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Résumé 

 la sélectivité de la radiothérapie dans le cadre du traitement de certains 

cancers  fonctionnalisées 

pour le suivi par imagerie médicale. Ces objets dont la composition permet de combiner 

imagerie multimodale et activité thérapeutique télécommandée ouvrent la voie vers la 

 

plus opportun,  Ce travail de thèse 

consistait 

imagerie 

(Gd
3+

 
111

In
3+

 pour la TEMP et 
64

Cu
2+

 pour la TEP). Le potentiel des différentes 

nanoparticules, 

  a été évalué. 

bution par imagerie TEMP/CT chez des souris a montré une libre 

circulation des nanoparticules et une élimination rénale avec une présence modérée des 

, cependant, pas due à un 

significative des nanoparticules Au@TADOTAGA-Gd
3+

 au sein de la tumeur. Enfin le co-

3+
 et 

64
Cu

2+
 (complexées par les ligands 

macrocycliques) a permis de suivre ces objets, chez le même animal, après injection 

intraveineuse, à la fois par TEP et IRM dont la combinaison bien que très recherchée est 

 Cette étude a confirmé la libre circula  la 

légère capture hépatique  (carcinome mammaire). 

 Le caractère radiosensibilisant de la suspension de nanoparticule Au@TADOTAGA a été 

confirmé par le suivi de croissance tumorale après traitement par irradiation MRT 

(microfaisceaux) 15 minutes après s par voie intratumorale. Le 

validé par une 

irradiation MRT 24 heures ineuse des nanoparticules à des rats 

portant un gliosarcome (tumeur radiorésitante dans un organe radiosensible). 

Ce travail a montré que les nanoparticules 

type DOTA présentent un fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie. 
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Abstract 

The original properties of nanoparticles make them extremely attractive in the field of 

oncology. In fact, nanoparticles can be designed for combining imaging and therapy with 

only one object. Therefore, multifunctional platforms are very promising for image-guided 

therapy, which constitutes an important step towards personalization of treatment. This 

consists of stimulating the therapeutic activity of the nanoparticles when their accumulation 

is high within the tumor zone and low in healthy tissues. A higher selectivity of the treatment 

is therefore expected. The aim of this PhD work was to synthesize gold nanoparticles coated 

by macrocyclic ligands, known for their high complexing aptitude of ions widely used for 

imaging (Gd
3+

 for MRI, 
111

In
3+

 for SPECT and 
64

Cu
2+

 for PET). The potential of those 

nanoparticles to combining imaging multimodalities and radiosenzitation was evaluated. 

Biodistribution study by SPECT/CT has shown free circulation, renal elimination and a 

moderate retention by the liver of the nanoparticles. However, this retention is not due to 

an accumulation of nanoparticles Au@TADOTAGA-Gd
3+

 in the tumor. Moreover, the co-

labeling of these nanoparticles by Gd
3+

 and 
64

Cu
2+

 was successfully performed. As a result, 

PET/MRI images, a much researched combination but rarely achieved, were acquired on the 

same animal after intravenous injection of the co-labeled nanoparticles. This study has 

confirmed the free circulation, renal elimination, low hepatic capture and tumor 

accumulation (carcinoma). 

The radiosensitizing character of nanoparticles Au@TADOTAGA was confirmed by the follow 

up of tumor growth after a treatment by MRT (microbeam irradiation) 15 minutes after 

intratumoral injection of nanoparticles. The therapeutic gain of this treatment has been 

validated by MRT 24 hours after intravenous injection of nanoparticles to rats carrying 

gliosarcoma (radioresistant tumor in radiosensitive organ). 

Owing to their composition, these gold nanoparticles coated by macrocyclic ligand (DOTA-

like) exhibit therefore a high potential for image-guided radiotherapy. 
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Abréviation   Signification 

ADN   Acide désoxyribonucléique 

Au   Or 

RGD   Pentapeptide cyclique composé du motif « arginine-glycine-acide 

aspartique » 

d   Densité 

Da   Dalton 

DLS   Diffusion dynamique de la lumière 

DMEM   Milieu de culture ( ) 

DTDTPA  Dérivé dithiolé du DTPA 

DTPA Acide diéthylènetriamine pentaacétique  

DOTA Acide 2,2',2'',2'''-(1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-

tétrayl)tetraacétique  

EDC   N-[3-(diméthylamino)propyl]-N'-éthylcarbodiimide 

Effet EPR  (enhanced 

permeability and retention effect) 

ESRF Installation européenne de rayonnement synchrotron (European 

Synchrotron Radiation Facility) 

Gd   Gadolinium 

Gy   Gray 

In   Indium 

ICP-MS   Spectrométrie de masse par torche à plasma  

ICP-OES Spectrométrie émission atomique par torche à plasma 
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ILS Augmentation de la durée de vie (Increase of LifeSpan) 

IRM Imagerie par résonance magnétique 

keV Kilo-électronvolt 

kg Kilogramme 

M Mole par litre 

mosmol Milliosmoles 

MRT Radiothérapie par microfaisceaux (Microbeam Radiation Therapy) 

ng Nanogramme 

nm Nanomètre 

NHS N-hydroxysuccinimide 

PBS Tampon phosphate (Phosphate Buffer Solution) 

PEG Polyéthylène glycol 

TEP (PET) Tomographie par émission de positons (Positron Emission 

Tomography) 

pH Potentiel Hydrogène 

TEMP(SPECT) Tomographie par émission monophotonique (Single-Photon Emission 

computed tomography) 

T Tesla 

UV Ultraviolet 

Z Numéro atomique 
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Le traitement des tumeurs cancéreuses constitue un réel enjeu de santé publique qui, 

depuis de nombreuses années, mobilise la communauté scientifique. Différentes voies et 

stratégies ont été explorées. Si, dans certaines formes de cancer, des avancées significatives 

présent (chirurgie, chimiothérapies et/ou radiothérapie). Le cas des glioblastomes (tumeur 

du cerveau la plus fréquente) est emblématique car la survie des patients actuellement 

 une localisation très précise difficile à obtenir. La 

étant focalisé sur la position supposée de la tumeur). M

des effets secondaires importants demeurent en raison de la non-sélectivité du 

rayonnement. Les tissus sains environnants sont donc détruits au même titre que les tissus 

cancéreux. 

Afin de contourner ces difficultés, des protocoles thérapeutiques basés sur un système 

physique. La conjonction spatiale et temporelle de ces deux composantes va induire une 

cascade de réactions physiques très énergétiques et toxiques conduisant à la destruction des 

tumeurs. La radiothérapie[1 3] (avec la thérapie photothermique [4 6] et la thérapie 

photodynamique [7 9]

dans ce cadre. Cependant le développement de cette stratégie bute sur la difficulté à la fois 

thérapeutiques. En raison de leur caractère moléculaire, ces agents ne permettent pas de 

remplir ces conditions car ils ne sont pas assez sélectifs (du fait de leur diffusion dans 

té de recherche consacrée au 

domaine des nanoparticules [10] [11]. 
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Le vif engouement au sujet des structur -à-

formes variables dont une des trois dimensions est comprise entre 1 et 100 nm, provient de 

leurs propriétés originales qui peuvent être exploitées pour des applications biomédicales. 

En prenant le matériau massif de même composition comme référence, la réduction de la 

propriétés intrinsèques (fluorescence dépendante de la taille, propriétés optiques 

modulables des nanoparticules d ction de 

la taille se traduit, en raison de la frustration des atomes de surface, par une très forte 

sensibilité (réactivité chimique) des nanoparticules à leur environnement qui est supposée 

, se 

associées à la réduction de la taille sont minimisées, la taille des nanoparticules constitue un 

précieux atout pour les applications in vivo. Les nano-objets les plus petits (1-2 nm) sont 

suffisamment volumineux pour ne pas franchir les barrières biologiques des tissus sains 

(contrairement à la plupart des molécules) e

poreux des vaisseaux sanguins des tumeurs solides. Les nanoparticules semblent donc 

parfaitement adaptées pour le ciblage des tumeurs solides. 

ur faculté à rassembler 

dans un si petit volume plusieurs propriétés complémentaires par un choix approprié des 

multifonctionnelles dont le comportement peut être finement contrôlé par la taille, la forme 

 

Parmi le grand nombre de nanoparticules développées pour des applications 

biomédicales, les nanop [11].Tout 

chimiques extérieures. Ensuite, il est connu pour présenter une biocompatibilité adaptée 

aux applications biomédicales bien que la question de la toxicité liée à la taille nanométrique 
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peut se poser dans certains cas [12]

propriétés optiques modulables dépendant d

diélectrique. Cette propriété est beaucoup utilisée dans le cadre de la thérapie 

[4]

(Z(Au) =79), est caractérisé par une densité et une section 

radiosensibilisant exploitable pour la radiothérapie [13][14]. Enfin, les deux méthodes de 

synthèse principales décrites par Brust et Frens, sont relativement simples à mettre en 

présence de ligands thiolés alors que la méthode de Frens mène à la formation de 

nanoparticules stabilisées par des ions citrates en utilisant le réducteur citrate de sodium sur 

[15][16] , qui peut être réalisée 

relativement aisément pendant ou après la synthèse, 

propriétés. Par un choix approprié des constituants utilisés pour la synthèse de 

La conception de tels objets ouvre la voie à la thérapie guidée par imagerie qui devrait 

permettre une médecine personnalisée par une adaptation du traitement à chaque cas 

particulier [10]. 

Dans cet objectif de réaliser la radiothérapie guidée par imagerie, les nanoparticules 

Au@DTDTP ant 

-objets innovants, une fois injectés par voie 

intraveineuse, ont présenté un effet thérapeutique significatif suite à leur activation par un 

rayonnement X. De plus, le suivi de la biodistribution de ces nanoparticules a pu être réalisé 

par IRM, SPECT et tomodensitométrie X. 

 Ce travail de thèse consistait à modifier ces objets très prometteurs pour la 

radiothérapie guidée par imagerie en remplaçant la couche organique, constitué du ligand 

de gadolinium DTPA-
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restr trée lors de 

récentes études, ce qui pose problème en raison de la toxicité de cet élément sous forme 

tif 

gadolinium. Les nouvelles nanoparticules ainsi synthétisées ont été caractérisées et leur 

aptitude à être employée pour la radiothérapie guidée par imagerie a été évaluée. 

 Ce manuscrit qui rassemble les principaux résultats de mon travail de thèse consacré 

au développement de nanoparticules multifonctionnelles pour la radiothérapie guidée par 

imagerie se présente de la manière suivante : 

 Suite à une introduction générale, le chapitre 1 résume les principales données 

bibliographiques décrivant le contexte de cette étude. Ce chapitre décrit les 

tumeurs nécessaires à connaitre pour leur traitement. Enfin, les propriétés 

expliquée  

 

 Le chapitre 2 présente la synthèse et la caractérisation des nouvelles 

nanoparticules obtenues en se basant sur les nanoparticules Au@DTDTPA. 

 

 in vivo rendant compte de 

la biodistribution des nanoparticules et de leur aptitude à être utilisées comme 

agent de contraste multimodal. 

 

 Le chapitre 4 présente les résultats  de radiosensibilisation in vitro et in vivo des 

radiothérapie par microfaisceaux MRT) chez des rats portant un gliosarcome 9L. 

 

 Ce manuscrit se termine par une conclusion générale qui ouvre sur de nouvelles 

perspectives à explorer. 
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1.1. Introduction 

Même si elle est restée longtemps inconsciente, l

à fort longtemps. En effet, nous pouvons recenser la première application des 

nanoparticules sur la coupe romaine de Lycurgue au 4
ème

 siècle. Au fil du temps, les 

[1]. 

  Un fort engouement concernant la recherche sur les nanoparticules a lieu depuis ces 

deux dernières décennies. En effet, en raison de leurs dimensions extrêmement faibles, ces 

nano-objets  possèdent de nouvelles propriétés pouvant être exploitées dans de nombreux 

domaines tels que la catalyse et surtout le domaine biomédical. 

L  

nanomédecine,  est extrêmement prometteuse en raison de la taille réduite des nano-objets 

qui permet une e  Cela rend les nanoparticules 

comme agent thérapeutique. Le deuxième atout majeur des 

nanopar

manière à obtenir un nano-objet multifonctionnel. 

nano-objet est très intéressant en raison de nombreux paramètres comme la 

biocompatibilité, la propension à absorber un rayonnement X ou encore les nombreuses 

nanoparticules co  

 Cependant, la petite taille des nanoparticules constitue aussi un inconvénient. En 

effet, il existe des -objets qui peuvent 

ion biomédicale, la taille réduite 

et les nouvelles propriétés qui en découlent peuvent induire une toxicité rendant nécessaire 

un contrôle minutieux de nombreux facteurs comme la taille, la charge, la chimie de surface 

qui vont exercer un impact sur la stabilité colloïdale et la biodistribution. 



25 
 

 Le caractère multifonctionnel concentré dans un objet de taille réduite ouvre de 

En effet, une fois les 

caractéristiques spécifiques de la tumeur bien connues, il est possible de synthétiser des 

nanoparticules qui vont exploiter les paramètres physiologiques de celle-

accumuler de manière passive. En outre, en adaptant la composition complexe de ce type de 

nanoparticules, celles-ci peuvent à la f permettre 

 

la constitue une étape extrêmement importante  pour la personnalisation du 

xtrêmement prometteur pour  la radiothérapie dans des zones 

radiosensibles tel que le cerveau.   

Ce chapitre a pour objectif de décrire le contexte de cette étude en analysant les 

imagerie et/ou de thérapie à 

description des paramètres et contraintes physico-bio-chimiques des tumeurs solides. Puis, 

ant et après 

fonctionnalisation, p

nouvelle solution pour la thérapie de tumeurs difficiles à traiter. 

 

1.2. Les nanoparticules 

1.2.1. Généralités sur les nanoparticules 

Le terme « nanoparticule » 

extrêmement variées. Il convient donc de définir précisément ce terme. Juridiquement une 

nanoparticule est un objet, peu importe la forme, dont au moins une de ses dimensions est 

comprise entre 1 et 100 nanomètres [2]. 

, qui fait des nano-objets, des outils très intéressants 

pour le domaine biomédical. En effet par comparaison, ces objets sont du même ordre de 

grandeur que les biomolécules et plus petits que les cellules (Figure 1.1). 
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  Cette taille réduite leur permet de circuler librement dans le corps humain sans risque 

de provoquer une embolie (les capillaires des poumons, les plus fins, présentent un diamètre 

minimal de 5 

niveau de certains épithéliums comportant une perméabilité accrue, comme ceux localisés 

au niveau des tumeurs. Enfin, certaines nanoparticules peuvent pénétrer dans les cellules.  

 

 

Figure 1.1 [3] 

 

Il existe deux approches pour produire ces nouveaux outils -down et 

 bottom-up. La première consiste à « sculpter » un échantillon macroscopique 

nanoparticules métalliques par ablation laser (LASis). La deuxième approche consiste à 

nanoscopiques (atomes ou 

 par des procédés physico-chimiques comme la synthèse par 

réduction. -up 

chimique [4].  

 La recherche active sur les nano-objets a mené à une importante diversité de 

nanoparticules. Nous pouvons citer les liposomes, les nanop

quantums dots, les nanoparticules de res, les nanotubes de 
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carbone, les nanoparticules métalliques, les nanoparticules polymères et des combinaisons 

des différentes compositions précitées (figure 1.2).  

 

Figure 1.2 Représentation des principaux types de nanoparticules [5] 

  

Cependant,  

raison des caractéristiques intéressantes apportées par cet élément qui seront décrites par 

la suite.  

 

1.2.2. Synthèse des différents types de nanoparticules 

En se li

sur le plan de la forme. Nous pouvons citer les sphères, les nanoshells 

-coquille), les nanobâtonnets et enfin les nanoparticules de formes complexes. 

 

1.2.2.1.  
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catalytique qui a été découvert pour les nanopartic [6][7]. En outre, 

optiques modulables inédites. 

ar la large 

palette de couleurs offerte par les suspensions de ces objets

dizaine de nanomètres de diamètre est rouge et une suspension de nanobâtonnets 

30 nm de longueur et 5 nm de diamètre est bleue. Cette modification de la couleur avec la 

taille et la forme est attribuée au phénomène de résonance de plasmons de surface localisés 

qui est observé dans les particules métalliques dont la taille est inférieure à la longueur 

conduction induite par le champ électromagnétique incident est alors fortement confinée 

dans la particule. La séparation des charges qui en résulte crée un dipôle oscillant. Lorsque la 

surface localisée dont la fréquence (et donc celle du rayonnement absorbé) dépend de la 

nanopa

exemple, par un décalage vers le proche infrarouge [8]. 

Ce décalage spectral est particulièrement intéressant pour les applications in vivo car les 

photons du proche infrarouge pénètrent plus profondément les tissus biologiques (2 cm) 

que ceux du visible (que

biologiques est nettement moins intense dans le domaine spectral du proche infrarouge. Ces 

propriétés ont ouvert la voie à de nouvelles techniques de thérapie (thérapie 

photothermique agerie (imagerie photoacoustique).  

