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Résumé 
 

Dans les domaines de l’imagerie médicale et la thérapie, l’utilisation des 

nanoparticules est spécialement attrayante et prometteuse. Il est possible de concentrer 

dans une même particule plusieurs fonctions complémentaires comme la détection, le 

ciblage mais aussi la thérapie. Cette multifonctionnalité présente de nombreux 

avantages, et favorise le développement de nanoparticules pour une thérapie ciblée et 

guidée par l’imagerie.  

C’est dans ce contexte d’intense activité centrée sur le développement des 

nanoparticules pour les applications médicales (imagerie et/ou thérapie) que s’est 

déroulé mon travail de thèse qui s’inscrit dans la continuité des travaux de Christophe 

Alric et de Pierre Hugounenq. Ils ont développé respectivement des nanoparticules 

d’or multifonctionnelles (Au@DTDTPA) et des nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3).  

Les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) présentent un effet radiosensibilisant et se 

comportent comme agent de contraste pour l’IRM (après marquage par Gd3+ rendu 

possible par les propriétés chélatantes de la couche organique DTDTPA) ou comme 

radiotraceurs après radiomarquage (le DTDTPA forme des complexes stables avec 
99mTc et 111In). Le caractère superparamagnétique des nanofleurs d’oxyde de fer 

confèrent à ces objets la capacité à rehausser le contraste négatif des images et à induire 

un échauffement sous l’action d’un champ magnétique alternatif de haute fréquence. 

L’objectif principal de ma thèse consistait à assembler ces deux types de nanoparticules 

afin de créer un objet nanométrique combinant les propriétés complémentaires des 

nanoparticules d’or et des nanofleurs d’oxyde de fer. Dans un premier temps, les 

conditions optimales de greffage des nanoparticules d’or sur les nanofleurs ont été 

déterminées. Nous avons montré que de tels agents présentaient après injection 

intraveineuse une biodistribution adaptée comme le révèlent les images acquises en 

IRM (grâce aux propriétés magnétiques des nanofleurs) et en TEMP (grâce au 

radiomarquage de la couche des nanoparticules d’or). En outre ces objets présentent 

un caractère radiosensibilisant qui est mieux exploité que celui des nanoparticules d’or 

entrant dans la composition de ces nanofleurs dorées. Associé au pouvoir chauffant 

des nanofleurs, le pouvoir radiosensibilisant des nanofleurs dorées a conduit à une 

forte inhibition de la croissance tumorale quand le traitement de rats portant un 

mélanome combine hyperthermie magnétique et radiothérapie après injection 

intratumorale des nanofleurs dorées. 

En conclusion, le travail réalisé au cours de cette thèse a mis en évidence l’intérêt de 

combiner les nanoparticules d’or et les nanofleurs d’oxyde de fer pour traiter des 

tumeurs solides par thérapie guidée par imagerie. 

 



4 
 

Abstract 

In the fields of medical imaging and therapy, the use of nanoparticles is especially 

attractive and promising. It is possible to concentrate in the same particle several 

complementary functions such as detection, targeting but also therapy. This 

multifunctionality has many advantages and promotes the development of 

nanoparticles for targeted therapy and guided by medical imaging. 

It is in this context of intense activity focused on the development of nanoparticles for 

medical applications (imaging and/or therapy) that my thesis work was carried out 

which is in continuity with the work of Christophe Alric and Pierre Hugounenq. They 

developed multifunctional gold nanoparticles (Au@DTDTPA) and iron oxide 

nanoflowers (γ-Fe2O3), respectively. 

The gold nanoparticles (Au @ DTDTPA) exhibit a radiosensitizing effect and behave 

as a contrast agent for MRI (after labeling with Gd3 +, made possible by the chelating 

properties of the organic layer DTDTPA) or radiotracers after radiolabelling (DTDTPA 

forms stable complexes with 99mTc and 111In). The superparamagnetic nature of the 

iron oxide nanoflowers gives these objects the ability to enhance the negative contrast 

of the images and to induce heating under the action of an alternating magnetic field 

of high frequency. 

The main objective of my thesis was to assemble these two types of nanoparticles in 

order to create a nanometric object combining the complementary properties of gold 

nanoparticles and iron oxide nanoflowers. In a first step, the optimal conditions for 

grafting gold nanoparticles on the nanoflower were determined. We have shown that, 

after intravenous injection, these agents exhibit a suitable biodistribution, as revealed 

by MRI images (thanks to the magnetic properties of nanoflowers) and SPECT (thanks 

to the radiolabeling of the gold nanoparticle layer). Moreover, these objects have a 

radiosensitizing character which is better exploited than that of the gold nanoparticles 

in the golden nanoflowers. Associated with the heating power of nanoflower, the 

radiosensitizing potential of golden nanoflowers has led to a strong inhibition of tumor 

growth when the treatment of rats carrying melanoma combines magnetic 

hyperthermia and radiotherapy after injection of golden nanoflower. 

In conclusion, the work carried out during this thesis has highlighted the value of 

combining gold nanoparticles and iron oxide nanoflowers to treat solid tumors by 

imaging-guided therapy. 
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Abréviation                Signification 

NF-Au@DTDTPA      Nanoparticules d’or greffées sur des nanofleurs de maghémite            

NMDEA                       N- méthyldiéthanolamine 

DEG                              Diéthylène glycol 

NF                                 Nanofleurs de maghémite  

AuNPs                          Nanoparticules d’or 

MET                              Microscope électronique à transmission 

DLS                               Diffusion light scattering (diffusion dynamique de la lumière) 

EPR                               Effet de rétention et de perméabilité (vascularisation de la 

tumeur) 

IRM                              Imagerie par résonance magnétique 

CT                                 Computed tomography (tomodensitométrie X) 

TEP                               Tomographie par émission de positon 

Au                                 L’atome d’or 

DTDTPA                     Le dérivé dithiolé de l’acide diéthylènetriamine pentaacétique 

NHS                             N-hydroxysuccinimide 

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

MRT                             Microbeam radiation therapy (Irradiation par microfaisceau) 

EBV                              Virus Epstein-Barr lié au cancer de l’estomac 

HPV                             Virus du papillome humain lié au cancer de la prostate (chez 

l’homme) et du col de l’utérus (chez la femme) 

Au@DTDTPA            Nanoparticules d’or enrobées par le ligand DTDTPA 
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SRE                               Système réticulo-endothélial 

QDs                               Quantum dots 

PEG                               Polyéthylène glycol 

IPA                                Imagerie photoacoustique 

IT                                   Injection par voie intratumorale 

IV                                   Injection par voie intraveineuse 

TEMP                            Tomographie par émission monophotonique 

HM                                 Hyperthermie magnétique 

Dopa                              Dopamine 

VEGF                             Vascular endothelial growth factor (facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire) 

FGF                                 Fibroblast growth factor (facteur de croissance de fibroblastes) 

RMN                               Résonance magnétique nucléaire 

SLP                                  Specific loss power (puissance spécifique de chauffe)  
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ICP-OES                          Spectrométrie d’émission atomique par excitation à plasma  

nm                                     Nanomètre 

keV                                    Kilo-électronvolt 

kg                                       Kilogramme 

DMF                                  N,N-Diméthylformamide 
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Introduction  
 

La lutte contre le cancer est aujourd’hui une préoccupation majeure de santé publique, 

et le nombre de décès par an se comptent par millions dans le monde 1.  

Malgré les efforts de la communauté scientifique et médicale, le nombre de cas de 

cancers et la mortalité continue d’augmenter. Pourtant des progrès considérables ont 

été obtenus dans le domaine de l’imagerie médicale et dans celui des traitements. 

L’imagerie joue un rôle crucial dans la détection des tumeurs, le guidage de la thérapie 

et dans le suivi de l’évolution de la maladie après le traitement. Une fois le diagnostic 

établi et les contours de la tumeur identifiés grâce entre autres à l’imagerie, un 

protocole thérapeutique pourra être élaboré. 

