, with the final aim
to target cancer cell.

Other aspects linked to a potential future use of these nano-systems in the biomedical field
were also examined, such as the purification of these suspensions by dialysis, the possibility to re-
suspend the nanoparticles after freeze-drying, the evaluation of their cytotoxicity, the study of the
pro-inflammatory potential by following interactions with human macrophages, and a preliminary
study of their internalization by cancer cells.

This work enabled us to develop a « proof of concept » allowing one to envision the future
use of such colloidal nano-systems in the biomedical field, and in particular in oncology.
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