Ces deux techniques (figure 1.3) 

qui sont généralement des chromophores, ou des molécules fluorescentes. Après excitation 

aisceau proche infrarouge, le retour à un 
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e la thérapie  (irradiation plus courte 

des tissus tout en évitant un échauffement cytotoxique).  

 

Figure 1.3 Principe de la thérapie photothermique et imagerie photoacoustique 

 

 

-coquille [9][10][11], les nanobâtonnets [12][13][14] ou encore les nanoparticules de 

formes complexes [15] décrites par la suite. 

 

1.2.2.2. Les « nanosphères » 

La forme la plus simple à laquelle nous pensons immédiatement en parlant de 

nanoparticules est la sphère. Cependant, cette forme sphérique constitue uniquement une 

lise dans un réseau cubique à faces centrées et forme 

ainsi un objet polyédrique pouvant être assimilé à une sphère. La synthèse des 

« nanosphères » 
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echniques (photochimique, électrochimique). Cette 

réduction a lieu en présence de molécules qui ont pour rôle de contrôler la croissance et 

assurer la stabilité colloïdale. 

Deux méthodes sont principalement utilisées dans la littérature. approche décrite 

par Brust 4) par un réducteur fort, le 

tetrahydruroborate de sodium (NaBH4) en présence de ligands thiolés. Ceux-ci vont jouer le 

[16][17]. 

méthode, développée par Frens (suite aux travaux de Turkevitch), consiste à réduire 

HAuCl4 par un réducteur doux, le citrate de sodium, à chaud. Celui-ci joue également le rôle 

 

déssorber  

à la surface des particules en croissance [18]. Ces deux méthodes mènent à des 

nanoparticules différentes. La méthode de Frens produit des particules citratées 

diamètre allant de 10 à 150 nm en modifian lors que la 

méthode de Brust aboutit à une suspension de nanoparticules plus stable, plus concentrée 

et de taille réduite allant de 2 à 10 nm. De plus cette technique 

souhaitée lors de la synthèse.  

Ces  deux stratégies sont à la base de la synthèse de la plupart des nanoparticules 

-objets  

 

1.2.2.3. -coquille 

Nous pouvons mentionner un autre type de nanoparticules  de forme sphérique, 

-coquille. Elles sont composées 

SiO2@Au, est le plus répandu [11]. Mais nous pouvons aussi citer des  [19] 

ou  [20]. SiO2@Au confère à ces 
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-coquille est 

celle de Halas. Cette équipe a fonctionnalisé des nanoparticules sphériques de silice avec des 

organosilanes (3-Aminopropyltriéthoxysilane) créant ainsi une surface aminée permettant le 

à une réduction NaBH4 dans une solution aqueuse de 

carbonate de calcium. Les nanopar nt alors de site de nucléation 

[21]. Certains paramètres peuvent être modifiés comme le type de nanoparticules formant 

type 

principe de base en quatre étapes reste le même : s

obtenir une couche uniforme (figure 1.4).  

 

Figure -coquille [22] 

 

1.2.2.4. Les nanobâtonnets 

le cas des nanobâtonnets (figure 1.5). Il existe deux approches pour synthétiser ces nano-

objets, soit en utilisant un moule rigide soit en présence de surfactants. 

Dans le premier cas, les nanoparticules sont synthétisées de 

matériaux à base [23] ou de membranes à pores cylindriques (diamètre de pores 

de quelques nanomètres à 100 nanomètres) [24]

réaliser des nanobâtonnets de diamètre très faible (3 nm). De plus, en raison de la 

monodispersit es présentent toutes 

la même taille. Cependant, cette technique reste complexe. En effet, le contrôle de la 
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nécessaire pour obtenir les nano-objets. Le rendement de ce type de synthèse, est en outre, 

très faible [25]. 

croissance anisotrope des particules durant la réduction. En milieux aqueux, le tensioactif le 

plus fréquemment utilisé est le bromure d'hexadécyltriméthylammonium (CTAB) [26]. 

 

Figure 1.5 Image TEM de nanobâtonnets [15] 

 

1.2.2.5. Les nanostructures de forme complexe 

Des formes moins conventionnelles que la sphère et le cylindre ont pu être obtenues 

en jouant sur les conditions de croissance ou en utilisant un moule préformé (figure 1.6). 

Parmi ces formes complexes, nous pouvons citer les nanostars 

e,  les nanohexapodes 

octaédrique dont les sommets sont prolongés par des excroissances allongées et les 

  

La synthèse des nanostars et des nanohexapodes repose sur le même principe que 

les nanobâtonnets : elle requiert trôler la croissance 

anisotrope. Les particules utilisées comme site de nucléation sont sphériques pour les 

 permettent de 

contrôler la cinétique de croissance afin de synthétiser ces nanoparticules de formes 

complexes telles que  (de la même 

manière que lors de la synthèse des nanobâtonnets) ou la modification de la valeur du pH 

[27][28]. 
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Figure 1.6 Image TEM de nanostar  [15] [29] 

                    

3+
 

+

 

Nous venons de voir q

différentes. De plus la taille 

des nano-objets peut être modulée en modifiant la quantité de réducteur et/ou de ligand 

par r

utilisée pour la synthèse de nanobâtonnets. Ces objets présentent un fort intérêt pour une 

utilisation  en raison de leurs propriétés optiques modulables 

.  

favoriser sa destruction sont très limités. Elle se présente comme une contrainte imposée et 

connaissance précise de la physiologie des tumeurs afin de rendre leur traitement plus 

efficace en adaptant le comportement des nanoparticules (biodistributio

efficacité thérapeutique).  

 

 

A B C 
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1.3. Oncologie 

1.3.1. Les tumeurs 

1.3.1.1. Généralités 

excessive et anormale qui entraîne, par conséquent, une surpopulation de cellules pouvant 

 

Le cancer est une des préoccupations de santé publique majeures de ces dernières 

années. Bien que la mortalité par cancer ait diminué ces vingt dernières années, il demeure 

en France la première cause de mortalité (plus 

deuxième chez les femmes après les maladies cardio-vasculaires. La survie relative (survie 

avec une variation allant de 6 à 95 % en fonction du type de cancer et le stade au moment 

du diagnostic [30]. 

En effet, nous pouvons dénombrer pas moins de 200 types de cancers différents, 

pouvant être classés différemment, notamment en quatre catégories : 

 Les cancers « solides », les plus fréquents (90% des cancers humains),  qui se 

développent dans les tissus autres que le sang.   

 Les cancers « liquides » (hémopathies malignes) qui se développent dans le 

sang (p.e. leucémie) ou dans le système lymphatique (p.e lymphome) 

 Les cancers « métastatiques » qui de développent dans un ou plusieurs autres 

tissus éloignés de la tumeur primaire  

 Les cancers secondaires consécutifs à un traitement [31] 

 

Les cancers les 

poumon, de la prostate et colorectaux alors que, pour la femme, ce sont les cancers du sein, 

1.7) [32] [33]

des cancers solides, nous nous limiterons à ceux-ci. 
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Les facteurs favorisant les cancers sont multiples comme 

habitudes. N cancers 

du poumon et du foie. Mais aussi les infections causées par certains virus, bactéries ou 

, 

u des 

rayonnements (UV, X ou gamma) [34]. 

Au vu du nombre croissant de cancers, de la mortalité élevée et des nombreux 

bonne compréhension du processus de développement, de croissance ainsi que la 

physiologie des tumeurs est nécessaire. 

 

1.3.1.2.  

Les tumeurs malignes sont décrites -à-dire que 

exposée à des agents cancérogènes. Suite à 

 

et les cellules saines : 

Figure 1.7 Diagramme statistiques des types de cancers et leur mortalité en 2012 

age 
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capacité 

de prolifération infinie. 

 

cellule cancéreuse, quant à elle, est autonome. 

 Et enfin, le développement de cellules saines est influencé par les cellules voisines. En 

effet, les cellules saines avec 

leurs voisines contrairement aux cellules cancéreuses qui possèdent une capacité 

 

Les cellules cancéreuses se multiplient donc, sans prendre en considération les 

« instructions » 

restent constant (homéostasie). Il en résulte la format

représentant environ 1 milligramme de tissu qui va, par la suite, se développer [34] [35]. 

 

1.3.1.3. Développement  

 

3

diffusion passive. Au-delà de cette taille, cet apport devient insuffisant, provoquant alors un 

manque 

croissance (notamment le facteur de croissance vasculaire endothéliale, VEGF), 

vasculaire. Ces nouveaux vaisseaux (néovaisseaux) permettent un apport en oxygène et 

nutriment, entretenant ainsi la croissance tumorale [34]. Ce réseau vasculaire étant 

chaotique, les tumeurs ne sont pas correctement perfusées. En effet il subsiste des zones 

insuffisamment vascularisées qui présentent une hypoxie. Cette hétérogénéité entretient 

alors en permanence la formation de nouveaux vaisseaux (figure 1.8). 
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Figure 1.8 [36] 

 

Ce phénomène est primordial pour la croissance et la survie de la tumeur. De ce fait, 

stratégies de thérapie anticancéreuse [37 39].  

 

1.3.1.4. Physiologie des tumeurs 

La physiologie des zones tumorales est différente de celle des tissus sains. Comme 

Par comparaison aux vaisseaux irriguant les tissus sains, la structure de ces néovaisseaux 

comporte des différences notables qui peuvent être exploitées pour la thérapie. En effet, la 

vascularisation est désorganisée, les vaisseaux sanguins qui irriguent les tumeurs se 

caractérisant par une distribution en diamètre et une répartition spatiale hétérogènes. De 

plus, ils sont poreux et perméables. En effet, une fenestration différente (atteignant 

plusieurs centaines de nanomètres) par rapport aux tissus sains les caractérise. 
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 Le flux sanguin est aussi différent de celui des vaisseaux sains. Ces propriétés 

structurales ajoutées au faible drainage lymphatique, caractéristique de nombreuses 

tumeurs, peuvent favoriser une accumulation préférentielle des nanoparticules dans la zone 

tumorale. Contrairement aux molécules, les nanoparticules sont en effet suffisamment 

grosses pour éviter leur extravasation des vaisseaux sains caractérisés par un espace entre 

qui irriguent les tumeurs. Ce phénomène, appelé effet EPR (Enhanced Permeability and 

Retention effect), rend les nanoparticules très intéressantes par rapport aux molécules dans 

le traitement des cancers car il permet un ciblage passif des tumeurs solides alors que les 

 

En outre, 

métabolisme accru. Cette surexpression engendre la possibilité de cibler de manière active 

ces cellules 

qui ont une affinité particulière pour ces récepteurs. Il est important de souligner que ce 

ciblage, dit actif, ne peut jouer que sur les mécanismes de rétention des nanoparticules au 

sein de la tumeur et se trouve être efficace uniquement si les nanoparticules possèdent les 

paramètres adaptés permettant une accumulation significative par effet EPR dans un 

premier temps. 

La physiologie des tumeurs solides peut donc être exploitée pour accumuler 

préférentiellement des nanoparticules par ciblage passif (effet EPR) et ciblage actif (figure 

1.9). La formulation des nanoparticules nécessite en plus de cette considération, la prise en 

les que la vo
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Figure 1.9  

 

1.3.2. Formulation des nanoparticules pour la thérapie 

1.3.2.1.  

 dans notre cas les nanoparticules, peut 

être réalisée par voie orale, transmuqueuse, percutanée, pulmonaire ainsi que par voie 

résente des atouts et des inconvénients 

et doit être adaptée au composé ains  

La voie intraveineuse semble la mieux adaptée car elle garantit une biodisponibilité 

s agents est limité contrairement à la voie orale, ce 

de citrate, il a été démontré que la voie intraveineuse est la voie qui présente le moins de 

toxicité par rapport à la voie orale et intrapéritonéale [40].  
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Cependant cette conclusion ralisable et doit être nuancée car les 

, argent, semi-

conducteurs, oxydes métalliques

prismes de formes diverses) et de la nature des ligands (organique, inorganique, polymère, 

 

La voie parentérale intratumorale semble la plus pratique pour acheminer les agents 

se pose plus. Cela limite cependant le type de tumeurs accessibles car seules les tumeurs 

cutanées ou peu profondes peuvent être traitées par ce mo

conduire à la dissémination préjudiciable de cellules cancéreuses. 

La connaissance de la structure des tumeurs solides et le choix de la voie 

donc indispensables pour la conception de nano-objets. Cependant, il 

reste un point capital à prendre en compte qui est la toxicité des nanoparticules. 

 

1.3.2.2. Toxicité 

Plusieurs facteurs sont à considérer en ce qui concerne la toxicité des nanoparticules. 

renfermant des éléments toxiques (cas des 

[41], il semble plus 

prudent de proscrire les éléments identifiés comme toxiques et de préférer les éléments 

connus pour être biocompatibles. La biocompatibilité et la formidable stabilité chimique de 

-à-dire le 

comportement chimique de la surface, « nue » ou fonctionnalisée) doit également être prise 

en compte. En effet, la charge de surface joue un rôle très important sur la toxicité de 

[42]. Dans le cas de 

nanoparticules de charge appa tant de cette 

absence de charge  
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constitue un atout pour les applications 

biomédicales, elle peut également représenter un obstacle car elle est le principal facteur 

susceptible de rendre ces objets toxiques. Les nanoparticules sont en effet caractérisées par 

une réactivité et une interac

[43]. 

s négliger est la forme. Une étude a par 

bâtonnet, fuseau) induit des effets significatifs sur la toxicité in vitro. Il en ressort que la 

forme sphérique est, dans le cas de ce type de nanoparticules, celle qui semble montrer le 

moins de cytotoxicité [44]. 

La toxicité dépend donc certainement de la nature, de la taille, de la 

fonctionnalisation et de la forme des nanoparticules. Les  connaissances en matière de 

nanotoxicologie restant actuellement limitées et au vu de la très grande diversité des 

nanoparticules existantes, nous ne pouvons pas généraliser les conclusions. 

toxicité au cas par cas, et avec des outils appropriés aux spécificités de la chimie colloïdale, 

semble alors plus appropriée. 

 

1.3.2.3. Biodistribution et élimination 

-objets constitue également un point essentiel à prendre en 

compte. Celle-

dégradation libérerait des sous-

particules à 

non- -produits toxiques (cas des QD). En 

secondaires toxiques dans le foie [45] [46] [47]. En effet, elle implique la capture des 

nanoparticules par les hépatocytes dont le métabolisme peut engendrer la dégradation des 

nanoparticules. 
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La conception des nanoparticules doit donc prendre en compte les paramètres favorisant 

un ciblage passif vi

paramètres sont la taille, la chimie et la charge de surface. De manière générale, nous 

le phé

rénale si la taille est adaptée [48]. Ce sont les protéines plasmatiques ou opsonines 

(chargées négativement) qui so

la surface des nanoparticules, elles favorisent la capture et la phagocytose par les cellules du 

système réticulo-

Le diamètre hydrodynamique joue un rôle important en même temps pour la voie 

capture hépatique par les cellules de Küpffer [46] 

inférieur à environ 6 nm conduit en général à une élimination rénale qui diminue 

obligatoirement le temps de demi-vie plasmatique quelle que soit la charge [49] . La charge 

ination de ces nanoparticules par voie rénale semble être 

favorisée si elles sont chargées négativement. 

excéder 10 nm ation des nanoparticules de 

-coquilles, nanobâtonnets ou de formes complexes. Bien que ces nanostructures 

possèdent toutes un réel potentiel pour la thérapie guidée par imagerie, une telle 

nsions excessives favorisant 

capture par les tissus sains du système réticulo-endothélial, la réduction de la taille semble 

inévitable. Cependant, elle se fera au détriment des propriétés optiques car le phénomène 

de résonance de plasmon sur lequel repose

photothermique sera alors o

et de thérapie. 
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1.4.  Les propriétés intrinsèques 

 

biocompatibilité possède des propriétés très intéressantes 

[50][51] té importante (d = 19,3) et du numéro atomique 

 = 

 

[50,52]. 

 

1.4.1.  

X 

elle est restée la seule technique 

faisceau de rayon X (25-

traversé le patient, est recueilli sur une plaque photographique ou un détecteur de photons 

partir de la rotation du tube à rayons X, cette technique fournit des images 

tridimensionnelles (figure 1.10). Le principal avantage du scanner repose sur sa résolution 

spatiale extrêmement précise 

permet de visualiser le sque

ionisante. 
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Figure 1.10 Appareil de tomodensitométrie X [53] 

 

nécessaire. Les agents de contraste utilisés lors des examens cliniques renferment un ou 

plusieurs motifs tri-

(Z = 53), qui lui confère une propension à absorber les rayons X, les molécules iodées se 

ntéressant de noter 

2
.g

-1 
contre 1,94 cm

2
.g

-1 
à 

élevé que dans le cas des agents de contraste moléculaires (supérieur à quelques centaines 

dans un agent de contraste moléculaire iodé). Enfin, contrairement aux agents de contraste 

moléculaires, les nanoparticules permettent un contrôle de la biodistribution, un temps 

 prolongé et un ciblage passif des tumeurs [50]

donc un potentiel supérieur à celui des agents de contraste iodés pour rehausser le 

in vivo réalisées à partir 

avec une chimie de surface différente. Elles se présentent donc comme une alternative aux 

[50] [54 57]. 

permet de visualiser le squelette, elle facilite la localisation des tumeurs [58]. Cependant, 

tamment de la radiothérapie, en raison de son caractère ionisant. Il ne faut 
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p  

 

1.4.2. La radiosensibilisation 

nque de sélectivité 

de ce rayonnement provoquera également la destruction des tissus sains environnants. Une 

des réponses à ce problème peut être apportée par la radiosensibilisation dont le principe 

consiste à utiliser un agent à haut numéro atomique pour absorber le rayonnement X. Cette 

stratégie revient à focaliser le dépôt de doses dans les tissus tumoraux et à épargner les 

tissus sains environnants 

tumeur (Figure 1.11). Le principe physique 

secondaires (électrons Auger et photoélectrons) pouvant causer de manière directe ou 

indirecte des dégâts importants aux cellules cancéreuses. 