Pour l’essentiel, le traitement de tumeurs solides cancéreuses repose sur la chirurgie, 

la chimiothérapie et la radiothérapie qui peuvent être mises en œuvre seule ou de 

manière combinée. Dans la majorité des cas, les patients sont traités en partie par 

radiothérapie avant ou après résection de la tumeur. La radiothérapie consiste à 

exploiter le caractère cytotoxique des rayonnements ionisants pour contrôler la 

croissance tumorale. Malheureusement la composition chimique entre les cellules 

saines et les cellules cancéreuses est trop semblable pour observer une différence 

d’absorption du rayonnement ionisant (X ou γ) entre les tissus sains à préserver et la 

tumeur à traiter. La radiothérapie s’accompagne donc de l’altération indésirable de 

tissus sains qui peut avoir des conséquences délétères. En outre dans un souci de 

limiter l’impact néfaste des effets secondaires sur les tissus sains, la dose délivrée est 

souvent insuffisante pour éradiquer la tumeur. Afin de concentrer les effets toxiques 

des rayonnements ionisants dans la tumeur, un meilleur contrôle spatiotemporel de la 

délivrance de la dose est requis. Dans cette perspective, des améliorations 

significatives ont été obtenues en opérant sur la nature du rayonnement, sur sa 

balistique et sur son fractionnement 2. Parallèlement à ces développements reposant 

sur l’aspect physique des rayonnements, il a été proposé de modifier la composition 

chimique des tumeurs pour accroître la différence d’absorption entre la zone tumorale 

et les tissus sains environnants. En effet, les éléments à numéro atomique élevé sont 

caractérisés par leur propension à absorber les photons X et γ des rayonnements 

ionisants. L’accumulation de ces éléments dans la zone à traiter devrait donc générer 

une forte absorption de laquelle découlera une cascade de phénomènes physiques, 

chimiques et biologiques conduisant à la destruction de la zone dans laquelle se 

trouvent les agents radiosensibilisants. Les premiers essais réalisés avec des agents de 

contraste iodés (ZI = 53) pour l’imagerie X et des agents de contrastes à base de chélates 

de gadolinium (ZGd = 64) se sont révélés décevants. Ces molécules avaient l’avantage 
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d’être validées pour une utilisation clinique mais leur faible dimension ne permet pas 

un bon contrôle de leur biodistribution. Or les travaux consacrés au développement 

de nanoparticules multifonctionnelles pour des applications médicales ont montré 

qu’un des atouts des nanoparticules réside dans un meilleur contrôle de la 

biodistribution 3. De plus, les nanoparticules contrairement aux molécules peuvent 

contenir malgré leurs faibles dimensions une quantité importante d’éléments à haut Z. 

Les travaux pionniers de Hainfeld ont mis en évidence le potentiel prometteur des 

nanoparticules d’or pour la radiothérapie guidée par imagerie 4. La forte valeur du 

numéro atomique de l’élément or (ZAu = 79) confère aux nanoparticules d’or un 

comportement d’agent de contraste pour l’imagerie X et d’agent radiosensibilisant. La 

combinaison de l’imagerie et de la radiosensibilisation a permis d’améliorer la 

sélectivité du traitement par radiothérapie en activant le traitement quand les 

nanoparticules administrées par voie intraveineuse étaient présentes 

préférentiellement dans la tumeur. En raison de son caractère cytotoxique et sa faible 

sensibilité, l’imagerie X paraît moins adaptée que l’IRM pour guider la radiothérapie. 

C’est dans ce contexte que l’équipe NCM a développé des nanoparticules d’or de 

faibles dimensions (DTEM = 2-3 nm ; Dh = 6-8 nm) recouvertes de chélates de 

gadolinium. Ces nanoparticules d’or ont été conçues de manière à ce que leur 

composition et leur taille permettent : 

-  (i) un suivi par imagerie X (présence de l’élément or), par IRM (présence de 

Gd3+), par imagerie nucléaire (après radiomarquage rendu possible par la 

présence de chélateurs libres à la surface des nanoparticules) 5,6 ; 

-  (ii) un rehaussement des effets de la dose appliquée en radiothérapie (effet 

radiosensibilisant de l’élément or) 7 ; 

-  (iii) et une élimination par la voie rénale (Dh < 8 nm) qui est un prérequis 

incontournable pour une utilisation in vivo de nanoparticules non 

biodégradables. Les expériences sur de petits animaux ont confirmé le 

potentiel prometteur de ces nanoparticules d’or pour la radiothérapie guidée 

par imagerie. Cependant, ce potentiel semble sous exploité en raison d’une 

élimination rénale trop rapide qui réduit le temps de résidence vasculaire et 

limite par conséquent l’accumulation de ces nanoparticules 

radiosensibilisantes dans les tumeurs solides. 

Afin de mieux exploiter le caractère radiosensibilisant des nanoparticules d’or 

recouvertes de chélates de gadolinium, l’équipe NCM explore plusieurs pistes 

différentes. Parmi celles-ci, le transport des nanoparticules d’or par des particules 

biodégradables plus larges a semblé constitué une réponse adaptée pour retarder 

l’élimination rénale que nous avons tenté d’apporter au cours de mes travaux de thèse. 

Notre choix pour le transporteur biodégradable s’est porté sur les nanofleurs de 

maghémite qui présentent un caractère biodégradable comme l’a révélé l’étude 
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conduite par Florence Gazeau en collaboration avec Rana Bazzi 8. De plus, le rôle des 

nanofleurs ne devrait pas être limité au transport des nanoparticules d’or 

radiosensibilisantes car leurs propriétés magnétiques confèrent aux nanofleurs un 

comportement d’agent de contraste négatif pour l’IRM et d’agent chauffant pour 

l’hyperthermie magnétique 9,10. 

L’objectif de ce travail de thèse a donc été de réaliser de manière contrôlée des 

assemblages nanofleurs-nanoparticules d’or et d’évaluer le gain qu’ils pouvaient 

procurer en termes de résidence vasculaire, d’accumulation tumorale, d’imagerie et de 

thérapie. 

Après avoir montré l’intérêt d’utiliser les nanofleurs comme transporteurs de 

nanoparticules d’or (chapitre 1), la synthèse et la caractérisation des nanoparticules 

d’or, des nanofleurs et des nanofleurs fonctionnalisées par des nanoparticules d’or 

(appelées nanofleurs dorées) seront décrites dans le chapitre 2. L’effet du transport des 

nanoparticules d’or par les nanofleurs sur l’exploitation du caractère radiosensibilisant 

sera discuté dans le chapitre 3. Cependant le rôle des nanofleurs ne se limite pas au 

transport des nanoparticules d’or. Leur fort pouvoir chauffant permet de combiner 

l’hyperthermie magnétique et la radiosensibilisation. Les résultats des expériences 

préliminaires combinant hyperthermie magnétique et radiothérapie sont rassemblés 

dans le chapitre 4. 
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Figure 1. Mécanisme de la carcinogenèse 3. 

Initiation 

Lorsqu’une cellule saine est exposée à des agents carcinogènes physiques 

(rayonnements ionisants, UV…), chimiques (tabac, hydrocarbures aromatiques…) et 

viraux (EBV, HPV…), une altération ponctuelle et définitive de l’ADN (mutation, 

délétion, translocation) survient : c’est l’altération initiatrice. 

Cette altération qui affecte le génome s’accompagne d’aucune modification 

phénotypique et n’est pas suffisante à elle seule pour transformer la cellule normale 

en cellule cancéreuse. 

Cette mutation peut conférer à la cellule un avantage en termes de prolifération ou de 

survie, quand cela concerne des gènes majeurs (oncogène, gène de réparation de 

l’ADN…). 

Dans les cancers d’origine génétique, cette mutation est présente d’emblée. 

Promotion 

Cette étape est liée à l’exposition prolongée à des agents promoteurs, ils n’induisent 

pas de lésion de l’ADN, mais favorisent la multiplication cellulaire et ainsi l’expression 

de la mutation initiatrice (facteurs de croissance, cytokines, hormones). 

Lors de ces multiplications, les modifications génétiques s’accumulent à chaque 

division jusqu’à produire la cellule cancéreuse. C’est l’étape de sélection et de 

prolifération des cellules initiées. 
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Progression 

La prolifération des cellules anormales se poursuit, favorisée par la perte de contrôle 

du cycle cellulaire, aboutissant à un clone tumoral (accumulation de cellules ayant les 

mêmes anomalies génétiques). 

Au cours des différentes divisions, de nouvelles anomalies génétiques s’accumulent 

grâce à l’absence de réparation de l’ADN et à l’échappement à l’apoptose ; on parle 

d’instabilité génomique. 

Les anomalies cellulaires résultant du débordement du système de réparation et de 

sauvegarde du génome engendrent la formation des cellules cancéreuses. Ces 

dernières se développent de manière anarchique, grossissent jusqu’à atteindre le stade 

de tumeur et ne ressemblent aucunement aux cellules saines voisines 4.   

La cellule cancéreuse peut toutefois quitter le nid tumoral en circulant dans 

l’organisme via le sang ou la lymphe pour former ainsi d’autres tumeurs. Ce 

phénomène est appelé métastase.  

Le développement de la tumeur résulte d’une croissance anormale et anarchique des 

cellules cancéreuses. L’hypoxie qui est observée dans la zone centrale de la tumeur est 

à l’origine de la néangiogenèse 5, c’est-à-dire le développement d’un réseau de 

nouveaux vaisseaux destiné à alimenter en nutriment et oxygène la tumeur. 

 B. L’angiogenèse : développement d’une tumeur 

L’angiogenèse est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont 

produits à partir des vaisseaux préexistants. Ce processus est régulé par des 

mécanismes complexes (équilibre entre substances anti-angiogéniques et pro-

angiogéniques endogènes dans l’environnement local) qui  prennent en considération 

le besoin physiologique des cellules 6. 

L’hypoxie qui survient dès que la taille de l’amas de cellules cancéreuses atteint 1-2 

mm3 à la suite de la croissance anarchique des cellules cancéreuses est à l’origine du 

« switch angiogénique ». Ces dernières commencent à secréter des facteurs de 

croissance pro-angiogénique tel que le facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire (vascular endothelial growth factor VEGF) et le facteur de croissance de 

fibroblastes (fibroblast growth factor FGF). La sécrétion de ces facteurs de croissance fait 

basculer l’équilibre entre substances pro- et anti-angiogéniques pour stimuler la 

prolifération des cellules endothéliales essentielles à la création de nouveaux vaisseaux 

sanguins. Ces derniers vont assurer l’approvisionnement des tumeurs en oxygène, en 

nutriments et garantir ainsi leur croissance (Figure 2). 

La néo-vascularisation est un processus important et essentiel pour le développement 

tumoral, mais également pour la formation et la dissémination des métastases dans les 

organes les plus éloignés. L’expansion métastatique via la vascularisation est la 

principale cause de décès par le cancer 7.  
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Figure 2. Mécanisme de la vascularisation tumorale 8. 

1.1.3. Caractéristiques de l’environnement tumoral 
La différence de porosité entre les vaisseaux qui irriguent les tumeurs, et ceux qui 

irriguent les tissus sains et l’absence de drainage lymphatique dans l’environnement 

tumoral peuvent être exploitées pour accumuler préférentiellement des agents 

d’imagerie et/ou de thérapie. 

Afin de permettre une telle accumulation préférentielle, les agents devront être conçus 

de façon à être suffisamment larges pour ne pas traverser la paroi des vaisseaux qui 

irriguent les tissus sains (diamètre de pore inférieur à 3 – 6 nm) et suffisamment petits 

pour passer à travers les pores des vaisseaux qui irriguent les tumeurs (diamètre de 

l’ordre de plusieurs centaines de nanomètres). 

D’après la littérature consacrée à l’étude de la biodistribution de divers objets à usage 

médical, la taille adaptée pour cibler préférentiellement une tumeur est comprise entre 

2 nm et 150 nm. 

Si l’accumulation ne fait pas intervenir d’interaction reposant sur une affinité 

spécifique entre les agents d’imagerie et/ou de thérapie, le ciblage est dit passif (Figure 

3). Cette stratégie est la plus simple à mettre en œuvre. 
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En revanche, les agents peuvent être fonctionnalisés dans le but de présenter une plus 

forte affinité avec des molécules présentes à la surface des cellules cancéreuses ou des 

néovaisseaux qui irriguent les tumeurs. 

L’interaction qui s’établira entre les molécules du micro-environnement tumoral et les 

agents administrés pour l’imagerie médicale et/ou pour la thérapie permettra un 

allongement de leur durée de séjour dans la tumeur solide. Un ciblage reposant sur 

une telle interaction est qualifié d’actif (Figure 3).  

Comme ces molécules sont en général plus abondantes que dans les tissus sains en 

raison d’une surexpression caractéristique du développement tumoral, la 

fonctionnalisation destinée à rendre les agents plus affins conduit en outre à une 

accumulation plus importante. 

 

 

 

Figure 3. Représentation schématique adaptée du ciblage passif  et du ciblage actif 9. 

 

1.2. Les traitements du cancer 
De nos jours, trois différentes stratégies thérapeutiques sont principalement mises en 

œuvre seules ou le plus souvent en combinaison. Il s’agit de :  

- la chirurgie ; 

- la chimiothérapie ; 

- la radiothérapie. 
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1.2.1. La chirurgie 
L’intervention chirurgicale constitue généralement la première étape du traitement 

après le diagnostic d’un cancer. 

Selon la taille, la localisation et la nature de la tumeur, deux techniques chirurgicales 

sont souvent employées afin de traiter le cancer : 

- La mastectomie ; 

- La tumorectomie. 

La mastectomie est une ablation complète de la tumeur comme dans le cas du cancer 

du sein. Ce traitement radical qui permet d’ôter tout le tissu afin de limiter les récidives 

est souvent utilisé dans les cas où ce dernier ne présente aucun danger au patient.  

L’autre technique qui est la tumorectomie, souvent pratiquée lors des traitements de 

tumeurs de petites tailles consiste à enlever une partie de l’organe où la tumeur a été 

localisée. Ce traitement est conservateur et privilégie un aspect plus esthétique comme 

les tumeurs sont très petites 10. 

Cependant, l’intervention chirurgicale présente certains inconvénients, comme des 

infections au niveau du site opératoire, des douleurs après une opération, mais aussi 

des complications liées à l’anesthésie. De plus, elle se limite aux tumeurs accessibles 

tels que par exemple, le cancer du sein ou encore celui de la prostate.  

D’autres traitement tel que la chimiothérapie et/ou la radiothérapie sont utilisées 

conjointement à la chirurgie pour augmenter les chances de guérison. 

1.2.2. La chimiothérapie 
Généralités : 

La chimiothérapie repose sur des molécules qui entrainent un arrêt du cycle cellulaire 

(effet cytostatique) et/ou une mort cellulaire (effet cytotoxique) principalement par 

apoptose.  

Ces molécules sont souvent utilisées en association pour avoir un effet additif ou 

synergique et éviter l’apparition de résistances tumorales. En revanche, il est plus 

judicieux d’éviter l’association des chimiothérapies ayant des effets secondaires 

semblables pour limiter le risque de toxicité grave. 

Les molécules sont administrées par voie intraveineuse le plus souvent. Le traitement 

par chimiothérapie doit être précoce, réalisé en traitement intensif (court) à la dose 

maximale tolérée, adapté à la surface corporelle et à la fonction rénale. 

Les types d’utilisation de la chimiothérapie : 

La chimiothérapie peut être utilisée à différents moments de la prise en charge d’un 

cancer : 

- En néoadjuvant : avant le traitement chirurgical pour : 
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o Réduire la masse tumorale et permettre une chirurgie plus 

conservatrice ou plus complète ; 

o Agir précocement sur les micro-métastases et éviter la survenue de 

métastases ultérieures. 