 

Figure 1.11  

 

cès au 

noyau cellulaire par les nanoparticules est difficile à envisager en raison de la très faible taille 
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des pores nucléaires. Comme le libre parcours moyen des électrons secondaires est 

extrêmement faible, ce mode de destruction cellulaire est contestable car il semble plus 

crédible que ces électrons créent des dégâts en interagissant avec divers constituants 

cellulaires indispensables à la survie des cellules comme les phospholipides de la membrane 

 

Les dégâts indirects provien

 (qui est le constituant cellulaire principal). Les espèces formées sont 

principalement le radical hydroxyle HO , 
qui est un oxydant puissant, et le radical hydrogène 

(H ) qui est un réducteur puissant. Ces radicaux peuvent réagir entre eux ou avec le 

2
-, 

ou encore le peroxyde 

2O2. Ces espèces très agressives interagissent ensuite avec les biomolécules 

pour causer des dégâts importants, souvent irréversibles [59]. 

on de leur propension à 

interagir avec les rayonnements ionisants (primaires ou secondaires) et des phénomènes 

physiques, chimiques et biologiques qui en découlent, de leur biocompatibilité et de leur 

us tumoraux. Il a été montré que les 

à des souris portant un carcinome EMT-6 exercent un effet radiosensibilisant sous un 

rayonnement X (250 kVp). La survie des souris a augmenté de manière significative suite à ce 

traitement. En effet,  après un an, celle-ci est passée de 20% (radiothérapie classique) à 86% 

[52]. Ces 

nouveaux agents radiosensibilisants se sont également montrés efficaces pour traiter des 

tumeurs radiorésistantes et très agressives comme le carcinome squameux de la tête et de 

la nuque chez des souris [60]. Ces premiers résultats très prometteurs ont suscité un fort 

des fins thérapeutiques. De nombreuses équipes travaillent actuellement sur ce sujet. Et 

rad

-matière [61]
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soumises à un rayonnement ionisant génèrent un accroissement de dose très localisé autour 

 

de taille inférieure à 2-3 nm sont donc extrêmement 

En effet, contrairement aux propriétés 

-coquille, nanohexapodes), les 

nt de contraste 

ou une forme spécifique. Au contraire, une taille réduite est avantageuse pour la capacité 

radiosensibilisante. Il est alors possible de concevoir 

la voie rénale sans 

contraste en imagerie X.  

 

1.5.  : agent de contraste 

radiosensibilisant  

-ci au sein de la tumeur (ratio quantité dans la 

tumeur/quantité dans les tissus sains très important). Ce point crucial nécessite un suivi de 

la biodistribut -objets par le 

primordiale. Nous avons vu précédemment que les 

par imagerie X grâce aux .  est 

pénalisée par le caractère ionisant des rayons X et un faible contraste. Le recours à 

[57] [62 65] 

nucléaire [66][67] 

s par une fonctionnalisation adaptée. 
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(méthode de Brust) ou après la synthèse (post-fonctionnalisation) par remplacement des 

partie des ligands apportée lors de la synthèse. 

 

1.5.1.  

une visualisation tridimensionnelle des tissus biologiques en se basant sur le principe de 

 

 

Dans un tissu biologique, les noyaux des atomes 

moments magnétiques individuels µ orientés de manière a

aimantation totale (la somme des moments magnétiques notée M) nulle, le patient est placé 

dans un champ magnétique intense et uniforme B0 variant de  0,02 à 7 Tesla. B0 induit la 

rotation des moments magnétiques sur deux 

ce champ. Il se forme alors deux groupes, les moments dont les spins sont parallèles (sens de 

B0) et ceux dont les spins sont antiparallèles (sens contraire à B0).  

devient non nulle et peut être décrite par deux composantes : l

notée ML T. La première correspond à la projection de M 

suivant un axe parallèle à B0 et la deuxième suivant un axe perpendiculaire à B0. Il est 

nécessaire T et ML via 

une bobine de détection. Pour cela, le patient est soumis à un rayonnement 

électromagnétique, une onde radio à la fréquence de résonance (fréquence de Larmor) des 

A 

(parallèle à B0

caractérisée par deux temps T1 et T2. T1 correspondant au temps de relaxation longitudinale 

L. Et T2, le temps de relaxation transversale, 

correspondant T. Ces temps de relaxation sont propres à 

chaque type de tissu, ce qui  ajouté à la densité des protons, permet 

contrastes différents sur une image acquise par IRM. 
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visualisation tridimensionnelle avec une excellente résolution spatiale. De plus cette 

méthode 

 pour étudier la biodistribution sur un corps entier. 

caractérisés par des propriétés magnétiques adaptées [68]. 

Ces agents de contraste permettent augmenter le contraste entre les tissus sains et 

les tissus tumoraux en diminuant les temps de relaxation T1 et T2 (avec une prédominance 

représenté par la relaxivité longitudinale et transversale (respectivement r1 et r2). Ces 

paramètres représentent ution du taux de relaxation (R1=1/T1 et R2=1/T2) normalisé par 

rapport à la concentration en agent de contraste. La relaxivité, 
-1

.mM
-1

, varie 

linéairement avec la concentration en agent de contraste. 

ste. Les agents de contraste super 

paramagnétiques, principalement composés de fer, qui montrent un moment dipolaire très 

Ils agissent essentiellement sur le temps de 

relaxation transversale T2, assombrissant ainsi les tissus qui les contiennent. Le deuxième 

type, les agents de contraste paramagnétiques, concerne notamment les complexes de 

gadolinium. Effectivement, gadolinium Gd
3+

 (terre rare) possède un fort effet 

paramagnétique en raison du grand nombr électrons non appariés (7) sur la dernière 

couche électronique. Celui-ci étant toxique sous forme libre, les agents de contraste 

3+
 complexé par des ligands tels que le DTPA 

(acide diéthylènetriaminepentaacétique) pour le Magevist® ou du DOTA (l'acide 1,4,7,10-

tétrazacyclododécane-N,N',N'',N'''-tétra-acétique) pour le Dotarem® (figure 1.12). Ces agents 

paramagnétiques en agissant principalement sur le temps de relaxation longitudinale T1, 

induisent un éclaircissement de la zone où ils sont accumulés [69] .  
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Figure 1.12 Principaux agents de contrastes moléculaires paramagnétiques 

 

Ces agents de contraste rehaussent de manière significative le contraste. Cependant, 

de nouveaux agents de contraste en combinant l  gadolinium aux nanoparticules est 

donc prometteur. 

 

1.5.2.  

Malgré les contraintes liées à la préparation, à la manipulation, au stockage et aux 

fréquemment employée pour étudier la biodistribution des nanoparticules en raison de 

[66][67][70]

s pour réaliser une imagerie 

 : la tomographie 

  et la 

tomographie par émission de positons (TEP) qui age d émetteurs de positons 

+
). 

 

 

[Gd-DOTA]
- 

DOTAREM® (Guerbet) 

[Gd-DTPA]
2- 

MAGNEVIST® (Schering) 
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+
) après injection. Ces traceurs sont caractérisés par un 

excès de charges positives au sein du noyau. La désintégration vers un état stable 

engendrant alors deux photons gamma de même énergie (511 KeV), de même direction 

mais de sens opposés (figure 1.13). Ceux-

 

 

 

Figure  positon [71] 

 

. Le plus 

utilisé est le 
18F

FDG qui est composé de glucose (le vecteur) et de fluor 18 (émetteur 
+
). Les 

tumeurs ayant un besoin en glucose important, le 
18F

FDG va donc être capté par les cellules 

.1). Ceux-ci 

de demi-vie extrêmement 

faible. 

Tableau 1.1 Périodes des principaux isotopes utilisés pour la TEP 

Isotopes 
11

C 
13

N 
64

Cu 
18

F 
76

Br 

Période (min) 20,4 10,0 762 109,8 972 
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  TEMP est une imagerie fonctionnelle. Elle permet, en réalisant une 

imagerie tridimensionnelle, de visualiser la distribution  

caméras. Cependant, les radiotraceurs sont différents de ceux utilisés pour la TEP. Ils 

1.2) couplés à des 

vecteurs. En outre, 

lisation du traceur plus difficile.  

 

Tableau 1.2 Période des principaux isotopes utilisés pour la TEMP 

Isotopes 
99m

Tc 
111

In 
123

I 

Période (h) 
6,03 67,32 13,22 

 

La TEMP et la TEP présentent 

(supérieure pour la TEP) et de pouvoir réaliser une imagerie fonctionnelle. Cependant, ces 

 

 

1.5.3. Agent de contraste multimodal 

Il p

[72].  

être envisagé en fonctionnalisant la surface par des chélates de gadolinium (IRM), des 

radioisotopes (
111

In, 
99M

Tc (TEMP) ; 
64

Cu, 
89

Zr (TEP)) ou encore par des molécules radioactives 

marquées par 
18

F ou 
125

médicale, qui reposent à la fois sur l

la composition de la surface des particules (IRM, TEMP, TEP), est très précieuse pour étudier 
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la biodistribution des nanoparticules car elle permet de profiter des avantages des 

différentes techniques 

repose sur une meilleure connaissance de la 

localisation des agents thérapeutiques devrait rendre les traitements plus précis et mieux 

contrôlables, et déboucher enfin sur une efficacité accrue de ces derniers. 

molécules capables de 

ont été conçues (comme le DTPA avec 

une couche organique de DTDTPA (DTPA modifié par deux fonctions thiol pour le greffage 

sur la sur
3+

 et/ou de 

99m
Tc,

111
In). Ces nanoparticules 

Au@DTDTPA-M (avec M = Gd
3+

, 
99m

Tc (ou 
111

In)) peuvent donc être suivies par IRM (Gd
3+

), 

TEMP (indiu

empêchée une accumulation des nano- [57][66][73]. 

125
I  sur la 

tyrosine greffée en surface des nanobâtonnets) a permis de réaliser une imagerie bimodale 

[74]. 

 

1.6. La thérapie guidée par imagerie 

 La thérapie guidée par imagerie constitue une étape essentielle vers la thérapie 

-à- nt à chaque patient. De nombreux 

exemples décrits dans la littérature montrent que le contrôle de la taille, de la morphologie 

combinant imagerie et thérapie [9][12][75]. De telles nanoparticules sont donc des candidats 

prometteurs pour la thérapie guidée par imagerie si elles montrent un comportement 

adapté après injection intraveineuse (accumulation dans la zone à traiter, absence de 

particules dans les tissus sains environnants, élimination rénale privilégiée (par rapport à la 
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voie hépatobiliaire)). Dans un certain nombre de cas (et en particulier pour les systèmes de 

délivrance de principes actifs (DDS, drug delivery systems)), le guidage de la thérapie par 

se résume à une vérification a posteriori [76][77][78]. 

-Gd
3+

 ont été utilisées avec succès pour le 

es à localiser après mise en place chez des souris 

diabétiques. La co- -Gd a 

glycémie des souris diabétiques

-

la nature des nanoparticules Au@DTDTPA-

imagerie X et échographie alors que la couche de chélates de gadolinium (DTDTPA-Gd) 

exerce un effet important sur le rehaussement du contraste positif des images acquises par 

suivi dans le temps [63]. 

Cette stratégie de marquage est intéressante pour optimiser le dispositif de 

 

distance par un stimulus physique semble être une voie prometteuse qui présente 

que les conditions deviennent favorables (accumulation dans la tumeur, absence dans les 

tissus sains), la cytotoxicité des nanoparticules peut alors être commandée et contrôlée à 

distance par une interaction avec un stimulus aux caractéristiques physiques connues et 

maîtrisées (Figure 1.14).  
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Figure 1.14 Utilisation de nanoparticules multifonctionnelles pour la radiothérapie guidée par imagerie. 

 

Parmi les différents stimuli possibles, le rayonnement proche infrarouge (imagerie 

rayon

est cependant handicapé par une faible profondeur de pénétration qui limite son application 

aux tumeurs superficielles et peu profondes, ou atteignables par une fibre optique. Les 

dimensions des nanoparticules développées pour la thérapie photothermique constituent 

une limitation supplémentaire car elles sont incompatibles avec une élimination rénale et 

favorisent en outre la capture par le système réticuloendothélial [11] [79] [80] [81]. Xia a 

[70].  
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En revanche, la taille ne sera pas le facteur limitant de la radiothérapie guidée par 

[50] [51]. Comme ces particules 

ors être réalisée au moment le plus 

opportun pour une efficacité optimale [82]. Des améliorations ont été proposées pour éviter 

chélates de gadolinium (Au@DTDTPA-Gd
3+

inoffensive [57][63]. Le suivi des nanoparticules radiosensibilisantes par IRM constitue un 

imagerie. Les données 

-Gd qui se traduit par une 

cerveau (gliosarcome 9L murin, tumeur radiorésistante dans un organe radiosensible) [73]. 

atom

e 

sélectif à base de nanoparticules), elles possèdent des dimensions (2-3 nm) qui favorisent 

et al [51][61]. 
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1.7. Présentation du travail de thèse 

Cette thèse a été réalisée en collaboration avec de nombreux laboratoires (Institut de 

Facility (ESRF), Institut Curie, Institut National des Sciences Appliquées de Lyon (INSA 

MATEIS), Université Claude Bernard  Lyon 1 (LPCML), le Centre Georges-François Leclerc de 

Dijon (CGFL) et les entreprises nano-H et CheMatech, dans le cadre du projet ANR 

TheraGuIma et le projet Equipex IMAPPI. 

Ces travaux  dans la continuité de la thèse de Christophe Alric qui a 

caractérisé et étudié la capacité de nanoparticules Au@DTDTPA, 

recouvert de ligands linéaires (DTDTPA), à être employée ste et 

agent radiosensibilisant pour la radiothérapie guidée par imagerie [83]. 

ligand linéaire par différents ligands macrocycliques et à caractériser ces nouveaux nano-

objets pour vérifier si les capacités des nanoparticules Au@DTDTPA (agent de contraste et 

agent radiosensibilisant) sont conservées voire améliorées. Le remplacement du ligand 

s études qui ont montré un relargage 

possible des ions gadolinium par le DTPA. La dissémination des ions gadolinium dans 

se révèle être problématique en raison de la toxicité du gadolinium libre. 

TPA aient montré des résultats très 

du DOTA a donc été proposée. 

 

permettre la complexation de différents éléments afin de réaliser une imagerie multimodale 

(imagerie nucléaire/IRM) tout en assurant la stabilité colloïdale. Pour réaliser la 

radiothérapie guidée par imagerie, ces nanoparticules doivent comporter une 

-à-dire une accumulation dans les tissus cancéreux et une 

élimination par voie rénale (figure 1.15). 
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Figure 1.15 Représentation schématique des fonctions de l'objet visé 
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2.1. Introduction 

La  thérapie guidée par imagerie constitue un enjeu majeur, car en personnalisant le 

traitement, elle devrait déboucher à une amélioration de la thérapie de pathologies diverses 

et notamment des cancers. Comme décrit dans la partie bibliographique, de nombreux 

exemples  de nanoparticules de formes, constitutions et tailles variées sont étudiées dans la 

[1][2][3]. 

propriétés (biocompatibilité et forte propension à absorber le rayonnement X) [4][5]. Ce 

s choses de complexer 

cacité de la radiothérapie en augmentant la cytotoxicité du rayonnement tout en 

réduisant s

rayonnement non sélectif va détruire les tissus sains sur sa trajectoire. Les tissus au-delà de 

la tumeur seront également affectés étant donnée la faible absorption du rayonnement par 

les tissus en général (cancéreux et sains). Cette absorption modérée rend nécessaire 

truction des cellules 

tumeur tout en préservant les tissus 

sains au-

est  alors envisagé de réduire la dose du rayonnement et ainsi préserver les tissus sains en 

-objets par 

-à-dire lorsque la 

les tissus sains est très importante. La capacité de ces nanoparticules à être suivies par 

conduire à la détermination du délai, entre injection et irradiation, le plus adapté pour la 

réussite du traitement. 
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alors nécessaire de contrôler certains paramètres des 

-à-dire une accumulation uniquement dans la tumeur et une 

surface sont des paramètres primordiaux à moduler. Notre équipe a montré la faisabilité et 

guidée par imagerie avec les 

suspensions de nanoparticules Au@DTDTPA. Elles ont permis le suivi de leur biodistribution 

par IRM, imagerie X et imagerie nucléaire tout en confirmant une élimination rénale et une 

accumulation significative dans différentes tumeurs [6][7]

montré un effet radios

[8]. Malgré le 

potentiel prometteur des nanoparticules Au@DTDTPA pour la radiothérapie guidée par 

imagerie, la modification de la composition de ces nanoparticules nous semblait 

indispensable suite aux récentes découvertes de cas suspects de fibrose systémique 

 décomposition du 

complexe Gd-DTPA (Magnevist®) [9][10], nous avons engagé une réflexion éviter ce 

risque. 