- En adjuvant : après la chirurgie pour diminuer les rechutes, agir sur les 

micro-métastases et augmenter la survie 

La chimiothérapie peut être à visée : 

- Curative : en général associée à d’autres traitements (chirurgie, 

radiothérapie) ; 

- Palliative : dans le but d’allonger la survie, d’améliorer la qualité de vie et les 

symptômes, mais elle ne permettra pas une guérison. 

Le traitement par chimiothérapie présente également des inconvénients comme des 

troubles digestifs, ou encore une toxicité biologique (rénale ou hépatique).  

La chimiothérapie est souvent utilisée comme traitement concomitant, adjuvant ou 

néoadjuvant à la radiothérapie pour augmenter son efficacité. 

1.2.3. La radiothérapie 
Depuis la découverte des rayons X à la fin du 19ème siècle, la radiothérapie est un des 

piliers historiques du traitement des cancers, avec la chirurgie et la chimiothérapie. 

Plus de 60% des patients atteints d’un cancer sont traités par irradiation au cours de 

leur maladie 11. 

L’approche la plus courante de la radiothérapie repose sur l’envoi de rayonnements 

ionisants de hautes énergies (X, gamma), délivrés par des accélérateurs et orientés vers 

l’emplacement de la tumeur.  

Ensuite, ces radiations ionisantes suite au dépôt d’énergie lors de la traversée du 

faisceau entraînent une altération sur des molécules biologiques soit par un effet direct 

soit par un effet indirect. 

Les effets indirects sont issus de l’ionisation dans l’eau, composant principal des tissus 

et des organes du corps humain. 

L’ionisation de l’eau crée des radicaux libres qui ont des propriétés soit oxydantes 

(HO.), soit réductrices (H.), et des électrons aqueux (e-aq). Ces derniers ont une durée 

de vie très courte (10-5 s) car ils sont extrêmement réactifs.  

Ces radicaux peuvent donner lieu à différentes réactions de recombinaison pour 

produire du dihydrogène (H2) ou du peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui à leur tour 

vont agir sur des biomolécules contenues dans les cellules et induire des effets 

délétères sur le fonctionnement de ces cellules.   

Les effets directs sont dus à l’interaction direct du rayonnement ionisant avec les 

biomolécules constituant la cellule. Après interaction du rayonnement ionisant avec la 
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matière, des électrons ou des photons qui constituent le rayonnement secondaire 

interagissent à leur tour avec les constituants des cellules se trouvant à proximité. Ces 

interactions provoquent l’apparition d’espèces réactives et instables qui entrainent des 

lésions des biomolécules (Figure 4). 

 

Figure 4. Représentation schématique adaptée des effets du rayonnement sur les cellules 12. 

L’ADN est la cible privilégiée de ces atteintes moléculaires. Après irradiation, soit les 

lésions d’ADN et les lésions cellulaires sont réparées, soit elles sont trop importantes 

et entraînent la mort cellulaire par apoptose.  

Toutefois la radiothérapie classique actuellement utilisée dans les cliniques manque 

de sélectivité pour traiter efficacement les tumeurs radiorésistantes telles que les 

gliomes. 

Pour pallier le manque de sélectivité de la radiothérapie, l’utilisation de composés 

contenant des agents à numéro atomique élevé a été proposée. Comme les agents à 

haut Z sont connus pour leurs capacités à absorber fortement les rayonnements 

ionisants. Leur présence dans la tumeur permet de déposer une plus forte dose dans 

la zone à traiter et garantit alors une meilleure préservation des tissus sains situés près 

de la tumeur en raison d’une plus forte absorption du faisceau incident. En outre, le 

supplément d’absorption par les éléments à haut Z induit une augmentation de la 

production de radicaux libres qui en altérant les biomolécules renforce l’action délétère 

de la radiothérapie sur les cellules cancéreuses. Il existe des nombreux exemples dans 

la littérature, notamment les travaux d’Hainfield 13, qui ont montré le potentiel des 

nanoparticules d’or à améliorer la sélectivité de la radiothérapie. La propension de l’or 

à absorber les rayons X confère également aux nanoparticules d’or un comportement 

d’agents de contraste pour la tomodensitométrie X (imagerie X). 

Quelle que soit la stratégie thérapeutique mise en œuvre, le suivi à chaque étape du 

traitement constitue un facteur primordial pour améliorer l’efficacité des soins et le 

confort du patient. L’imagerie médicale est donc un outil indispensable dans la lutte 

contre le cancer. 
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1.3. Imagerie médicale 
L’imagerie médicale présente un atout majeur dans la lutte contre le cancer. En effet, 

avant tout traitement thérapeutique, la détection et la visualisation de la tumeur sont 

cruciales pour le diagnostic, le choix et la mise en œuvre du traitement. 

Ensuite, une fois que le traitement a été administré au patient, le médecin établi un 

suivi en faisant différentes analyses et éventuellement de l’imagerie pour évaluer le 

comportement des tissus après le traitement. 

L’imagerie médicale joue également un rôle essentiel dans les études précliniques. La 

mise au point d’un agent thérapeutique nécessite un suivi par imagerie pour localiser 

l’agent après administration. Afin d’exploiter au mieux le potentiel des différentes 

modalités d’imagerie médicale, il est important de connaitre leurs avantages et 

inconvénients. Nous nous intéresserons particulièrement à l’imagerie X, l’imagerie 

nucléaire et l’imagerie par résonance magnétique car elles sont très utilisées dans la 

lutte contre le cancer. 

1.3.1. L’imagerie X (ou la tomodensitométrie) 
L’imagerie par rayons X (ou communément appelée tomodensitométrie) est le premier 

mode d’imagerie utilisé pour la détection des tumeurs en clinique. Cette dernière est 

encore largement utilisée de nos jours pour visualiser les tumeurs. 

Principe de la tomodensitométrie 

La tomodensitométrie X est basée sur la différence d’atténuation des rayons X en 

fonction de la densité des tissus 14. 

Une source de rayons X tourne autour du patient, et du côté opposé est placé un 

détecteur qui reçoit les photons transmis par le corps du patient. Ainsi des projections 

multiples de photons sont recueillis sous forme de données numériques, qui sont 

reconstruites sous forme d’image. 

En effet, l’imagerie X fournit des clichés anatomiques du corps entier en trois 

dimensions dotés d’une résolution spatiale et temporelle élevée. 

Cependant, les principales limitations du scanner X concernent l’exposition élevée aux 

rayonnements ionisants qui limite le nombre d’examens en raison des effets néfastes 

provoqués par les rayons X sur le corps 15.  

De plus, le contraste des tissus mous et la sensibilité restent faibles. L’utilisation 

d’agents à haut Z permet de rehausser le contraste des tissus mous car les éléments à 

Z élevés sont caractérisés par leur capacité à fortement absorber les rayons X. Ainsi, il 

devient plus aisé de différencier sur les clichés les tissus sains et les tissus tumoraux.   

En raison de leur numéro atomique élevé (ZI = 53), les molécules contenant plusieurs 

atomes d’iode 16 sont couramment utilisées en clinique comme agents de contraste 

pour l’imagerie X. Cependant ces derniers sont éliminés très rapidement par voie 

rénale, ce qui limite le temps d’imagerie. 
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L’imagerie X est souvent utilisée en combinaison avec d’autres types d’imageries telles 

que l’imagerie nucléaire. 

1.3.2. L’imagerie nucléaire 
L’imagerie nucléaire repose sur la détection de photons γ ou de positons ß+ émis 

directement ou indirectement par la désintégration nucléaire d’un isotope radioactif. 

Elle nécessite donc l’injection d’isotopes radioactifs aux patients dans le but d’explorer 

l’organisme pour déceler une pathologie particulière, ou réaliser un suivi 

thérapeutique. Le choix de l’isotope radioactif utilisé est déterminé d’une part, par son 

mode de désintégration qui permet une détection externe du rayonnement émis, mais 

également par sa période. 