Les mécanismes entrainant cette patholog agents de 

contraste à base de gadolinium ne sont pas encore bien compris mais une relation entre les 

deux est certaine [11][12]

pr

plus long du complexe dû à sa pathologie [13]. Malgré une stabilité thermodynamique et 

une inertie cinétique élevée des complexes DTDTPA-

nanoparticules (contrairement au DTDTPA seul)[14], nous avons pris la décision de modifier 

DTDTPA par un ligand macrocycl

complexe à base de gadolinium [15][16]. 
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2.2. Synthèse 

ligands macrocycliques 

2.2.1. Ligands macrocycliques 

Le principal objectif de cette thèse consiste à remplacer le ligand linéaire DTDTPA par 

un ligand macrocyclique tout en conservant les caractéristiques des nanoparticules 

Au@DTDTPA. Après réflexions et discussions avec Chematech 

, plusieurs structures intéressantes ont été définies. Dans un premier temps, nous 

avons travaillé avec trois ligands différents (figure 2.1). Le rôle essentiel de la couche 

organique, outre la stabilité colloïdale, est de permettre la complexation de différents 

éléments afin de suivre les nanoparticules par imagerie. Comme nous souhaitons réaliser de 

tels que Gd
3+

 (IRM), 
111

In (TEMP), 
64

Cu (TEP).  Nous avons donc choisi comme site de 

complexation (en rouge sur la figure 2.1)  pour ces trois ligands, un macrocycle de type DOTA 

( 10-tétraazacyclodécane-1,4,7,10-tétraacétique

dura

équipe, 

retardait la désorption du ligand [17][18][19][20]

sont testés; elles comportent  chacune une liaison disulfure endocyclique mais se distinguent 

par la taille du cycle et la nature du bras espaceur (en bleu sur la figure 2.1).  

Le premier ligand, le DTDOTA (figure 2.1A)  fonction disulfure 

endocyclique en bout de chaine 

faire réagir un équivalent DOTA (DO3A
t
Bu-N-(2-aminoethyl)ethanamide) 

comportant une fonction amine, avec quatre équivalents 2-bromoéthyl(trityl)sulfane. Le 

ligand bi-fonctionnalisé ainsi obtenu va former après déprotection le DTDOTA par  

cyclisation. Une étape de purification est nécessaire pour éliminer le ligand mono-

fonctionnalisé. Les deux autres ligands utilisés, le TADOTA (figure 2.1B) et le TADOTAGA 

(figure 2.1C), sont synthétisés en faisant réagir le dérivé du DOTA, comportant une fonction 

amine, avec 1,5 équivalents acide thioctique (TA) après activation de la fonction acide 

carboxylique de TA
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(cons  

présence une fonction acide carboxylique supplémentaire sur le cycle DOTA, pour le ligand 

TADOTAGA, si que la 

stabilité colloïdale des nanoparticules. 

 

 

 

Figure 2.1 Formule semi-développée des ligands DTDOTA (A), TADOTA (B) et TADOTAGA (C) 
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2.2.2. Préparation des différentes nanoparticules 

2.2.2.1. Synthèse des nanoparticules Au@DTDOTA, 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA 

différents ligands 

(TADOTA, DTDOT  la méthode de Brust en réduisant un 

e ligands [21]. Ces derniers assureront le 

contrôle de la nucléation durant la croissance et donc le contrôle de la taille des particules 

tout en assurant la stabilité colloïdale. Les nanoparticules, ainsi obtenues seront composées 

le logo Au@X (X étant le nom du ligand utilisé). 

Pour synthétiser les nanoparticules Au@X (figure 2.2), 

HAuCl4,3H2O (4,9.10
-4

 mol, 192 mg) est dissous dans le méthanol (60 mL) dans un ballon 

le 

ligand (4,9.10
-4

 mol soit 310 mg pour le TADOTA, 346 mg pour le TADOTAGA et 277 mg pour 

le DTDOTA) est dissous dans l e (38 mL). Cette solution aqueuse est ensuite 

ajoutée dans le ballon monocol sous agitation. Il en résulte un changement de couleur, du 

jaune  Enfin, le réducteur NaBH4 (4,9.10
-3

 mol, 182 mg)  est dissous dans 13 mL 

tion se colore 

(III) 
en Au

0
 sous forme de nanoparticules. De plus, un dégagement de 

dihydrogène se produit. La solution est laissée sous agitation pendant environ une heure 

 g/L en or. 

 

Figure 2.2 Schéma de synthèse des nanoparticules Au@X 

HAuCl4,3H2O
NaBH4

1 h

Tambiant

+
S S

Ligand 

soufré
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2.2.2.2. Purification 

Les nanoparticules ainsi obtenues nécessitent une purification de manière à éliminer 

dans un premier temps les ligands non accrochés ainsi que le méthanol, ces objets ayant 

pour but une utilisation in vivo. Pour cela, une dialyse est effectuée après la synthèse.  

La technique consiste à purifier une solution, appelée dialysat, en utilisant une 

membrane semi-perméable sous forme de boudin. Le dialysat est introduit dans le boudin 

de dialyse qui est immergé dans une solution, le contre dialysat. La différence de 

concentration entre le dialysat et le contre-dialysat va provoquer un échange de molécules 

2.3). En choisissant des membranes dont la 

-à-dire assez large pour éliminer les ligands libres et 

suffisamment petite pour empêcher le passage des nanoparticules, le méthanol et les 

ligands libres pourront être éliminés. 

 

 

 

Figure 2.3 Principe de la dialyse 

 

 

H20 

MeOH/Ligand 

Nanoparticules 

Agitateur magnétique Agitateur magnétique 
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membrane perméable de pores présentant un seuil de coupure compris entre 6 et 8 kDa. Le 

boudin contenant environ 100 mL de la suspension de nanoparticules est immergé dans 

e (Vcontre-dyalisat/Vdialysat = 20) sous agitation pendant 48 heures. Le 

contre-dialysat est changé 6, 12 et 24 heures après le début de la dialyse afin de conserver 

une différence de concentration importan  

 

2.2.2.3. Solution injectable 

La suspension de nanoparticules, une fois purifiée, nécessite un ajustement de la 

concentration en or. Pour cela, une ultrafiltration (centrifugation et filtration sur membrane 

(seu  

Une fois la suspension à la concentration souhaitée, un ajustement du pH et de la 

force ionique doit être réalisé afin de permettre son injection dans un organisme vivant. En 

 

 Dans un premier temps une solution composée du tampon Hepes (0,253 M) et de 

NaCl (3,673M) est ajoutée de manière à obtenir une concentration de 145 mM de NaCl et 10 

chlorhydrique. 

PES constitué de pores de 0,2 µm afin de stériliser la suspension. Celle-ci est stockée dans un 

flacon scellé par une capsule avec septum. 

 

2.2.3. Complexation du gadolinium 

Pour permettre le suivi de ces nanoparticules par IRM, le marquage par des ions 

métalliques paramagnétiques ou superparamagnétiques est nécessaire. En raison de son 

moment magnétique très élevé, le gadolinium semble être le plus adapté. Sous forme de 

compl
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ont été choisis pour leur capacité à former des complexes stables avec le gadolinium. La 

stabilité du complexe doit être la plus élevée possible pour éviter la libération et la 

dissé
3+

, 

une solution de chlorure de gadolinium (III)  (GdCl3) de 135 mM est ajoutée à la suspension 

de manière à obtenir la concentration souhaitée. Le pH est ensuite ajusté à 7,4 par ajout de 

 

 

2.2.4. Radiomarquage des nanoparticules 

Pour  localiser précisément les nanoparticules 

de , une technique plus 

. Les 

nanoparticules ont alors été marquées par des radionucléides 
+
 (cuivre-64) pour 

la TEP ou (Indium-111) pour la TEMP. 

Le procédé de radiomarquage des différentes nanoparticules et le contrôle de la 

pureté radiochimique ont été réalisés dans un laboratoire de radiopharmacie au sein du 

centre George François Leclerc (CGFL) à Dijon par le docteur Bertrand Collin pour la TEMP et 

par les docteurs Mathieu Moreau et Claire Bernhard pour la TEP. 

 

2.2.4.1.  

 um-

 de 
111

InCl3 à la suspension 

colloïdale de nanoparticules. Typiquement, 1 mL de suspension colloïdale Au@X à environ 

10 g/L en or (dans un tampon hepes 5 mM/NaCl 145 mM) est marqué par environ 150 MBq 

de 
111

In et la suspension est agitée au vortex pendant vingt minutes. Les nanoparticules 

marquées Au@X-
111

-

stérique (colonne PD-10 Sephadex G-25, GE Healthcare). Pour cela, La colonne est 

préalablement rincée avec 15 mL de tampon citrate de sodium (50 mM, pH ~5), puis la 

suspension colloïdale marquée est introduite dans la colonne et éluée avec le tampon 
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-15).  La pureté radiochimique des 

fractions contenant les nanoparticules Au@DTDTPA-
111

In est évaluée par chromatographie 

sur couche mince (CCM) (supports ITLC-SG, Gelman Science) en utilisant comme éluant un 

tampon citrate de sodium (50 mM, pH ~5). La répartition et la quantification de la 

iochromatographe 

-111 libre (
111

InCl3) est utilisée comme référence ; 

-111 complexé par les nanoparticules Au@DTDTPA reste sur la ligne de dépôt (Rf = 

1,0). 

 

2.2.4.2. Complexation du cuivre 64 

Le marquage des nanoparticules par 

CuCl2, diluée dans un tampon 

à la suspension colloïdale de nanoparticules tamponnée 

Typiquement, 1 mL de suspension colloïdale 

Au@X à environ 10 g/L en or (dans un tampon hepes 5 mM/NaCl 145 mM) est marqué par 

environ 60 MBq de 
64

Cu et la suspension est agitée au vortex pendant quarante-cinq 

minutes. 

pH 5,8), la suspension est à nouveau agitée pendant 15 minutes. Les nanoparticules 

marquées Au@X-
68

Cu sont séparées des complexes 
64

Cu-EDTA par ultrafiltration (filtre 

Nanosep 30 kDa pendant 12 minute à 4°C). La suspension est enfin diluée avec du PBS avant 

injection.  La pureté radiochimique des fractions contenant les nanoparticules Au@DTDTPA-

64
Cu est évaluée par chromatographie ITLC en utilisant comme éluant un tampon citrate de 

sodium (0,1M, pH ~5). La répartition et la quantification de la radioactivité est réalisée à 

Bioscan AR-2000).  

 

2.3. Caractérisation 

Les nanoparticules Au@TADOTA, Au@TADOTAGA et Au@DTDOTA ont été caractérisées 

par différentes techniques avant leur utilisation en milieu biologique. 
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2.3.1. Spectrophotométrie UV visible 

Les spectres UV visibles ont été réalisés en utilisant un spectrophotomètre UV 

SPECORD 250 sur la gamme 400-800 nm. Les échantillons sont dilués de manière à obtenir 

 

 

2.3.2. Microscope électronique à transmission 

électronique en transmission (TEM) JEOL 2010 FEG à 200 kV. Les 

échantillons ont été préparés en déposant une goutte de la suspension à analyser sur une 

grille 

réalisées par Pascal Perriat (Professeur au laboratoire MATEIS, INSA Lyon). 

 

2.3.3. Mesure du diamètre hydrodynamique et du potentiel Zêta 

Les mesures du diamètre hydrodynamique et du potentiel Zêta ont été réalisées avec 

le Nanosizer ZS de Malvern comprenant un laser He-

La mesure du potentiel Zêta a été effectuée sur les suspensions de nanoparticules à 5 mM 

en or (1 g/L) et  10
-2

 M en NaCl. Le pH des différentes suspensions a été ajusté par ajout de 

NaOH ou HCl à 1M. Les mesures du diamètre hydr

 

 

2.3.4. Etude de la complexation de Gd3+ 

des nanoparticules a été évaluée par un dosage complexométrique en utilisant le xylénol 

orange. Celui-ci est un complexant plus faible que les ligands macrocycliques de type DOTA 

(constituants de la couche organique des nanoparticules). Lorsque ce colorant complexe des 

ions gadolinium, son spectre UV visible se trouve modifié. Le principe de ce dosage consiste 
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de 5 kDa afin de recueillir le filtrat comprenant les ions Gd
3+

 non complexés. 100 µL de filtrat 

xylénol orange (3 mg dans 250 mL de 

tampon acétate à pH 5,8). Une courbe UV visible est ensuite tracée et le rapport 

573/A433 est calculé. Ce rapport couplé à la courbe 

3+
 complexée par la couche organique des 

nanoparticules. Cela permet en outre, de déduire le nombre de ligands par nanoparticule.  

 

2.3.5. Lyophilisation 

forme solide (  

La transformation de la suspension colloïdale de nanoparticules sous forme de 

poudre a été réalisée grâce à un lyophilisateur Christ 2-4 LSC à -

ipe du Professeur Olivier Tillement. 

 

2.3.6.  ATG 

Les analyses thermogravimétriques ont été réalisées sur un appareil Discovery au sein 

du laboratoire MaNaPI de Dijon avec le docteur Julien BOUDON. Les différentes poudres de 

nanoparticules lyophilisées (1 mg) ont été déposées dans une nacelle en platine puis ont été 

soumises à une montée en température de 25°C à 700°C (5°C/minutes) sous oxygène. 

 

2.3.7. Evaluation de stabilité en milieu biologique simulé 

Pour se mettre dans des conditions proches du milieu biologique, 145 mM de NaCl et 5 

pH 7,4. De plus, une solution de GdCl3 a été ajoutée en se basant sur 40% de la capacité 
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maximale de complexation. Ce pourcentage, déterminé dans la thèse de Christophe Alric, 

propose un bon compromis entre la stabilité colloïdale et le potentiel en imagerie IRM.  En 

effet, en plus d

groupements COOH ionisables et donc en conservant un potentiel Zêta important, cette 

concentration a été évaluée comme optimale pour le signal IRM avec les nanoparticules 

Au@DTDTPA [6] [17].  

 

2.3.8. Profils NMRD et relaxivité 

Les profils NMRD, rendant compte du comportement des nanoparticules en tant 

q ont été réalisés avec un relaxomètre à champ cyclique 

rapide Stela de 0,25 mT à 0,94 T (0,01  ement théorique des profils 

NMRD a été réalisé à partir du modèle de relaxation classique [22][23][24]. 

La mesure des temps de relaxation longitudinale et transversale a été effectuée à 

37°C sur un Minispec MQ60 de Bruker à 60 et 20 MHz. 

 Les différents échantillons consistent en des suspensions de nanoparticules à 10 g/L 

en or auxquelles sont ajoutées des quantités croissantes de gadolinium (tableau 2.1). Le pH 

 

 

Tableau 2.1 Composition des différents échantillons pour mesurer la relaxivité des suspensions Au@X 

Echantillon VAu (mL) nAu  VGd  nGd  [Gd
3+

] (mM) VH20  Vtot (mL) 

A 0,5 25 7,4 1 1,7 92,6 0,6 

B 0,5 25 11,1 1,5 2,5 88,9 0,6 

C 0,5 25 19 2,56 4,26 81 0,6 

D 0,5 25 25,9 3,5 5,83 74,1 0,6 

E 0,5 25 33,3 4,5 7,5 66,7 0,6 
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2.4. Résultats et discussions 

le domaine visible du spectre électromagnétique, la spectrophotométrie constitue un très 

lculer 

par des modèles complexes le diamètre des nanoparticules [25]. Et de manière plus simple, 

position de la bande plasmon et de la distribution en taille qui est reflétée par la forme et la 

largeur de cette bande [26]. Le comportement de cette bande plasmon permet de vérifier la 

dans un premier temps, les spectres UV visibles des trois types de nanoparticules ont été 

tracés (figure 2.4). Les différentes suspensions montrent bien une bande plasmon autour de 

-ci. Pour les suspensions de nanoparticules 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA, la bande plasmon peu visible est similaire à celle des 

nanoparticules Au@DTDTPA qui nous servent de modèle. La faible absorbance autour de 

à 3 nm. En revanche, le spectre des nanoparticules Au@DTDOTA présente une bande 

Au@DTDOTA est plus gros malgré la similitude du protocole de synthèse des différentes 

suspension

augmentation de taille. Il est possible que la fonction disulfure endocyclique du DTDOTA, 

 étant donc plus souple, favorise des désorptions des thiols. De 

plus la chaine entre le DOTA et la fonction disulfure endocyclique étant plus courte pour le 

DTDOTA, les ligands se greffent potentiellement moins facilement 

encombrement stérique. La nucléation se trouverait alors moins bien contrôlée 

différentes suspensions. En effet, les suspensions AU@TADOTA et Au@TADOTAGA sont 

marron/noir à des concentrations importantes (10 g/L) et marron clair pour des 

concentrations plus faibles (1 g/L), alors que la suspension Au@DTDOTA arbore une couleur 

rouge foncé qui est caractéristique des suspensions contenant des nanoparticules possédant 

un diamètre supérieur à 5 nm. 
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Figure 2.4 Spectres UV  entre 400 et 800 nm des nanoparticules, Au@TADOTA  (en rouge), Au@DTDOTA (en vert) et 
Au@TADOTAGA (en violet) 

 

Les analyses par TEM (transmission electron microscopy) permettent de connaître 

s nanoparticules et ainsi vérifier les 

interprétations précédentes. Les clichés TEM (figure 2.5) indiquent que les nanoparticules 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA, qui étaient caractérisées par une faible bande plasmon, 

ètre est inférieur à 3 nm (2,2 ± 0,5 nm pour 

Au@TADOTA et 2,3 ± 0,5 nm pour Au@TADOTAGA). Ces dimensions sont similaires à celle 

spectroscopie UV, les nanoparticules Au@DTDOTA possèdent un diamètre plus important  

(environ 6,6 nm). La distribution en taille indique une faible dispersion pour Au@TADOTA et 

Au@TADOTAGA contrairement à Au@DTDOTA pour laquelle nous pouvons distinguer deux 

populations bien distinctes, la première  
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Figure 2.5  Clichés TEM des nanoparticules Au@TADOTA (A), Au@TADOTAGA (B) et Au@DTDOTA (C) 

 

 Le diamètre hydrodynamique des différentes nanoparticules a ensuite été mesuré 

par DLS (tableau 2.2). Les diamètres hydrodynamiques des nanoparticules Au@TADOTA et 

Au@TADOTAGA sont similaires aux incertitudes près (respectivement 6,4 et 6,7 nm) à celui 

des nanoparticules Au@DTDTPA (6,6 nm).  

Tableau 2.2 Diamètre hydrodynamique des différents types de nanoparticule mesurés par DLS 

Nanoparticules Au@DTDTPA Au@TADOTAGA Au@TADOTA Au@DTDOTA 

Diamètre 

hydrodynamique 

6,6 ± 1,8 nm 6,7± 1,9 nm 6,4 ± 0,8 nm 12,4 ± 1,0 nm 

Diamètre par 

mesure et calcul  

X 7,4 nm 6,9 nm 12 nm 

C  

A B



82 
 

Ces valeurs semblent cohérentes par rapport aux mesures par TEM, l

Au@DTDOTA) provenant des ligands adsorbés et de la couche de solvatation. Néanmoins, il 

avait été montré que le DTDTPA formait une multicouche (en formant des ponts disulfures 

 [17]. Or, étant 

ent stérique. Cette épaisseur de la 

couche organique identique entre les nanoparticules Au@DTDTPA (multicouche) et les 

nanoparticules Au@TADOTA, Au@TADOTAGA et Au@DTDOTA (monocouche probable) 

gands. En effet, dans le cas des 

macrocycles, les ligands se présentent sous une forme étirée 

et de la proximité des fonctions thiols, alors que pour le ligand DTDTPA, nous sommes dans 

(flexibilité de la chaine et présence de ponts disulfures entre les 

ligands) (figure 2.6). La détermination du diamètre des nanoparticules (D  + 2 x LLigand) 

par calcul approximatif de la longueur des ligands TADOTA (2,24 nm), TADOTAGA (2,49 nm) 

et DTDOTA (1,49 nm e 

avec les valeurs du diamètre hydrodynamique mesurées par DLS et semble donc confirmer 

notre hypothèse . 

Les nanoparticules Au@TADOTA et Au@TADOTAGA, en raison de leur taille réduite 

(inférieure à 10 nm), présentent, s par voie rénale 

contrairement aux nanoparticules Au@DTDOTA qui présentent un diamètre à priori trop 

important (environ 12 nm). 

 

 

Figure 2.6 Schéma représentant la couche organique constitué de ligands macrocycliques (monocouche) et de ligands 
linéaire (multicouche) 

Monocouche de ligands macrocycliques Multicouche de ligands linéaires 
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Si le contrôle de la taille des nanoparticules est important pour les applications in vivo 

-ci 

a donc été évaluée en fonction du pH en enregistrant les spectres UV-visibles. Quel que soit 

le pH, les spectres des deux types de suspensions Au@TADOTAGA (figure 2.7) et 

Au@TADOTA sont  superposés. Nous pouvons donc en déduire que les suspensions de ces 

deux types de nanoparticules présentent une stabilité colloïdale sur toute la gamme de pH 

de nanoparticules Au@DTDOTA (figure 2.8). En effet, nous pouvons remarquer une 

superposition des courbes pour les valeurs de  pH 7, 9 et 11. Or, en abaissant le pH à 5 puis à 

élargissement de la bande plasmon indiquant une agrégation des nanoparticules. A pH 1, la 

bande plasmon augmente à nouveau et se trouve entre celle de pH 5 et pH 7 indiquant alors 

un faible regain de stabilité. Mais il demeure insuffisant pour se retrouver dans la même 

situation que les suspensions stables de nanoparticules Au@TADOTA et Au@TADOTAGA. 

Néanmoins, il faut souligner que les nanoparticules Au@DTDOTA sont stables à pH 

physiologique. 

 

 

Figure 2.7 Spectres UV entre 400 et 800 nm de la suspension Au@TADOTAGA (comportement identique pour 
Au@TADOTA) en fonction du pH (pH 1 à 11) 
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Figure 2.8 Spectres UV entre 400 et 800 nm de la suspension Au@DTDOTA en fonction du pH (pH 1 à 11) 

 

par la répulsion électrostatique entre nanoparticules de même charge. Les courbes décrivant 

Z

charge positive pour des pH inférieurs à 4 (excepté pour les nanoparticules Au@DTDOTA) et 

négative pour des pH supérieurs à 5 (figure 2.9). 

 La présence des charges à la surface des nanoparticules résulte du caractère 

ionisable des fonctions amines et acide carboxylique portées par les macrocycles. La stabilité 

des suspensions Au@TADOTA et Au@TADOTAGA pour un pH supérieur à 5 est donc assurée 

par la forte charge négative résultant de la déprotonation des fonctions acide carboxylique. 

La stabilité en dessous de pH 4 semble être assurée par la charge positive provenant de la 

protonation des amines tertiaires. En outre, ces suspensions restent stables même au point 

de charge nulle. Cette stabilité pourrait provenir du fait de répulsions stériques importantes. 

Concernant la suspension Au@DTDOTA, seules les mesures de potentiel Zêta à pH 1, 7, 9 et 

11 ont été réalisées en raison de phénomènes de sédimentations à pH 3 et 5. Nous pouvons 

associer la stabilité au-dessus de pH 6 aux groupements COO
-
. La taille étant beaucoup plus 

importante que celle des autres nanoparticules, il semblerait que la protonation des amines 

ne suffise pas à assurer la stabilité aux pH acides.  
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En raison de la difficulté de synthèse du ligand DTDOTA, de la dispersion importante 

, de son diamètre hydrodynamique trop important pour une 

élimination rénale et de  la gamme de pH dans laquelle le colloïde est stable, 

la suspension Au@DTDOTA se trouve être un candidat moins intéressant pour la thérapie 

guidée par imagerie et ne sera plus étudié dans la suite de cette thèse. 

 

 

Figure 2.9 Courbes du potentiel Zêta en fonction du pH des suspensions de nanoparticules Au@TADOTA (vert), 
Au@TADOTAGA (rouge) et Au@DTDOTA (violet). Les lignes reliant les points ne représentent pas une réalité chimique 

mais une aide à la lecture 

 

ces ligands macrocycliques ont été 

nanoparticules. La capacité des nanoparticules à immobiliser des ions Gd
3+

 à leur surface par 

la formation de complexes avec les ligands macrocycliques a été évaluée par dosage 

complexométrique nol orange [27]. Cette quantification permet en outre de 

complexée. Comme nous pouvons le voir dans le tableau 2.3, les capacités de complexation 

des nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA sont équivalentes. En outre, elles sont  

inférieures à celle des nanoparticules Au@DTDTPA en raison  quantité plus importante 

de ligands linéaires autour due  
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Tableau 2.3 Capacité de complexation et nombre de ligands par nanoparticule des différentes suspensions 

Nanoparticules Au@DTDTPA Au@TADOTAGA Au@TADOTA 

Capacité de 

complexation 

( ) 

185 nmol 135 nmol 135 nmol 

Nbr de ligands par 

nanoparticule 

150 105 105 

Nbr de ligands par 

nanoparticule 

 

125 84 86 

 

Pour confirmer le nombre de ligands par nanoparticule

thermogravimétrique (ATG) semble la meilleure méthode. Cependant les suspensions étant 

extrêmement stables, même au point de charge nulle, une étape de lyophilisation est 

 2.10). 

 

 

Figure 2.10  aqueuse de nanoparticules et de nanoparticules lyophilisées 

 

Afin de vérifier que la lyophilisation ne modifie pas les nanoparticules, les spectres 

UV-visible (figure 2.11) enregistrés avant et après lyophilisation, ainsi que les diamètres 

hydrodynamiques (tableau 2. s spectres et 

les valeurs des diamètres hydrodynamiques sont identiques. Le processus de lyophilisation 

ne semble donc pas altérer les nanoparticules.  

Nanoparticules 

lyophilisées 

Suspension 

aqueuse de 

nanoparticules 
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Figure 2.11 Spectres UV entre 400 et 800 nm des suspensions Au@TADOTAGA (A) et Au@TADOTAs (B) avant et après 
lyophilisation 

 

Tableau 2.4 Diamètres hydrodynamiques des nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA avant et après 
lyophilisation 

Nanoparticules Au@TADOTA 

Avant lyoph. 

Au@TADOTA 

Après lyoph. 

Au@TADOTAGA 

Avant lyoph. 

Au@TADOTAGA 

Après lyoph. 

Diamètre 

hydrodynamique 

6,4 nm 6,4 nm 6,7 nm 6,6 nm 

 

La production de poudre par lyophilisation des suspensions de nanoparticules 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA  par ATG. La figure 2.12, nous 

indique un comportement similaire entre les deux nanoparticules. Cela est concordant avec 

les données obtenues par le dosage au xylénol orange et la mesure du diamètre 

hydrodynamique. 

(la perte de masse  inférieure à cette température correspondant à la désorption des 
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les nanoparticules 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA sont constituées à 40 % de matière organique (le ligand) et 

complexométrique (tableau 2.3). Nous pouvons remarquer que les valeurs entre les calculs 

de grandeur que celui observé dans le cas des nanoparticules Au@DTDTPA) mais avec une 

 [28]. Nous considérerons donc que les nanoparticules 

Au@TADOTA et Au@TADOTAGA sont composée  

 

 

Figure 2.12 
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Ces suspensions, complexant avec succès le gadolinium, peuvent donc 

potentiellement permettre un suivi par IRM. Néanmoins, avant de réaliser des tests in vivo, 

la stabilité colloïdale des nanoparticules complexant du gadolinium (5 mM) en condition 

biologique (force ionique élevée) a été testée afin de vérifier que la présence de gadolinium 

et/ou les conditions biologiques ne vont pas déstabiliser les suspensions. En effet, la charge 

positive des ions Gd
3+

 va induire une diminution du potentiel Zêta. Ajouté à cela, la force 

affaiblissement de la répulsion électrostatique.  

Il est do in vivo, les suspensions restent 

e 

courbes UV-visible au cours du temps, nous indique que les suspensions Au@TADOTA et 

Au@TADOTAGA complexant du gadolinium restent stables pendant au moins deux mois à 

pH et force ionique physiologiques (figure 2.13). 
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Figure 2.13 Spectres UV entre 400 et 800 nm des  suspensions Au@TADOTAGA-Gd
3+

 (A) et Au@TADOTA-Gd
3+

 (B) en 
condition biologique pour l'IRM (300 mOsm/L et 5mM de Gd

3+
) en fonction du temps 

 

 Grâce à la couche de ligands macrocycliques, les nanoparticules sont en mesure 

colloïdale. Ces nano-objets peuvent donc potentiellement être suivis par IRM. Cette aptitude 

in vivo. Les profils NMRD tracés pour des concentrations en 

gadolinium de 2 mM (figure 2.14), montrent dans un premier temps que les trois 

suspensions présentent un taux de relaxation R1obs plus élevé que celui du Dotarem® (agent 

de contraste moléculaire utilisé en clinique, constitué de gadolinium complexé par un 

macrocycle de type DOTA). Cela indique que les nanoparticules possèdent un potentiel plus 

important pour rehausser le contraste positif des images IRM. En outre, nous pouvons 

remarquer que le profil NMRD du Dotarem® présente une décroissance continue du taux de 

suspensions de nanoparticules est différente. A la suite du palier, R1 

6-7 MHz puis augmente brusquement jusq

[29]. 

Ce phénomène est extrêmement avantageux étant donnée la tendance actuelle qui consiste 

à fabriquer des appareils IRM fonctionnant à haut champ. La décroissance du Dotarem®, 

laire, montre bien que ceux-ci ne sont plus 
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adaptés pour des appareils à haut champ contrairement aux nanoparticules. En comparant 

le comportement des deux suspensions pour une même concentration de gadolinium, nous 

pouvons remarquer que le profil de la suspension de nanoparticules Au@TADOTAGA 

présente un R1obs plus élevé mais une diminution de celui-ci plus importante comparée au 

profil de la suspension Au@TADOTA, rendant leurs taux de relaxation proches à haut champ. 

 

 

Figure 2.14 Profils NMRD de 0,01 à 1000 MHz des suspensions Au@TADOTA (en vert) et Au@TADOTAGA (en rouge) et du 
Dotarem®(en bleu) 

 

Pour une fréquence donnée, il est possible de déduire de Ri, la relaxivité ri 
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La détermination de r1 (relaxivité longitudinale) et r2 (relaxivité transversale) permet 

de comparer le potentiel des agents de contraste à rehausser le contraste positif ou négatif 

général à base de 

gadolinium), le rapport r2/r1 est proche de 1 e 1 

est élevé. 

A partir de la figure 2.15, nous en déduisons les valeurs de r1 et r2 des deux types de 

nanoparticules ainsi que le rapport r2/r1 (tableau 2.5). 

 

 

 

Figure 2.15 Courbes du taux de relaxation longitudinale R1 (A) et transversale R2 (B) en fonction de la concentration en 
gadolinium pour les suspensions Au@TADOTA  (bleu) et Au@TADOTAGA (vert)  
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Tableau 2.5 Calcul des relaxivités longitudinales (r1) et transversales (r2) ainsi que du rapport r2/r1 pour le Dotarem® et 
les  suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA 

Particules r1 60 MHz (s-1.mM-1) r2 60 MHz (s-1.mM-1) r2/r1 

Au@TADOTA 16,4 24,7 1,50 

Au@TADOTAGA 14,4 23,3 1,62 

Dotarem® 2,9 3,2 1,10 

 

Puisque le rapport r2/r1 est compris entre 1 et 1,6, les deux types de nanoparticules 

devraient se comporter comme des agents de contraste positif. Cela est cohérent étant 

suspensions devra donc être réalisée en pondération T1. Sous cette condition, le paramètre 

longitudinale (r1). Celle-ci présente des valeurs importantes, largement supérieures à celle 

moléculaire utilisé en routine en imagerie clinique. Le type de nanoparticules montrant le 

plus de potentiel semble être Au@TADOTA puis Au@TADOTAGA. Ces deux suspensions 

 

es nanoparticules 

Au@TADOTAGA et Au@TADOTA ont également été conçues pour être suivies par imagerie 

nucléaire TEMP ou TEP. Les radiomarquages -

nanoparticules Au@TADOTA et Au@TADOTAGA ainsi que le radiomarquage des 

nanoparticules Au@TADOTAGA par le cuivre-64  ont été réalisés. Les 

quantité de cuivre libre (figure 2.16). La pureté radiochimique (97 % pour le cuivre-64 et 100 

-111) permet donc une utilisation des nanoparticules in vivo pour le suivi par 

imagerie TEMP ou TEP. 
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Figure 2.16 : Radiochromatogrammes du marquage des nanoparticules par l'indium-111 (A) et par le cuivre-64 (B) 

 

 

A 
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2.5. Bilan 

 

Différentes nanoparticules ont été synthétisées en se basant sur les nanoparticules 

Au@DTDTPA, en remplaçant notamment la couche organique. En raison de leur taille, de la 

d
3+

 et par 

conséquent à rehausser le contraste positif des images IRM, deux types de nanoparticules 

ont attiré notre attention. Le  premier type de nanoparticule, Au@TADOTA, montre des 

caractéristiques très proches de celles du modèle avec un diamètre du c 2,3 nm, 

85 

ligands. Le deuxième type de nanoparticules, Au@TADOTAGA, présente les mêmes 

caractéristiques, notamment de taille, que les nanoparticules Au@TADOTA. Néanmoins, la 

fonction acide carboxylique supplémentaire à proximité du DOTA de manière à améliorer 

potentiellement la stabilité colloïdale et la complexation des différents éléments pour 

 

 

En effet, en plus de permettre une stabilité colloïdale  sur toute la gamme de pH pour 

les deux 

pendant plus de deux mois, la couche organique permet de complexer du gadolinium et des 

radionucléides. Il est donc à priori possible de les suivre par imagerie IRM, SPECT et TEP, 

élevée en comparaison du Dotarem.  