Il existe 2 types d’imagerie nucléaire à savoir la TEMP (appelée tomographie par 

émission mono-photonique) utilisant des émetteurs de photons γ et la TEP (appelée 

tomographie par émission de positons) qui quant à elle fait appel à des émetteurs de 

positons ß+. 

La tomographie par émission mono-photonique (TEMP) 

La tomographie par émission mono-photonique (TEMP ou SPECT en anglais) est une 

technique d’imagerie médicale qui mesure la distribution tridimensionnelle d’un 

agent radiopharmaceutique au sein de l’organisme. 

La TEMP permet d’imager le corps entier des patients. Les agents 

radiopharmaceutiques sont essentiellement des radionucléides émetteurs de photons 

γ qui sont injectés dans l’organisme via des vecteurs pour suivre leur biodistribution 

dans le temps et à l’aide de γ -caméras. 

Les avantages de la TEMP réside dans son excellente sensibilité et une quantification 

précise de la radioactivité dans les organes d’intérêt. Toutefois, malgré une excellente 

sensibilité, la TEMP est handicapée par une faible résolution spatiale qui rend difficile 

la localisation des tumeurs. Cependant, ce handicap peut être réduit en couplant la 

TEMP à un scanner X pour améliorer la résolution spatiale. L’autre paramètre qui 

handicape la TEMP est son caractère ionisant, bien que les concentrations en 

radioéléments employées soient extrêmement faibles. 

La tomographie par émission de positons 

La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie médicale 

qui mesure la distribution tridimensionnelle d’une molécule marquée par un émetteur 

de positons. 

Les émetteurs de positons sont caractérisés par un excès de charge positive dans leurs 

noyaux. Ils se désintègrent vers un état stable, par une transformation d’un proton en 

un neutron qui conduit à l’émission d’un positon. Celui-ci est de masse égale à celle 

d’un électron mais de charge opposée. Une fois émis, le positon parcourt quelques 

millimètres dans les tissus, au cours desquels il perd toute son énergie cinétique. 

Quand le positon est au repos, il interagit avec un électron du milieu, suivant une 
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réaction d’annihilation au cours de laquelle la masse des deux particules se transforme 

en deux photons gamma de 511 keV, émis dans des directions diamétralement 

opposées (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : Emission d’un positon et réaction d’annihilation 17. 

Le principe de base de la TEP consiste à détecter les deux photons de 511 keV pour 

déterminer le lieu de la réaction d’annihilation. L’information mesurée correspond au 

lieu d’annihilation et non à celui de l’émission du positon (ß+). La distance entre ces 

deux lieux (d) est appelée libre parcours moyen du positon. Déterminé par l’énergie 

d’émission du positon, le libre parcours moyen a des conséquences néfastes sur la 

résolution spatiale. 

Une autre limite intrinsèque, en termes de résolution spatiale en TEP, provient de la 

colinéarité des deux photons de 511 keV, résultant de l’annihilation d’un positon qui 

n’a pas intégralement perdu son énergie cinétique. Ce défaut de colinéarité peut-être 

de l’ordre de 0,5°. 

La combinaison de ces deux phénomènes constitue une limite intrinsèque en termes 

de résolution spatiale, propre à la détection en coïncidence.  

L’obtention d’une image en TEP s’effectue en deux étapes : 

• La mesure des projections de l’objet, en utilisant le principe de la détection en 

coïncidence ; 

• La reconstruction tomographique, qui permet l’obtention de la distribution 

tridimensionnelle du traceur. 

L’acquisition est réalisée par un ensemble de deux détecteurs répartis autour du 

patient. Ces détecteurs sont composés d’un circuit électronique complexe permettant 

de déterminer la projection du lieu d’annihilation. Par la suite les images sont obtenues 

par reconstruction tomographique sur des stations informatiques puissantes équipées 

d’une application logicielle permettant l’analyse et la quantification d’image. 
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La TEP possède une excellente sensibilité comparée aux techniques de scintigraphie 

mais son handicap reste toutefois sa faible résolution spatiale. 

Un des radiotraceurs les plus utilisés est le 18F qui a une durée de vie de 120 minutes. 

Il est en général administré sous la forme de 18FDG (fluorodésoyglucose) qui résulte 

d’une modification de la molécule de glucose. Le 18FDG reste actuellement la molécule 

la plus largement employée dans les centres cliniques pratiquant la TEP. 

D’autres radioéléments sont également utilisés : 

Isotopes 11C 13N 15O 18F 68Ga 76Br 64Cu 

Période des 

radioéléments 

(min) 

 

20,4 

 

10,0 

 

2,1 

 

109,8 

 

67,71 

 

972 

 

762 

Tableau 1. Période de quelques radioéléments. 

La tomodensitométrie et l’imagerie nucléaire ont comme point commun l’utilisation 

de rayonnement ionisant qui rend la mise en œuvre assez compliquée comparée à 

l’imagerie par résonance magnétique (IRM). 

1.3.3. L’imagerie par résonance magnétique 
L’IRM est une technique de diagnostic médical qui repose sur le principe de la 

résonance magnétique nucléaire (RMN) qui permet de suivre la réponse des protons 

lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique extérieur et à une excitation 

électromagnétique. Du fait de leur forte teneur en eau, les tissus mous de l’organisme 

sont riches en protons. 

Comme pour tout noyau portant une charge, cette charge tourne autour de celui-ci et 

engendre un dipôle magnétique appelé moment magnétique. En l’absence de champ 

magnétique extérieur, les moments magnétiques nucléaires µ sont orientés 

aléatoirement. En présence d’un champ magnétique intense et uniforme B0, les 

moments magnétiques nucléaires s’alignent avec ce champ et acquièrent une 

aimantation M0 proportionnelle à la densité de protons. Les moments magnétiques 

tournent autour de l’axe du champ à une vitesse caractérisée par une fréquence F0, 

appelée fréquence de Larmor. Ensuite l’application d’un rayonnement 

électromagnétique semblable à celui utilisé en radio (radiofréquence) se traduit par un 

basculement de l’aimantation M0 par rapport à sa valeur initiale qui acquiert une 

composante transversale (aimantation transversale) et une composante longitudinale 

(aimantation longitudinale) (Figure 6). 
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Figure 6. Représentation schématique de l’aimantation M0 et de ses composantes longitudinales et 
transversales après l’application d’un champ magnétique B0 et d’un champ radiofréquence B1 

18. 

 

A la fin de l’excitation, l’aimantation nucléaire retourne à sa position d’équilibre 

parallèle à B0. Ce retour à l’équilibre, appelé « relaxation », n’est pas instantané. Son 

évolution au cours du temps est caractérisée par deux temps T1 et T2. Le temps de 

relaxation longitudinale (T1) correspond à la repousse de l’aimantation longitudinale, 

alors que le temps de relaxation transversale (T2), appelé aussi temps de relaxation 

spin-spin correspond à la décroissance de l’aimantation transversale19. Les temps de 

relaxation T1 et T2 dépendent de la viscosité du milieu, de la masse et de la taille des 

molécules constituant le tissu. Cependant, la faible différence de composition en eau 

entre les tissus sains et tumoraux rend très difficile le diagnostic précoce de tumeur. 

Pour améliorer la détection de tumeur, l’utilisation d’agents de contraste permet d’agir 

sur les temps de relaxation T1 et T2. Les agents de contraste à base d’ion gadolinium 

permettent un rehaussement de contraste en agissant sur le temps de relaxation 
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longitudinale (effet T1, contraste positif) alors que les agents particulaires à base 

d’oxyde de fer induisent un assombrissement du contraste (effet T2, contraste négatif). 

L’autre inconvénient de l’IRM est son temps d’acquisition extrêmement long qui rend 

difficile l’étude de la biodistribution d’un corps entier. 

Chacune des techniques d’imagerie médicale décrites dans ce chapitre présente des 

avantages et des inconvénients. Afin de minimiser les inconvénients, la tendance 

actuelle qui se dessine dans le domaine de l’imagerie médicale consiste à associer au 

moins deux techniques d’imagerie médicale complémentaires. 