 

in vivo, et en 

particulier pour la radiothérapie guidée par imagerie qui constitue le but principal de ce 

travail. 
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3.1. Introduction 

Nous avons montré que les nanoparticules Au@TADOTA et Au@TADOTAGA présentaient 

la possibilité de complexer du gadolinium et des radionucléides (Cuivre-64 et Indium-111). 

De plus, la pureté radiochimique est très élevée concernant la complexation des 

radioisotopes, et la relaxivité des deux suspensions de nanoparticules est nettement 

supérieure à celle du Dotarem® utilisé couramment en clinique comme agent de contraste 

e ces nano-objets par IRM (grâce au 

-111) ou TEP (grâce au cuivre-64). 

nucléaire TEMP ou TEP permet de réaliser une image du corps entier avec une grande 

sensibilité et permet donc de donner des informations sur la biodistribution des nano-objets. 

Le comportement des nanoparticules après injection peut être ainsi étudié, notamment sur 

, 

outre, ce pro 10-100 µm). 

 Néanmoins, ces techniques présentent chacune leurs inconvénients. Effectivement, 

intéressa

combinées compenseraient chacune leurs défauts tout en combinant leurs avantages. Les 

nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA pourraient être une plateforme 

prometteuse pour réaliser une imagerie bimodale TEP/IRM. 

 Pour confirmer le potentiel de ces nanoparticules comme agent de contraste pour 

t de contraste bimodal (TEP/IRM) tout en 

ont été réalisées.  
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3.2. 

TEMP 

3.2.1. Protocole 

3.2.1.1. Animaux  

Pour cette étude, des souris NMRI nude femelles âgées de six semaines sont utilisées. 

Les cellules tumorales U87-MG (lignée de glioblastome) sont implantées par injection sous 

cutanée sur le flanc à raison de 5.10
7
 

réalisée sous anesthési

semaines de croissance tumorale, les souris reçoivent une injection intra-veineuse de 100 µL 

-
111

In (3 souris pas type de nanoparticules). 

njectée pour la suspension Au@TADOTA est de 4,56 MBq et pour la suspension 

Au@TADOTAGA de 14,96 MBq. Les images ne permettent donc pas, de comparer 

directement la biodistribution entre des différentes suspensions.  

 

3.2.1.2. TEMP/CT 

pendant 10-12 minutes et suiv -45 minutes. 

La fusion des images TEMP et CT a été obtenue en utilisant le logiciel InVivoScope. La 

quantification a été réalisée par une calibration précise de la gamma camera. Les résultats 

sont exprimés en pourcentage de la dose injectée. 
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3.2.1.3. Biodistribution ex vivo 

ex vivo de la biodistribution des nanoparticules a été réalisée par mesure de la 

ction de 

nanoparticules appartenant 

-OES. 

La quantification des nanoparticules présentes dans les organes a également été 

ie. 

 

3.2.1.4. Analyse ICP-EOS 

Les différents organes prélevés sont 

tubes de minéralisation jaugés (DigiTUBEs, SCP Sciences). Les tubes sont placés dans un bloc 

de minéralisation (Digiprep, SCP science) de manière à atteindre une température de 120°C 

 

par un ICP-OES modèle 710 ES (Varian/Agilent) à torche 

axiale, avec nébuliseur concentrique et une chambre de nébulisation cyclonique. Les 

paramètres utilisés sont les suivants 

plasmagène de 15 L.min
-1

 rgon auxiliaire de 1,5 L.min
-1

 et enfin une pression du 

sont 267,594 nm, 242,794 nm et 208,207 nm. 
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3.2.2. Résultats et discussion 

Suite au radiomarquage des nanoparticul -

-objets à 

souris après injections des suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA (figure 3.1) et 

Au@TADOTA (figure 3.2) montrent dans un premier temps une radioactivité importante 

dans différents organes indiquant la présence des nanoparticules dans ceux-ci.  

De manière générale, les deux types de suspensions présentent une biodistribution 

similaire. Nous pouvons remarquer que les nanoparticules sont localisées en majeure partie 

dans la vessie et dans les reins de manière passagère. En effet, la quantité de nanoparticules 

dans ces organes se

nanoparticules circulent donc, à priori, correctement dans le sang et sont éliminées par la 

voie rénale.  

Néanmoins, nous pouvons remarquer une présence des nanoparticules dans le foie 

nanoparticules dans le foie au cours des premières heures  indique une capture hépatique 

qui ne serait pas causée par une opsonisation. Auquel cas, la quasi-totalité des 

nanoparticules se serait accumulée dans le foie dès les premiers instants (quelques 

minutes)[1][2]. Ce comportement inattendu 

nanoparticules provoquée par leur modification au cours du temps. Les nano-objets seraient 

alors potentiellement captés par les macrophages au cours du temps.  

                                                       

 



105 
 

    

Figure 3.1 Clichés TEMP/CT représentant l'évolution de la biodistribution des nanoparticules Au@TADOTAGA au cours du 
temps (1h, 4h, 24h et 72h) 

 

 

    

Figure 3.2 Clichés TEMP/CT représentant l'évolution de la biodistribution des nanoparticules Au@TADOTA au cours du 
temps (1h, 4h, 24h et 72h) 

          1 h                 4h            24h       72h           1 h                 4h            24h       72h 

          1 h                 4h            24h       72h 
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est reliée à la quantité de nanoparticules radiomarquées dans le volume des organes étudié. 

possible, à partir des images acquises à différents temps, de déterminer et de quantifier la 

distribution des nanopartic

intraveineuse.  

Les données fournies par le traitement des images sont pertinentes. En effet, celles-ci 

sont en assez bon accord avec les données obtenues par un comptage gamma post-mortem 

des organes (figure 3.3). Nous pouvons remarquer que les résultats sont similaires avec une 

erreur acceptable variant de 20 à 30%.   

 

Figure 3.3 
traitement de l'image et par comptage gamma 72h après injection des nanoparticules Au@TADOTAGA-In

111 

 

 celle de Au@TADOTA) 

(figure 3.4

[3][4][5]. De plus 

mination entre la voie rénale et hépatobiliaire. Néanmoins, la quantité 

dans le foie, bien que modérée, reste plus élevée par rapport aux nanoparticules 

Au@DTDTPA [6]

nanoparticules dans le foie. 
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Figure 3.4 Pourcentage de l'activité totale normalisée à la masse des organes, dans le foie (en bleu), les reins (en rouge) 
-In

111 

 

La comparaison de la biodistribution moyenne (sur trois souris) des suspensions de 

nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA 72h post injection par comptage gamma 

(figure 3.5) indique une similitude entre les nanoparticules.  

 

 

Figure 3.5 Comparaison de la biodistribution 72h après injection des suspensions  Au@TADOTA (bleu) et Au@TADOTAGA 
(rouge) par comptage gamma 
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De manière générale, les nanoparticules se trouvent en quantité non négligeable 

 Nous pouvons aussi noter 

nanoparticules dans la tumeur est négligeable pour les deux suspensions. Les nanoparticules 

ne se sont donc pas accumulées au sein de la tumeur. Il est envisageable que ces nano-

objets ne soient pas adaptés pour le traitement de ce type de tumeur (glioblastome) en 

raison de la physiologie tumorale, notamment au niveau de la vascularisation. 

 

dans les organes des animaux ayant reçu le même lot de nanoparticules Au@X (figure 3.6) 

istribution par imagerie et afin de 

vérifier que le radiomarquage ne modifie pas le comportement des nano-objets. En raison 

a biodistribution à 1h et 72h pour les 

nanoparticules Au@TADOTAGA et la biodistribution à 1h et 24h pour Au@TADOTA seront 

étudiées. 
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Figure 3.6 Biodistribution par dosage ICP de l'or contenue dans les organes d'intérêts 1h (en bleu), 24h (en vert) et 72h 
(en violet) des souris ayant reçu une injection des nanoparticules Au@TADOTAGA (A) et Au@TADOTA (B) 

 

De manière générale, nous pouvons noter que les résultats semblent plutôt 

cohérents avec ceux observés par imagerie. Nous pouvons remarquer une quantité de 

nanoparticules non négligeable dans le foie, les reins ainsi que la rate.  La quantité dans le 

quantité de nanoparticules dans la tumeur reste négligeable exceptée pour la suspension de 

nanoparticules Au@TADOTAGA qui semble présenter une légère accumulation et se 

démarque ainsi de la suspension Au@TADOTA.  

Il en ressort globalement que la biodistribution des différentes nanoparticules 

étudiées par imagerie et analyse ex vivo sont proches indiquant une co-

des radion -111 ainsi que sa méthode de greffage 

ne modifie pas ou peu le comportement des nanoparticules. 

 Ces deux types de nanoparticules montrent une biodistribution adaptée mise à part 

nano-objets est vérifiée et la présence dans le foie reste modérée. Cela nous encourage à 

continuer en se focalisan

focalisée 
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3.3.  

3.3.1. Protocole 

3.3.1.1. Animaux 

résonance magnétique nucléaire a été réalisée sur des rats mâles  

Fisher âgés de 10 semaines. Des cellules tumorales 9LGS (gliosarcome de rat) sont 

implantées par injection stéréotaxique de 10
4
 cellules (dans 1 µL de DMEM +  1% 

pénicilline/streptomycine) dans le noyau caudé (3,5 mm à droite de la Bregma, 6 mm de 

profondeur).  Les rats sont anesthésiés par injection intra-

Ketamine (5,4 mg/kg) / xylazine (64,5 mg/kg) [7][8]. Les rats reçoivent, 9-10 jours après 

ion, une injection intraveineuse (veine saphène) de suspensions de 

nanoparticules Au@X-Gd
3+

 (0,7 mL à 50 mM en or et 5 mM en gadolinium).  

 

agerie, il peut être plus aisé de travailler avec des souris 

En effet, il est possible de réaliser une seule 

acquisition avec trois souris, permettant ainsi de tester plusieurs modalités en même temps. 

Concernant le choix des tumeurs, la faible taille du cerveau des souris rend difficile 

 un gliosarcome 9L

est de traiter une tumeur radiorésistante dans un organe radiosensible, le gliosarcome. 

 

3.3.1.2. IRM 

(Brucker) opérant à 7 Tesla.  

Les images anatomiques T2 ont été acquises grâce à une séquence IRM turbo-RARE 

(TR/TE= 2500/40ms, NA=2,17 coupes avec FOV =3,3 cm et un taille de voxel = 117x117x1000 

µm, matrice 256x256). 
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 1 a été effectuée à 

ce RARE (TR/TE = 800/5 ms), NA = 4,5 coupes avec FOV =3,3 cm et une 

taille de voxel = 234x234x1000 µm (matrice 256x256). 

 

3.3.2. Résultats et discussion 

 

La caractérisation des nanoparticules a montré que ces objets présentaient un fort 

IRM en pondération T1 

1 avant et après injection a donc été 

réalisée de manière à vérifier la prise de contraste des nanoparticules tout en observant leur 

localisation. De plus, une image en pondération T2 a été réalisée de manière à vérifier dans 

un premier temps la présence de la tumeur et ensuite de connaître sa localisation.  

 Les images IRM du cerveau pour les nanoparticules Au@TADOTA (figure 3.7) et 

Au@TADOTAGA (figure 3.8) montrent en pondération T2 que la tumeur est effectivement 

présente (dans le lobe droit) et visible contrairement aux images en pondération T1 avant 

ection (en 

pondération T1) met en évidence une augmentation du contraste après injection. Ces objets 

peuvent donc être suivis par IRM.  
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Figure 3.7 Images IRM en pondération T2 avant injection et en pondération T1 avant et après injection de la suspension 
Au@TADOTA  

 

 

Pondération T2 

Pondération T1 : Avant injection Pondération T1 : Après injection 
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Figure 3.8 Images IRM en pondération T2 avant injection et en pondération T1 avant et après injection de la suspension 
Au@TADOTAGA 

  

re. Après injection 

intraveineuse de nanoparticules Au@TADOTA, le blanchiment apparait uniquement à la 

périphérie de la tumeur. Les nanoparticules Au@TADOTA ne semblent pas être capables de 

 

 

 

Pondération T1 : Avant injection Pondération T1 : Après injection 

Pondération T2 
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Par contre, les images IRM du rat ay

Au@TADOTAGA montrent une augmentation du contraste dans la zone tumorale, il y a dans 

ce cas, un remplissage de la tumeur par la suspension de nanoparticules. Il apparait donc, 

une accumulation modérée des nanoparticules Au@TADOTAGA au sein de la tumeur 

contrairement aux nanoparticules Au@TADOTA qui sont localisées en périphérie. Bien que 

-objets 

dans ou autour de la tumeur contrairement à l

type de tumeur différent, un glioblastome U87. Cela montre la nécessité de connaitre la 

physiologie de la tumeur à traiter. Il semblerait que ces nanoparticules soient mieux 

e tumeur de type gliosarcome 9L. 

deux nano- rboxylique supplémentaire pour les 

nanoparticules Au@TADOTAGA. La chimie de surface, et notamment la charge dans notre 

9L. 

Ces suspensions colloïdales de nanoparticules peuvent donc effectivement jouer le 

plus, il y a bien présence des nanoparticules autour ou dans la tumeur par ciblage passif 

selon les type de nanoparticules.  

ayant le meilleur potentiel pour réaliser de la thérapie guidée par imagerie est celle à base 

 et une 

élimination rénale sans accumulation importante dans les autres organes.  
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3.4. Agent de contraste bimodal TEP/IRM 

Nous avons montré que les suspensions de nanoparticules possédaient des 

caractéristiques attrayantes pour être utilisées et 

comme traceur 

excellente 

eux techniques est donc extrêmement 

intéressante pour une localisation précise des nano-objets. La suspension de nanoparticules 

la plus prometteuse 

Au@TADOTAGA, a donc été testée pour réa

animal. 

 

3.4.1. Protocole 

3.4.1.1. Animaux 

Les souris utilisées pour RM sont du même type que celles utilisées lors 

de l . Le type de tumeur est néanmoins différent. Des cellules tumorales 

TS/A-pc (carcinome mammaire murin) sont implantées aux souris, par injection sous-

cutanée sur le flanc à raison de 10
7
 cellules (dans 200 µL de PBS), sous anesthésie gazeuse à 

-14 jours de croissance tumorale, les 

souris reçoivent une injection intraveineuse de 100 µL 

Au@TADOTAGA(-
64

Cu-Gd
3+

)(20,60 MBq). Les animaux sont placés dans un lit spécifique 

adaptable aux deux appareils (IRM et TEP). 
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3.4.1.2. TEP/IRM 

Les animaux sont imagés par un système IRM MRS3000 opérant à 3 Teslas (MR 

solutions) et appareil TEP BioPET/CT (Bioscan), 30 minutes et 18h-20h injection des 

nanoparticules. Le rythme respiratoire est suivi afin de compenser les mouvements durant 

l  

dans le système TEP pour la deuxième modalité  La fusion des images est ensuite 

réalisée en utilisant le logiciel InVivoScope software (Bioscan). 

La 1 a été effectuée à 

(Fast Spin Echo) (TR/TE = 700/11 ms), NA = 8 coupes avec FOV = 

4,0 cm et une matrice 256x256. Le scan TEP (250-700 keV) a été réalisé avec FOV = 4,6 cm.  

 

3.4.1.3. Analyse ICP 

-OES en utilisant les 

mêmes paramètres que ceux de 3.2.1.4. 

 

3.4.2. Résultats et discussion 

Dans un premier temps, nous pouvons remarquer -injection, un 

rehaussement du contraste positif dans les reins et plus précisément dans la zone corticale 

 acquise avant injection (figure 3.9). En outre, nous observons sur 

l , un signal intense au même endroit. Cette étude confirme bien que ces objets 

sont éliminés par voie rénale. La fusion de ces deux images mène à une superposition des 

succès.  
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Figure 3.9 Image IRM centrée sur les reins (flèche) avant injection (A) et images centrées sur les reins montrant la 
biodistribution des nanoparticules Au@TADOTAGA par TEP (B), IRM (C)  et fusion des images B et C : IRM/TEP (D) 20h 

après injection 

 

Cependant, nous po  

organes. En premier lieu, un signal est présent au-dessus des reins qui correspond au 

système digestif (cela peut être le foie, la rate

aux vues des résultats de biodistribution précédents. De plus, nous pouvons remarquer du 

signal au niveau du canal spinal. Cette observation semble indiquer une désorption de cuivre 

64. En effet, celui-

vertébrale [9]. 

 

Système digestif  

Canal spinal 

C B D 

20 heures 

Après IV 

Avant IV 
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s a été réalisée au niveau de la tumeur (figure 3.10). 

la tumeur. Les images  réalisées 20h  paraissent bien plus 

intéressantes. En effet nous pouvons  

(hypersignal) dans la zone tumorale (flèche) prise 30 minutes après 

-ci au cours du 

temps. Cette accumulation des nanoparticules Au@TADOTAGA dans la tumeur est 

 

TEP/IRM qui réunit sensibilité, résolution spatiale et repère anatomique. En outre, un signal 

significatif est présent au centre de  avec en son milieu le 

canal spinal (entouré en blanc). Il en est de même au niveau du tube digestif (entouré en 

vert) et du colon contenant des matières fécales (entouré en brun). Ces résultats confirment 

  

La présence au niveau des os e désorption modérée du radionucléide. Ce 

contrairement au NODA (1,4,7-

triazacyclononane-1,4-diacétate), ne sont pas les mieux adaptés pour former des complexes 

stables de cuivre(II) [10][11] 

ceux de type NODA de complexer à la fois les ions Gd
3+

 et Cu
2+

 [12][13]. Des ajustements au 

niveau du protocole de greffage du cuivre-64 sont donc nécessaires mais ces données sont 

extrêmement intéressantes pour cette étude pré

innovante. 
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Figure 3.10 Image IRM  la tumeur (flèche) avant (A), 30 minutes (C) et 24h (F) après injection des 
nanoparticules Au@TADOTAGA. Images TEP acquises 30 minutes (B) et 24h  après injection. Fusion des images TEP et 

IRM B-C (D) et E-F (G) 

 

Le co-marquage des nanoparticules Au@TADOTAGA par le gadolinium et le cuivre-64 

injection intraveineuse sur le même animal. Les images TEP nous indiquent, grâce à 

e de 

nanoparticules dans la tumeur mais avec une mauvaise résolution et sans repère 

anatomique. En raison de sa faible sensibilité, nous permet de distinguer que 

très faiblement  des nanoparticules dans la tumeur. Cependant, en raison de 

sa résolution importante et de la visualisation des repères anatomiques, il est relativement 

aisé de repérer les différents organes visibles sur la coupe et de délimiter la zone où les 

nano-objets se trouvent. La fusion de ces deux images prend alors tout son sens et permet 

de localiser avec précision (sensibilité et résolution) les nanoparticules. 

A 

B C D 

E F G 

30 minutes 

Après IV 

20 heures 

Après IV 

Avant IV 
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Le comptage gamma des différents organes post-mortem, (figure 3.11) coïncide avec 

TEMP/CT.  

 

 

Figure 3.11 Biodistribution 24h après injection de  la suspension de nanoparticules  Au@TADOTAGA-
64

Cu par comptage 
gamma 

 

Afin de vérifier la co-localisation du cuivre-64 (image TEP) et du gadolinium (image 

réalisée. Les données qui représentent le pourcentage de masse e normalisé à la 

masse des organes sont cohérentes avec celles de 

gamma (figure 3.

foie, les reins et la rate avec un rapport similaire entre les différents organes. En outre, nous 

pouvons observer une faible 

dans les différents organes est bien due à la présence des nanoparticules et non du cuivre-64 

libre potentiellement désorbé. Un dosage par ICM-MS, beaucoup plus sensible, est 

nécessaire pour connaitre précisément la quantité la tumeur.   

 

0

5

10

15

20 % DI/g 



121 
 

 

Figure 3.12 Dosage ICP du pourcentage d'or injecté moyen (n=3) dans les organes d'intérêt des animaux imagés en 
TEP/IRM après injection des nanoparticules Au@TADOTAGA-

64
Cu 
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3.5. Bilan 

Du fait de la présence de ligands macrocycliques à la surface de ces nanoparticules, nous 

ie selon les 

besoins en jouant sur la nature des ions immobilisés. De plus, le co-marquage de ces nano-

 TEP permet de tirer parti 

des avantages de ces deux techniques tout en compensant leurs défauts. Cette imagerie 

bimodale permet donc une localisation précise des nanoparticules

IRM et à la très bonne sensibilité de la TEP. 

Les suspensions de nanoparticules Au@TADOTAGA et Au@TADOTA montrent une 

biodistribution adéquate pour une utilisation in vivo. Ces nanoparticules circulent librement 

pré

excrétion rénale. En outre, les 

nanoparticules Au@TADOTAGA semblent montrer le comportement le plus intéressant 

la 

biodistribution, une accumulation significative dans la tumeur a été observée dans le cas 

gliosarcome. Ces nano-objets possèdent un fort potentiel 

pour la radiothérapie guidée par imagerie. Néanmoins, leur caractère radiosensibilisant 

reste à être évalué. 
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Chapitre 4. Nanoparticules comme agent 

radiosensibilisant. 
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4.1. Introduction 

La thérapie du cancer est un axe majeur de la recherche en raison de la fréquence et de 

la mortalité importantes 

thérapie (chirurgie, chimiothérapie et radiothérapie) ait permis de traiter des tumeurs 

jusque-

tumeurs restant extrêmement difficiles à traiter en raison de leurs caractéristiques 

(résistance au traitement tels que la radiothérapie), leur localisation (au niveau des organes 

notamment du glioblastome  [1] [2]. Ce type de cancer se trouve être la tumeur cérébrale la 

 de la tumeur par chirurgie est généralement impossible. 

un des protocoles thérapeutiques de 

ce cancer consiste e

raison du caractère radiorésistant et de sa localisation dans un organe radiosensible, le gain 

thérapeutique par radiothérapie est faible. Malgré un traitement combinant les trois 

techniques de thérapie, la guérison totale de cette pathologie ne peut être atteinte mais 

permet néanmoins une augmentation de la durée de vie de quelques mois. Cependant, 

médiane de survie atteignant 14,5 mois [3]. Il est donc nécessaire de se tourner vers le 

développement de nouvelles techniques pour le traitement de cette pathologie. Certaines 

Bevacizumab®  en plus de la 

radiothérapie couplée à la chimiothérapie. Néanmoins, cette avancée ne permet pas une 

amélioration de la survie générale mais une amélioration de la survie sans progression de la 

tumeur et un gain de la qualité de vie des patients [4]

[5]. 
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 ces pistes intéressantes. Le 

principe de ce rayonnement consiste à faire circuler des électrons de haute énergie dans un 

anneau circulaire, dit de stockage. Ceux-ci, se déplaçant de manière non uniforme en raison 

uniques du rayonnement comme une brillance très élevée, une faible divergence du faisceau 

[6].  

 

Figure 4.1 Schéma d'un synchrotron [7] 

 

Une des techniques de radiothérapie extrêmement intéressante provenant de ce 

rayonnement synchrotron est la technique de radiothérapie par microfaisceaux (MRT).  

microfaisceaux quasi-

milliseconde au lieu de plusieurs dizaines de minutes 

inévitables du sujet comme la respiration ou les mouvements cardiaques. Comme autre 

attrait, le rayonnement synchrotron possède une divergence extrêmement faible qui permet 

de contrôler de manière très précise la largeur des microfaisceaux. 
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25-75 microns espacés les uns des autres de 100 à 400 microns [8]

ernance de zones où une forte dose 

est déposée (dose pic) et de zones où la dose est très  faible (dose vallée) comme le montre 

la figure 4.2.   

 

 

Figure 4.2 Simulation 3D du profil de dose de 9 microfaisceaux dans le crâne d'une souris [8] 

 

 

irradier des zones très réduites avec une dose très importante sans occasionner de nécrose 

[9] [10][11][12]

comme une amélioration de la radiothérapie classique sans toutefois parvenir à obtenir la 

totale ou tout du moins améliorer la durée de vie, est une piste intéressante à suivre. 
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expliqué dans le chapitre 1, pourrait donc présenter un fort intérêt en les combinant à la 

MR in 

vitro) en utilisant un irradiateur classique. Puis, après avoir évalué la dégradation des 

tique des 

nano-objets a été testé in vivo en les injectant par voie intratumorale chez des souris portant 

un mélanome puis par voie intraveineuse chez des rats portant un gliosarcome quelques 

temps avant de réaliser la radiothérapie par MRT. 

 

4.2. Etudes in vitro 

4.2.1. Protocole 

Les tests de radiosensibilisation in vitro ont été réalisés sur des cellules SF 763 

provenant de glioblastome humain. Les cellules, en suspension dans le milieu de culture 

pénicilline G (100 

U/mL) + streptomycine (100 µg/mL)), sont introduites dans des plaques 96 puits à raison de  

200, 400 et 800 cellules par puits de manière à ce que, pour ces trois conditions, celles-ci 

puissent se multiplier suffisamment tout en évitant un surnombre pouvant provoquer la 

 °C, 5 % CO2 et 

 

Les différentes suspensions de nanoparticules (Au@DTDTPA, Au@TADOTA et 

Au@TADOTAGA) ont été tamponnées par du PBS po

Les quatre sels suivants ont été ajoutés dans ces proportions : 

 8,01 g.L
-1

 de NaCl 

 0,20 g.L
-1

 de KCl 

 1,78 g.L
-1

 de Na2HPO4.2H2O 

 0,27 g.L
-1

 de KH2PO4  
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proportion en PBS (dans notre 

cas la suspension de nanoparticule) par rapport au volume totale de 10 % pour vivre, la 

solution de nanoparticules à 10 g/L en or est diluée avec du milieu DMEM sans sérum dix 

fois. Un volume de 100 µL de cette solution de nanoparticules diluée (1 g/L en or) est ajouté 

dans les puits. Une heure après incubation, les plaques sont irradiées. 

-RAD 320 à 

200 kV et un courant de 20 mA. 

Après irradiation, le milieu est changé de manière à retirer les nanoparticules des puits. Les 

 

Pour analyser le taux de survie cellulaire, la méthode Odyssey est utilisée. Pour cela les 

cellules sont fixées dans les puits en utilisant 200 µL de PFA (paraformaldéhyde) à 4%. Cette 

étape consiste à tuer la cellule tout en conservant sa structure et sa composition chimique 

par formation de liaisons covalentes entre les amines primaires des protéines. Ensuite les 

cellules sont perméabilisées, après lavage, par 200 µL de PBS/Triton 0,5 %. Enfin, une 

solution (200 µL) de TO-PRO- excitation/ emission = 642/661 nm) est ajoutée dans les 

puits. Après 10 minutes 

Odyssey CLx. 

 

4.2.2. Résultats et discussion 

Les courbes de survie des cellules (figure 4.3) indiquent dans un premier temps un 

ant été en contact avec les 

nanoparticules sans irradiation. Les nanoparticules Au@TADOTAGA semblent plus adaptées 

rayonnement/particule, les résultats ne sont pas probants. En effet, le taux de survie est 
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Figure 4.3 Survie des cellules seules (bleu foncé) et des cellules incubées avec les nanoparticules Au@DTDTPA (en rouge), 
Au@TADOTA (en violet) et Au@TADOTAGA  (en bleu clair) pour différentes conditions (sans irradiation, 3 Gy, 8 Gy) 

  

effet, nous attendions un effet significatif beaucoup plus marqué en raison de la propension 

[13]. En effet, des tests « comète » effectués au cours de la thèse de Christophe 

Alric avaient montré un effet important de la combinaison irradiation/nanoparticules 

moyen de la queue des comètes après électrophorèse des cellules lysées pour mettre en 
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Figure 4.4 Evolution du moment moyen des comètes sans nanoparticules (en gris) ou avec les nanoparticules 
Au@DTDTPA-Gd (en rouge) et Au@DTDTPA (en bleu) pour différentes conditions (sans irradiation, 5 Gy, 10 Gy)  

 

in vitro réalisée ne soit pas des plus adaptées. De plus, les 

études in vitro en général ne rendent pas forcément compte de ce qui se produira avec une 

étude in vivo. En effet, il reste difficile de simuler parfaitement une étude médicale en ne 

 

in vivo est indispensable. 

 

4.3. Etude in vivo par MRT 

in vivo 

dédiée aux recherches biomédicales. Le rayonnement employé, de type synchrotron, sous 

volume important de cette 

technique.  

-chimiques des 

é sur deux types de tumeurs. La 

première est un mélanome A375 chez la souris permettant dans un premier temps une 

r des 

effets de biodistribution. La deuxième tumeur est un gliosarcome. Dans ce deuxième cas, 
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Elke Braüer-Krisch, Herwig Requardt et Sandrine Dufort (Nano-H SAS). 

 

4.3.1. Etude de la dégradation des nanoparticules après MRT 

er que le rayonnement ne va pas induire une dégradation 

des nano-objets et ainsi perturber leur élimination.  

La suspension de nanoparticules Au@TADOTA (1 mL) a été irradiée dans les 

conditions expérimentales (400 Gy) dans un eppendorf. Les nanoparticules, suite à 

Zêta avant et après 

irradiation semble similaire aux incertitudes près (environ -8,8 mv). Nous pouvons 

remarquer que cette valeur est inférieure aux mesures réalisés dans le chapitre 2 à pH 7. 

 

 

Tableau 4.1 Mesures des diamètres hydrodynamique et potentiel zêta avant et après irradiation 

Au@TADOTA Témoin MRT 

Diamètre (nm) 6,4 6,3 

 -9,7 -7,87 

 

 

De plus, des clichés TEM ont été réalisés avant et après irradiation (figure 4.5) de 

alentours de 2,2 nm de diamètre aux incertitudes près (2,3 nm avant irradiation et environ 

2,2 après irradiation). 
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Figure 4.5 Images TEM des nanoparticules Au@TADOA avant (A) et après irradiation (B) 

 

 

organique ne semblent pas altérés par 

ayonnement synchrotron. 

 

4.3.2. Injection intratumorale 

 

 

 

 

4.3.2.1. Protocole 

Des souris NMRI nude femelles âgées de six semaines sont utilisées pour cette étude. 

Des cellules tumorales A375 (mélanome malin) sont implantées par injection sous-cutanée 

sur le flanc, à raison de 3.10
7
 

tumorale, les souris reçoivent soit une injection intratumorale (IT) de 40 µL, soit une 

 Au@X-Gd
3+

. La 

coloration marron foncé des suspensions (pour les injections IT) permettent de vérifier la 

présence des nanoparticules dans la tumeur (figure 4.6). 

A B 
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Figure 4.6 Photo de la tumeur avant et après injection des nanoparticules par voie intratumorale 

 

La souris est ensuite placée sur un support spécifique (figure 4.7B), monté sur un 

goniomètre (figure 4.7A) piloté par ordinateur de manière à positionner la souris, et plus 

particulièrement la zone à irradier, de manière extrêmement précise par rapport au 

faisceau. La souris est positionnée sur le ventre, avec la patte portant la tumeur écartée de 

 

 

 

Figure 4.7 Photographies représentant le goniomètre (A), le support (B), et la position de la souris (C) pour l'irradiation 

A 

B 

C 
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réalisée 15 minutes après les injections IT ou cinq heures après les injections IV. Le champ 

et 11 mm de large. Les microfaisceaux qui le 

constitue, mesurent 50 micromètre de large et sont espacés de 400 micromètre (de centre à 

centre). -

mélange Médétomidine (0,2 µg/g) / Kétamine (0,1 mg/g). 

 

Équation 4.1 Calcul du volume de la tumeur 

V = 0,52 x largeur² x longueur 

 

4.3.2.2. Résultats et discussion 

La première expérimentation comportait cinq groupes de souris, un groupe témoin 

non traité, un groupe traité uniquement par MRT et trois autres groupes traités par MRT 15 

oïdales (Au@TADOTAGA, 

Au@TADOTA) à 10g/L en or. 

 La figure 4.8 montre dans un premier temps que les souris non traitées présentent 

une croissance tumorale très rapide quasi exponentielle. Nous pouvons noter ensuite que 

les souris du groupe ayant reçu un traitement par MRT, voient leurs tumeurs croitre de 

nanoparticules réduit encore considérablement la croissance tumorale par rapport au 

des nanoparticules ne semble pas dépendre du type de nanoparticules (Au@TADOTAGA, 

Au@TADOTA).  

En effet, la teneur en or et le diamètre des nanoparticules étant quasiment identique, 

ntéressant 

de remarquer que les trois groupes ayant reçu une irradiation MRT montrent une fonte de la 
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tumeur suite au traitement. Néanmoins, la repousse de celle-ci est différée selon le 

traitement réalisé. En effet, la tumeur repousse après environ six jours concernant les souris 

traitées par MRT alors que la repousse survient après une dizaine de jours pour les souris 

traitées par MRT après injection intratumorale des nanoparticules. 

 

Figure 4.8 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée à des rats : non traités(en bleu), traités par 
MRT seul (en rouge) ou par MRT 15 minutes après injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTA (en vert) ou 

Au@TADOTAGA (en violet). 