1.3.4. L’imagerie multimodale 
L’imagerie multimodale permet de combiner deux ou plusieurs techniques d’imagerie 

complémentaires dans un seul imageur afin de garantir une plus grande fiabilité dans 

l’interprétation des images. L’association TEP/CT ou TEMP/CT est probablement la 

combinaison la plus ancienne puisqu’il existe depuis la fin du 20ème siècle (1998) des 

appareils développés par Siemens Médical pour les applications cliniques 20,21. 

L’acquisition simultanée d’images par tomodensitométrie et par TEMP ou TEP a 

rendu l’interprétation des images TEMP ou TEP plus fiable en permettant une 

localisation plus précise des sources radioactives. La combinaison de l’IRM avec la TEP 

ou la TEMP permettra alors d’allier la bonne résolution de l’IRM avec l’excellente 

sensibilité de la TEP ou de la TEMP tout en minimisant les défauts de chacune de ces 

modalités d’imagerie. Cette association devrait conduire à une interprétation plus 

fiable des données d’imagerie. Par exemple, l’IRM possède une bonne résolution 

spatiale, mais présente une faible sensibilité contrairement aux techniques d’imagerie 

nucléaire telles que la TEP et la TEMP qui sont caractérisées par une bonne sensibilité, 

mais présentent une faible résolution spatiale. Cependant, la mise en œuvre d’imagerie 

multimodale combinant IRM/TEP ou IRM/TEMP bien que prometteur est ralentie par 

la difficulté de combiner dans un même imageur l’aimant de l’IRM et l’électronique 

sensible de la TEP ou TEMP. Actuellement seulement deux appareillages combinant 

IRM et TEP sont commercialement disponibles 22–25.  

1.3.5. Thérapie guidée par imagerie 

Les systèmes de thérapie conventionnelles pour certaines maladies, telles que le cancer 

ou les maladies métaboliques présentent des limitations importantes car le traitement 

le plus approprié peut-être différent pour chaque patient et l’état de la maladie est en 

constante évolution. 

Par conséquent, la médecine subit actuellement un changement de paradigme vers un 

modèle de traitement personnalisé. Cependant, étant donné que la compréhension de 

la relation entre les génotypes et la pharmacocinétique des médicaments est limitée26, 

il est nécessaire de développer des stratégies complémentaires pour adapter le 

traitement à chaque patient. Le suivi par imagerie des agents thérapeutiques dont 

l’activité peut être commandée à distance constitue une voie intéressante à explorer 

car il permettra de déterminer le moment optimal pour déclencher le traitement. 
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Dans ce contexte, le concept de thérapie guidée par imagerie ouvre de nouvelles 

perspectives. La mise en œuvre de tels agents serait très intéressante surtout pour les 

thérapies commandées à distance. Le contrôle à distance permet de déclencher l’effet 

thérapeutique grâce à un stimulus extérieur au moment le plus opportun qui 

correspond au moment où l’agent thérapeutique est à la fois présent en quantité 

importante dans la tumeur et quasiment absent dans les tissus sains environnants. 

La personnalisation du traitement qu’offre la thérapie guidée par imagerie reposera 

donc sur le développement d’agents qui combinent une activité thérapeutique 

commandée à distance et au moins une modalité d’imagerie. 

Cependant, la mise en œuvre d’agents combinant thérapie et imagerie semble 

inenvisageable avec des molécules pour diverses raisons : 

• Une biodistribution inadaptée : en raison de leur taille très réduite, les 

molécules parviennent à passer à travers les parois de vaisseaux qui irriguent 

les tissus sains malgré le très faible espace entre deux cellules. Elles diffusent 

donc dans l’ensemble de l’organisme, ce qui rend le ciblage des tumeurs solides 

plus difficile ; 

• Une élimination trop rapide : les molécules sont éliminées très rapidement de 

l’organisme, ce qui nécessite d’agir très vite après injection ; 

• Une multifonctionnalisation difficile : il est difficile d’introduire dans une 

même molécule suffisamment de fonctions pour la thérapie commandée à 

distance et pour l’imagerie. 

Les limitations des molécules expliquent pourquoi une intense activité de recherche 

s’est développée autour des applications médicales des nanoparticules 

multifonctionnelles. Par un contrôle de la taille, de la forme et de la composition les 

nanoparticules présentent un potentiel prometteur pour combiner à la fois imagerie, 

thérapie et une biodistribution adaptée. 

1.4. Les théranostics 
Le terme « théranostic » a été inventé en 2002 par Funkhouser 27, et est défini comme 

un agent qui combine les capacités de  thérapie et de diagnostic.  

Très évocateur, ce mot-valise peut néanmoins induire une confusion car il donne 

l’impression que l’utilisation de ces théranostics permet de mettre en place le 

traitement dans la foulée du diagnostic réalisé grâce à ces agents combinant imagerie 

et thérapie. Or un tel scénario n’est pas réaliste car le temps qui s’écoule entre le 

diagnostic, qui demande souvent à être confirmé, et la mise en œuvre d’un traitement 

est souvent trop long (en raison d’examens complémentaires à effectuer et de la 

discussion au sein de l’équipe médicale pour définir la meilleure stratégie) pour 

exploiter le potentiel thérapeutique des théranostics après les avoir administrés pour 

le diagnostic. En revanche, la combinaison de modalités d’imagerie et d’une activité 

thérapeutique commandée à distance par un stimulus physique ou in situ par une 

variation des conditions chimiques ou biochimiques est extrêmement attrayante dans 
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le cadre de la thérapie guidée par imagerie. Cette dernière permet d’activer l’effet 

thérapeutique des théranostics au moment le plus opportun déterminé à partir des 

données collectées par le suivi des agents en imagerie. Ainsi, la thérapie guidée par 

imagerie peut s’adapter à chaque situation en améliorant la sélectivité du traitement 

et garantir une meilleure personnalisation du traitement. 

De plus, comme nous l’avions suggéré au paragraphe précèdent, l’utilisation d’agents 

particulaires est la mieux adaptée pour combiner imagerie et thérapie et donc pour 

préparer des agents théranostiques. 

1.4.1. Les Nanothéranostics  

1.4.1.1. Concept 

Avec le développement des nanoparticules, cette possibilité de combiner différentes 

fonctions permet au terme « théranostics » de prendre tout son sens car les agents 

développés permettront de combiner imagerie et thérapie, et pour distinguer des 

molécules on adjoint le préfixe « Nano ». En effet, comme nous avions explicité dans 

le paragraphe (1.3.5), les molécules ne sont pas les mieux adaptées pour la thérapie 

guidée par imagerie.  

Pour développer un agent « nanothéranostique », il faut tenir compte de plusieurs 

paramètres. Les agents conçus pour combiner imagerie et activité thérapeutique 

contrôlée à distance, devront s’accumuler préférentiellement dans la tumeur par effet 

EPR, c'est-à-dire en s’appuyant sur la différence de physiologie entre la tumeur et les 

tissus sains qui a été évoquée dans le paragraphe 1.1.3. 

Les objets développés à cet effet, seront assez volumineux pour ne pas diffuser dans 

les tissus sains, permettant ainsi de circonscrire l’effet thérapeutique dans la zone à 

traiter. 

Après administration, ces objets nanométriques devront permettre une biodistribution 

adaptée avec un ciblage des tumeurs solides mais aussi une élimination moins rapide 

comparé aux molécules. De plus, une multifonctionnalisation adéquate de ces nano-

objets permettra d’introduire de fonctions pour la thérapie contrôlée à distance et pour 

l’imagerie afin de cibler plus efficacement les tissus tumoraux.  

En raison de ces caractéristiques physico-chimiques, les nanoparticules sont des 

candidates prometteuses pour remplir le rôle d’agent « nanothéranostique ». 

1.4.1.2. Les nanoparticules 

1.4.1.2.1. Définition 

Les nanoparticules sont, d’après la circulaire de la directive européenne, définies 

comme tout objet possédant au moins une dimension dans une gamme comprise entre 

1 à 100 nm 28. À ces échelles, les matériaux présentent des propriétés inattendues et 

différentes de celles des matériaux de même composition mais de taille micro- ou 

macroscopique : il convient de considérer les nanoparticules comme de nouveaux 

composés chimiques dont les caractéristiques et les toxicités sont différentes. Ces 
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dernières existent sous différentes formes : sphère, cube, bâtonnet, aiguille, étoile, 

haltère, fleurs, etc 29.  

Les nanoparticules sont caractérisées par des propriétés uniques qui ne sont pas 

observées dans les matériaux massifs de même composition. En particulier, les 

nanoparticules présentent un rapport surface/volume élevé qui s’accompagne d’une 

énergie de surface élevée. En outre, elles se distinguent par des comportements 

mécaniques, thermiques, électriques, magnétiques et optiques uniques. Ces propriétés 

rendent les nanoparticules aptes pour une large gamme d'applications, allant de 

l'électronique à la récupération et au stockage d’énergie, des communications à la 

médecine en passant par les biotechnologies 30–32. Leur réactivité chimique et la 

capacité de dispersion dans divers solvants peuvent être réglées en modifiant la 

composition chimique de leur surface, mais leur activité thérapeutique en particulier 

la délivrance de principes actifs peut être induite par des changements de paramètres 

physico-chimiques environnementaux (variation de pH, variation de 

concentration….) 33,34. 

Cependant, l’utilisation des nanoparticules comme agents nanothéranostiques 

présente quelques contraintes. 

1.4.1.2.2. Les contraintes de l’utilisation des nanoparticules 

Les agents particulaires sont généralement administrés par voie intravasculaire, pour 

atteindre les organes et les tumeurs profondes. Néanmoins, plusieurs critères sont pris 

en compte pour la conception des nano-objets destinés à des applications in vivo. 

En premier lieu, la stabilité en milieu physiologique est un facteur important pour 

toute utilisation de nanoparticules dans le domaine biomédical. En effet, en milieu 

biologique, les conditions d’osmolarité à respecter à savoir une concentration élevée 

(300 mosmol.L-1) à pH physiologique (7,4), peuvent induire une déstabilisation 

indésirable du colloïde. Bien que la stabilité colloïdale soit un paramètre essentiel, elle 

ne garantit pas une utilisation efficace des agents théranostiques. Leur efficacité 

dépendra également de leur biodistribution et de leur élimination après le traitement. 

Biodistribution et élimination 

Les facteurs physiologiques et physico-chimiques influencent la biodistribution ainsi 

que l’élimination des agents nanothéranostiques. En effet, après injection, les 

nanoparticules s’accumulent préférentiellement dans les tumeurs en raison de la 

porosité des vaisseaux sanguins comme expliqué dans le paragraphe 1.1.3.  

Cependant une fois introduits dans l’organisme, les agents nanothéranostiques 

s’exposent souvent au phénomène d’opsonisation conduisant à la captation de ces 

derniers par le système réticulo-endothélial (SRE), notamment les macrophages et les 

lymphocytes se situant dans le foie et la rate.   

La capture hépatique et splénique induite par l’opsonisation constitue un obstacle 

majeur à l’accumulation suffisante d’agents théranostiques dans les tumeurs solides 

car ce phénomène, en se manifestant très rapidement, réduit considérablement la 
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quantité d’espèces circulant dans le sang. Il apparait donc crucial d’éviter l’adsorption 

des opsonines à la surface des nanoparticules. Parmi les différentes stratégies, le 

greffage de PEG (la PEGylation) est une voie intéressante qui permet d’empêcher 

l’adsorption des opsonines 35,36. La PEGylation améliore le temps de circulation et rend 

les agents plus hydrophiles pour éviter la capture par le SRE (système réticulo-

endothélial). De manière générale, la charge de surface influence la biodistribution des 

nanoparticules. Une charge neutre ou négative permet d’éviter l’opsonisation des 

agents thérapeutiques, avec une meilleure circulation dans le sang 37. Par contre, une 

surface fonctionnalisée positivement favorise la captation par le système réticulo-

endothélial (SRE) 38. 

Dans les cas les plus favorables garantis par une taille, une forme et une composition 

chimique de surface adaptée, l’accumulation dans les tumeurs se limite à une faible 

proportion d’agents théranostiques injectés 39. Il reste donc dans l’organisme la 

majeure partie de la dose injectée qu’il faut intégralement éliminer pour éviter les 

interférences au cours de futurs examens en imagerie ou de traitement ultérieurs et 

pour limiter les effets toxiques à long terme qui sont pour le moment mal connus. Il 

est donc essentiel d’intégrer dès la conception du nanothéranostic les conditions 

favorisant l’élimination rénale. Cette voie d’élimination est largement préférée à 

l’élimination par voie hépatobiliaire, en raison de la captation des nanomatériaux par 

les hépatocytes dont le mécanisme entraine une dégradation des nanoparticules 

pouvant s’avérer toxique 37.  Le diamètre hydrodynamique des nanoparticules est un 

facteur important à prendre en considération dans la mise en œuvre des agents 

nanothéranostiques. En effet, pour un diamètre hydrodynamique inférieur à 6 nm les 

nanoparticules sont éliminées par voie rénale, alors qu’elles sont captées par les 

hépatocytes lorsque le diamètre est supérieur à 10 nm 40. 

Néanmoins, ces différents paramètres ont été adaptés pour de nombreux 

nanomatériaux développés à des fins biomédicaux. 

1.4.1.2.3. Un aperçu des nanoparticules multifonctionnelles conçues pour les 

applications biomédicales 

Depuis une vingtaine d’années, un grand nombre de nanoparticules 

multifonctionnelles ont été développées pour des applications biomédicales en raison 

des intérêts et avantages qui ont été évoqués dans la partie « nanothéranostics ». 

Parmi celles qui ont été décrites dans la littérature, nous présenterons quelques 

exemples de nanomatériaux inorganiques comme les semi-conducteurs (les quantums 

dots), les nanoparticules à base de lanthanides, les nanoparticules plasmoniques (les 

nanoparticules d’or) et les nanoparticules magnétiques. 

Les quantum dots 

Les quantums dots (QDs) sont des nanomatériaux inorganiques semi-conducteurs. 

Ces derniers sont constitués de quelques centaines à quelques milliers d’atomes 

métalliques formant un nanocristal 41–43. Leurs propriétés électroniques et optiques 

sont uniques, car non présentes dans les molécules constitutives de base, ni dans les 
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cristaux massifs. Pour un type de semi-conducteur donné, les quantums dots (QD) se 

caractérisent par une émission de fluorescence lors d’excitation par une source 

lumineuse. L’écart d’énergie entre le niveau quantifié le plus élevé de la bande de 

valence, et le niveau quantifié inoccupé le plus bas de la bande de conduction dépend 

de la taille du quantum dot. La longueur d’onde d’émission de fluorescence est 

directement liée à la taille qui peut être contrôlée lors de la fabrication. 

Les avantages des QDs par rapport aux marqueurs fluorescents organiques 

(rhodamine, cyanine, protéines fluorescente verte (GFP)..) sont nombreux : 

- Grande brillance (meilleur rapport signal/bruit) ; 

- Très grande résistance au photoblanchiment (pas de perte d’émission de 

fluorescence malgré une excitation prolongée) permettant une observation 

sur une plus longue durée ; 

- Imagerie multicolore sans chevauchement. 

En raison de ces propriétés optiques intéressantes, les QDs pourraient être utilisés 

comme sondes optiques pour les applications biomédicales. En effet, plusieurs 

exemples ont été cités dans la littérature comme les semi-conducteurs à base de CdSe 

ou CdTe, qui présentent de bonnes propriétés d’émission. Cependant, la plupart des 

QDs étudiés sont excités dans le domaine de l’ultraviolet ou du visible, qui induit une 

faible pénétration de la lumière dans les tissus biologiques en raison d’une forte 

autofluorescence, ce qui limite leur utilisation dans l’imagerie optique des tissus 

profonds.  