 

Contrairement aux résultats in vitro ffet radiosensibilisant des suspensions de 

nanoparticules est clairement observé in vivo. Cet effet est, de surcroît, très important 

comme le montrent le ralentissement de la croissance tumorale par rapport aux souris 

traitées par MRT seul (facteur 5) et l

données mettent en relief le fait que les tests in vitro ne sont pas forcément représentatifs 

 

ration a ensuite été testé en utilisant le même protocole. En 

type de nanoparticules a été testé (Au@TADOTAGA). Pour cette nouvelle expérimentation, 

quatre groupes ont été étudiés. Un groupe de souris non traitées, un groupe traité par MRT, 
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Au@TADOTAGA à 5g/L en or et enfin un dernier groupe traité par MRT 15 minutes après 

 

Les courbes de la figure 4.9 montrent un comportement différent, comparé aux 

résultats s traitements sur la croissance tumorale semble 

moindre. La croissance de la tumeur est plus importante et le délai de repousse est diminué. 

jours pour le groupe traité par MRT seule, lors de la première étude, et dix jours pour les 

groupes traités par MRT/nanoparticules (10 g/L). s volumes 

 (120 mm
3 

pour la première étude et 350 mm
3
 pour celle-ci). Le volume de suspension colloïdale injecté 

étant le même (40 µL), le ratio entre le volume des tumeurs et le volume de particules 

pas le même. Il y a donc une répartition différente des particules dans la tumeur au moment 

de l'irradiation. Nous ne pouvons donc malheureusement pas com

précédemment. 

Malgré un traitement avec un volume tumoral plus important, nous pouvons 

remarquer un effet significatif de la combinaison irradiation par 

mic

1g/L. Ce résul  : plus la concentration en agent 

tumoral différent. Néanmoins, il semble tout de même que la concentration de 10 g/L en or 

soit la plus adaptée. 
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Figure 4.9 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée à des rats : non traités (en bleu), traité par 
MRT seul (en rouge) ou par MRT 15 minutes après injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA à 1 g/L (en 

vert) ou 5g/L (en violet) 

 

injection intratumorale, cinq nouveaux groupes ont été étudiés : un groupe témoin non 

traité, un groupe traité uniquement par MRT, un groupe traité par MRT 15 minutes après 

injection IT de la suspension Au@TADOTAGA, un groupe traité deux fois par MRT (deuxième 

irradiation 3 jours après la première) et un groupe traité deux fois par MRT 15 minutes après 

 suspension Au@TADOTAGA (injection avant chaque MRT). 

La figure 4.10 confirme dans un premier temps les résultats obtenus précédemment. 

Le groupe traité par MRT 15 minutes après injection intratumorale de la suspension 

Au@TADOTAGA présente un ralentissement de la croissance tumorale important par 

rapport au groupe ayant reçu uniquement la MRT, comparable aux études précédentes.  

Concernant les deux derniers groupes ayant reçu une ré-irradiation (délai de trois 

jours entre les deux traitements MRT), nous pouvons observer un ralentissement de la 

irradiation. Nous observons à nouveau un effet important de ralentissement lorsque les 

souris ont reçu une injection de nanoparticules avant les deux irradiations. Le traitement 

comprenant deux irradiations est très intéressant. En effet, celui-ci retarde nettement le 

délai de repousse de la tumeur 

irradiation contre 7 jours pour une seule irradiation. 
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Figure 4.10 Suivi de la croissance de tumeurs A375 implantées en sous cutanée à des rats : non traités (bleu), traité par 
MRT seul (rouge), par MRT 15 minutes après injection intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA (orange), par 

ou  après injection 
intratumorale des nanoparticules Au@TADOTAGA (brun) 

 

ules, ces études 

montrent  un effet radiosensibilisant important des nanoparticules 

ectées par voie intratumorale. Cet effet est présent 

également pour de faibles concentrations (1 g/L). De plus, la 

comportant une ré-irradiation trois jours après la première couplée à une injection avant 

chaque irradiation diminue significativement la croissance tumorale et augmente 

considérablement le délai avant la repousse de la tumeur (facteur 2 par rapport à une seule 

irradiation). Néanmoins, ce la thérapie de 

tumeurs cutanées, se trouve moins adapté pour autres tumeurs comme le 

gliosarcome. s injection intraveineuse 

car la biodistribution des nanoparticules peut minimiser le potentiel dévoilé par les 

expériences réalisées après injection intratumorale. 
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4.3.3. Injection intraveineuse 

Le traitement par radiothérapie après inje

peu pratiquée en raison du risque de dissémination des cellules cancéreuses. Cependant 

 par voie intraveineuse nécessite une biodistribution 

adaptée (accumulation dans la tumeur, absence de nanoparticules dans les tissus sains, 

une biodistribution adaptée, l

dans la tumeur des nano-objets circulant dans le système sanguin est nettement plus faible 

que la quantité introduite par injection intratumorale. 

 

4.3.3.1. Protocole 

Les animaux utilisés pour cette étude sont des rats mâles Fisher âgés de 10 semaines. 

Des cellules tumorales 9LGS (gliosarcome de rat) sont implantées par injection stéréotaxique 

de 10
4
 cellules (dans 1µl de DMEM  + 1% pénicilline/streptomycine) dans le noyau caudé (3,5 

mm à droite de la Bregma, 6 mm de profondeur).  Les rats sont anesthésiés par injection 

(5,4 mg/kg) / xylazine (64,5 mg/kg) [14][15]. Les 

rats reçoivent, 9- ine saphène) 

de suspensions de nanoparticules Au@X-Gd
3+

 (0,7 mL à 50 mM en or et 5 mM en 

gadolinium). 

positionné à plat ventre sur le support comportant un barreau de manière à y coincer ces 

dents afin de conserver une position adéquate. Le rat est face à la source du rayonnement. 

-à-dire que le rat reçoit deux irradiations dans des 

un croisement de celles-ci aux coordonnées 

de la tumeur. La première irradiation a lieu en direction antéropostérieure  et suite à une 

rotation du goniomètre de 90°, la deuxième irradiation se fait latéralement (figure 4.11). Des 

caméras permettent de cont

position via le goniomètre extrêmement précisément pour centrer le rayonnement sur la 

zone tumorale supposée. 
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Figure 4.11 Schéma représentant l'irradiation en tir croisé du gliosarcome 

 

microfaisceaux qui le constitue, mesurent 50 micromètres de large et sont séparés par 200 

ans la peau, pour 

 

 

quotidiennement, notamment au niveau du poids, de manière à relever de potentiels signes 

cliniques inquiétants. Si cela est justifié, les rats sont euthanasiés pour éviter la souffrance 

lémentaire est compté) constitue la durée de 

-Mayer) sont 

des différents traitements. 
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4.3.3.2. Résultats et discussion 

sur les rats portant un gliosarcome, quatre groupes ont été étudiés. Le premier comporte les 

rats contrôle non traités, le deuxième comprend les rats traités uniquement par MRT, le 

de nanoparticules Au@TADOTAGA et le dernier groupe est similaire au troisième à la 

 

fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie. En effet, les études IRM ont révélé 

contrairement aux nanoparticules Au@TADOTA. Le paramètre étudié est le délai entre 

-à-dire la biodistribution des nano-objets au moment de 

 

 des courbes de survie (figure 4.12) représentant le taux de survie en fonction 

du temps pour les différentes conditions, les médianes de survie (MeS) représentant le délai 

au bout duquel la moitié des animaux sont décédés et les moyennes de survie (moyenne des 

Increase In L

pourcentage par rapport au groupe contrôle, est calculé ainsi : (MeSi  MeScontrôle)/ 

MeScontrôle. Ces valeurs sont répertoriées dans le tableau 4.2.  Dans un premier temps, nous 

pouvons noter une augmentation considérable de la survie pour les rats traités par MRT. En 

effet, la médiane de survie 

22 jours, montrant la mortalité rapide induit par ce type de tumeur, alors que la médiane de 

survie des rats traités par MRT est de 71 jours. Ce gain sur la sur

décalage important des deux courbes. Cette augmentation de su

Cela montre bien 

difficile à soigner. 
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Figure 4.12 Courbes de survie pour les rats contrôle (en violet), traités par MRT seul (en rouge), par MRT 10 minutes (en 
bleu) et 24h (en vert) après l'injection des nanoparticules Au@TADOTAGA par voie intraveineuse 

 

Tableau 4.2 Valeur des moyennes et médiane de survie ainsi que l'ILS pour les différents groupes 

Groupes Moyenne de survie Médiane de survie ILS (%) 

1 : Contrôle 22,8 22 X 

2 : MRT 91,4 71 222,7 

3 : MRT (10 minutes)  + 

Au@TADOTAGA 

104 60 172,7 

4 : MRT (24h) + 

Au@TADOTAGA 

144,5 113 413,6 

 

Concernant les groupes traités par la combinaison MRT/nanoparticules à différents 

e biodistribution différente. 

Bien que la moyenne de survie soit légèrement plus importante pour le groupe 3 (MRT 10 

minutes après injection) par rapport au groupe ayant reçu uniquement la MRT (groupe 2), la 

médiane de survie est inférieure. Cela implique une mortalité prématurée de certains rats. 
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Par contre, les résultats du dernier groupe représentant les rats avant reçu la MRT 

décalage significatif de la courbe du groupe 4 par rapport à celle du groupe 3 (MRT seul). La 

mé

groupe traité par MRT seule. Ce qui représente une amélioration de la durée de survie par 

ur les 8 

rats du dernier groupe, cinq sont encore en vie après 100 jours et trois après 200 jours. Ces 

-objets à jouer l

radiosensibilisant pour la radiothérapie et à améliorer considérablement le traitement par 

 

La différence notable entre le traitement 10 minutes ou 24 heures après injection 

nanoparticules en quantité significatives dans la circulation sanguine, et donc dans les tissus 

dans ce cas, occasionne des dégâts non désirés. Cela montre la nécessité de réaliser une 

thérapie guidée par imagerie afin de déte

tumoricide des nanoparticules et ainsi occasionner des dégâts importants à la tumeur tout 

en préservant les tissus sains.   
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4.4. Bilan  

  

Bien que les nanoparticules se soient montrées non toxiques pour les cellules lorsque 

celles-ci ne sont pas exposées au rayonnement, un effet radiosensibilisant modéré a été 

observé. Cependant, cet effet in vitro se trouvait en dessous de nos attentes. 

in vivo

des effets de la biodistribution, 

nanoparticules, a été observée. 

 in vivo des nanoparticules Au@TADOTAGA, suite à leur injection par voie 

intraveineuse pour traiter un gliosarcome 9L (tumeur extrêmement agressive et difficile à 

soigner en raison de son caractère radiorésistant et sa localisation dans un organe 

rometteuse. En effet, le traitement par MRT 24h 

après injection des nanoparticules Au@TADOTAGA par voie intraveineuse, a induit une 

augmentation de la survie par rapport aux rats contrôle de 413,6 %. Ce résultat 

extrêmement encourageant met en relief le potentiel de ces objets pour améliorer le 

traitement par MRT afin de traiter ce type de tumeur. 

Au@TADOTAGA, est inférieur à celui des rats traités uniquement par MRT. 

thérapeutique par imagerie médicale. Il est en effet important lorsque les nanoparticules se 

trouvent en quantité significative dans les tissus cancéreux et sont absentes des tissus sains.  
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développer des nanoparticules 

les mêmes caractéristiques prometteuses, pour la radiothérapie guidée par imagerie, des 

. La principale modification consiste à 

remplacer le ligand linéaire DTDTPA, qui constitue la couche organique de ces 

nanoparticules, par un ligand 

. 

Différents ligands, comportant tous un macrocycle de type DOTA et une fonction 

disulfure endocyclique ont été synthétisés : le DTDOTA, TADOTA et TADOTAGA. Les légères 

différences (taille du cycle, nature du bras espaceur 

carboxylique supplémentaire) de ces molécules ont engendré des disparités notables entre 

les trois types de nanoparticules obtenus. La caractérisation poussée des différentes 

e stabilité colloïdale limitée. Entre les deux nanoparticules restantes, la 

suspension de nanoparticules e la plus intéressante au niveau 

de son comportement après injection.  

Les nanoparticules Au@TADOTAGA ont pu être suivies par différentes techniques 

SPECT, IRM et PET/IRM) en complexant différents ions (Gd
3+

, 
111

In, 

64
Cu) au sein de la couche organique. Le comportement de ces nano-objets après injection 

prometteur

par voie rénale avec néanmoins une légère rétention hépatique. Malgré ces deux 

caractéristiques, les nanoparticules Au@TADOTAGA  au sein de 

certaines tumeurs comme le gliosarcome 9L et le carcinome mammaire TSA. 

 Les propriétés radiosensibilisantes des nanoparticules Au@TADOTAGA mise en évidence 

par des expériences de radiothérapie après injection intratumorale des nano-objets, ont été 

exploitées avantageusement après injection à des rats  (tumeur 

radiorésistante au sein ). Les rats traités par MRT 24h après 

 traités uniquement par 

MRT.  
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Les nanoparticules Au@TADOTAGA se révèlent donc être extrêmement prometteuses 

pour la radiothérapie guidée par imagerie car elles combinent effet radiosensibilisant et 

 

Cependant, ces nano-objets nécessitent quelques améliorations au niveau de la 

biodistribution, notamment, une diminution de la captation hépatique et une augmentation 

de  au sein du gliosarcome. Pour ce faire,  de PEG semble 

intéressante. Nous avons entrepris des études de greffage de différents PEG sur les 

nanoparticules Au@TADOTAGA  

portant un gliosarcome après injection de ces nano-objets fonctionnalisés. Néanmoins, les 

résultats se trouvent en dessous de nos attentes et difficiles à exploiter sans 

expérimentation complémentaire. Cette stratégie reste donc à être approfondie. De plus, le 

greffage de peptides se révèle être une voie particulièrement intéressante pour améliorer 

un peptide tel que le RGD va permettre un ciblage actif 

des vaisseaux qui irriguent V 3 

présents en grande quantité au niveau des néovaisseaux.  

Une autre perspective consisterait à comprendre le mécanisme de radiosensibilisation, 

n

nanoparticules au sein des cellules. De plus, 

(foie, reins) et de la tumeur se montreraient extrêmement intéressantes afin de localiser 

précisément les nano-objets.  

Enfin, nous avons mis en évidence un effet radiosensibilisant significatif en combinant les 

 et plus réaliste. 
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Résumé  
Mots-clés : Nanoparticules, oncologie, agent de contraste, radiosensibilisant, radiothérapie guidée par imagerie 

 

Afin 

médicale. Ces objets dont la composition permet de combiner imagerie multimodale et activité thérapeutique 

 Ce travail de 

3+
 

111
In

3+
 pour la TEMP et 

64
Cu

2+
 pour la TEP). 

 

ion des 

gliosarcome a indiqué une accumulation significative des nanoparticules Au@TADOTAGA-Gd
3+

 au sein de la 

tumeur. Enfin le co-
3+

 et 
64

Cu
2+

 (complexées par les ligands 

macrocycliques) a permis de suivre ces objets, chez le même animal, après injection intraveineuse, à la fois par 

(carcinome mammaire). 

 Le caractère radiosensibilisant de la suspension de nanoparticule Au@TADOTAGA a été confirmé par le suivi 

nanoparticules par voie intratumorale

portant un gliosarcome (tumeur radiorésitante dans un organe radiosensible). 

C

présentent un fort potentiel pour la radiothérapie guidée par imagerie. 

 

Abstract 
Keywords : Nanoparticles, oncology, contrast agent, radiosensitizing agent, image guided therapy 

 

The original properties of nanoparticles make them extremely attractive in the field of oncology. In fact, 

nanoparticles can be designed for combining imaging and therapy with only one object. Therefore, 

multifunctional platforms are very promising for image-guided therapy, which constitutes an important step 

towards personalization of treatment. This consists of stimulating the therapeutic activity of the nanoparticles 

when their accumulation is high within the tumor zone and low in healthy tissues. A higher selectivity of the 

treatment is therefore expected. The aim of this PhD work was to synthesize gold nanoparticles coated by 

macrocyclic ligands, known for their high complexing aptitude of ions widely used for imaging (Gd
3+

 for MRI, 
111

In
3+

 for SPECT and 
64

Cu
2+

 for PET). The potential of those nanoparticles to combining imaging multimodalities 

and radiosenzitation was evaluated. 

Biodistribution study by SPECT/CT has shown free circulation, renal elimination and a moderate retention by 

the liver of the nanoparticles. However, this retention is not due to the opsonisation processus. The MRI study 

-Gd
3+

 in the 

tumor. Moreover, the co-labeling of these nanoparticles by Gd
3+

 and 
64

Cu
2+

 was successfully performed. As a 

result, PET/MRI images, a much researched combination but rarely achieved, were acquired on the same 

animal after intravenous injection of the co-labeled nanoparticles. This study has confirmed the free 

circulation, renal elimination, low hepatic capture and tumor accumulation (carcinoma). 

The radiosensitizing character of nanoparticles Au@TADOTAGA was confirmed by the follow up of tumor 

growth after a treatment by MRT (microbeam irradiation) 15 minutes after intratumoral injection of 

nanoparticles. The therapeutic gain of this treatment has been validated by MRT 24 hours after intravenous 

injection of nanoparticles to rats carrying gliosarcoma (radioresistant tumor in radiosensitive organ). 

Owing to their composition, these gold nanoparticles coated by macrocyclic ligand (DOTA-like) exhibit 

therefore a high potential for image-guided radiotherapy 