Bien que les quantum dots (QDs) possèdent des propriétés optiques très intéressantes 

pour l’imagerie, ils présentent des effets toxiques une fois qu’ils sont injectés dans 

l’organisme comme cela a été décrit dans la littérature. Ces constatations limitent donc 

l’utilisation des QDs comme agents nanothéranostiques 44–47. 

Il existe d’autres matériaux fluorescents comme les nanoparticules à base de 

lanthanides qui présentent des aspects intéressants pour l’imagerie médicale. 

Les nanoparticules à base de lanthanides 

Les 15 éléments de terres rares du lanthane (Z = 58) au lutétium (Z = 71) sont appelés 

lanthanides (notés Ln). Tous les éléments de ce groupe ont des propriétés chimiques 

proches, ce qui rend leur séparation et caractérisation assez difficiles. Leur découverte 

s'étend sur plus d'un siècle (Ce, 1803 ; Lu, 1907, artificiel Pm, 1947), et l'identification a 

été principalement réalisée par spectroscopie. 

La plupart des lanthanides ont entre autres un degré d’oxydation trivalent (Ln3+), en 

particulier en solution aqueuse avec une configuration électronique de type [Xe] 4fn 

avec n allant de 0 pour le lanthane (La) à 14 pour le lutétium (Lu). Ces derniers ont une 

chimie de coordination très intéressante. Comme les électrons de valence 4f sont 

protégés des interactions externes par les sous couches 5s et 5p, les lanthanides se 

comportent comme des acides durs en raison de leurs petites tailles associées à des 

fortes charges positives selon le principe de Pearson 48,49. Ces derniers interagissent 
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avec le milieu extérieur par des interactions électrostatiques ce qui privilégie des 

affinités avec des atomes donneurs comme l’oxygène ou l’azote. En outre, les 

lanthanides présentent des propriétés optiques exploitable dans le domaine 

biomédical notamment dans l’imagerie de luminescence 50,51. 

En raison de toutes ces propriétés très intéressantes, plusieurs recherches ont été 

conduites afin de profiter des propriétés optiques des lanthanides (Ln3+) en les 

intégrant dans des matrices à l’échelle nanométrique. Plusieurs stratégies ont été 

développées dans la littérature pour mettre en œuvre des nanomatériaux intégrant des 

lanthanides. Une première stratégie consiste à doper des nanocristaux par des ions 

lanthanides. Comme la plupart des ions lanthanides sont luminescentes, le dopage 

d’une matrice cristalline transparente, comme l’oxyde ou le fluorure de gadolinium ou 

d’yttrium, rend les nanoparticules fluorescentes. Contrairement aux fluorophores 

organiques, les ions lanthanides présentent une fluorescence stable avec des pics 

d’émission très fins. Ces caractéristiques garantissent un suivi sur une longue durée et 

un marquage multicolore sans chevauchement. Malheureusement l’exploitation de ces 

propriétés intéressantes est rendue difficile par le fait que cette fluorescence nécessite 

une excitation des ions lanthanides dans l’UV : cette difficulté peut être contournée par 

le phénomène d’addition de photons communément désigné par le terme anglais 

« d’up-conversion ». Ce phénomène d’up conversion des photons a été découvert par 

Bloembergen en 1959, ensuite repris par Auzel en 1966 52. Contrairement aux processus 

de luminescence classique qui sont généralement définis par une seule excitation pour 

un seul état excité, le processus d’up- conversion repose sur l’accumulation de photons 

de faible énergie grâce à des états excités multiples et métastables. Néanmoins 

certaines conditions sont requises pour l’existence de l’UC (up-conversion) des 

photons : 

- Des états excités de longues durées de vie ; 

- Un arrangement en échelle de niveaux d’énergie similaires. 

Grâce au phénomène d’up-conversion, il est possible de produire de la lumière dans 

une gamme de longueurs d’onde correspondant au visible et proche infrarouge à la 

suite d’une excitation dans le proche infrarouge. Comme le proche infrarouge 

correspond à la gamme de longueurs d’onde la mieux adaptée pour l’imagerie de 

fluorescence in vivo en raison d’une plus grande transparence des tissus biologiques, 

les nanoparticules dopées par différents ions lanthanides choisis pour leur capacité à 

produire le phénomène d’up-conversion peuvent se comporter comme d’efficaces 

fluorophores pour l’imagerie de fluorescence in vivo. De nombreux travaux ont montré 

que des nanoparticules de NaYF4 dopées par Yb3 + / Er3 + et Yb3 + / Tm3 + peuvent être 

suivies après injection sur des souris ou des rats par imagerie de fluorescence dans le 

domaine proche infrarouge 53–55. L’intérêt de ce type de nanoparticule est renforcé 

lorsque l’yttrium est remplacé par le gadolinium (NaGdF3, GdF3…..). En effet les ions 

Gd3+, en raison de leur caractère paramagnétique, exercent une influence sur le 

contraste positif des images IRM. La combinaison du phénomène d’up-conversion 

(par dopage par Yb3+/Er3+ Yb3+/Tm3+…) et du paramagnétisme des ions Gd3+ permet 
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le suivi de ces nanoparticules par l’imagerie de fluorescence (excellente sensibilité) et 

l’IRM (très bonne résolution) 56,57. 

Une deuxième stratégie consiste à recouvrir les nanoparticules par des complexes de 

lanthanides ou à encapsuler ces derniers dans des particules creuses et/ou des 

polymères. Ces complexes sont en général obtenus à partir de chélateurs linéaires 

(DTPA) ou macrocycliques (DOTA) constitués d’atomes d’oxygènes et d’azote qui 

présentent une forte affinité pour les acides durs que sont les ions lanthanides. Les 

complexes ainsi obtenus sont cinétiquement et thermodynamiquement stables 58. 

Notamment les travaux menés par Lewis et ses collaborateurs ont conduit à 

l’élaboration de nanoparticules d’or (AuNPs) complexées par de l’europium pour des 

méthodes de détection par fluorescence 59. Afin d’améliorer le rendement de 

fluorescence des ions lanthanides luminescents et d’augmenter la longueur d’onde 

d’excitation, ces complexes sont souvent modifiés par des molécules qui jouent le rôle 

d’antenne 60–63. 

Bien que le développement des nanoparticules à base de lanthanides est très 

intéressant en imagerie de luminescence, leur essor pour des applications 

biomédicales reste cependant plus modeste que celui des nanoparticules d’or et des 

nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques. Comme ce type de 

nanoparticules seront au centre de mes travaux de thèse, des chapitres leur seront 

spécialement dédiées.  

1.4.2. Les nanoparticules d’or 

1.4.2.1. Généralités 

Dans l’histoire de l’humanité, l’or a toujours eu une position très particulière en raison 

de son éclat et de sa durabilité. Il a été choisi pour être au cœur du système monétaire. 

L’intérêt pour l’or a été renforcé depuis par la maitrise de la synthèse des 

nanoparticules d’or dont les propriétés ouvrent la voie à de nombreuses applications 

en biodétection colorimétrique, en imagerie in vivo et en thérapie. Les nanoparticules 

d’or connaissent un véritable engouement depuis le milieu des années 90 et sont au 

centre d’une grande partie des travaux rapportés notamment dans le domaine des 

applications biomédicales.  

Le potentiel en imagerie et thérapie des nanoparticules d’or dans le cadre du 

traitement des tumeurs solides cancéreuses provient de leurs propriétés physico-

chimiques avantageuses. 

De nombreuses études ont établi le comportement sain et la biocompatibilité de l’or à 
la fois in vitro et in vivo 64–68, ce qui suggère une administration saine de ce dernier avec 
peu d’effets secondaires locaux ou systémiques 68.  

Deuxièmement, les nanoparticules d’or peuvent être facilement modelées avec une 
variété de formes et de tailles, et possèdent une chimie de surface facilement 
contrôlable permettant une fonctionnalisation par diverses molécules biologiquement 
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utiles pour éviter la détection immunitaire et améliorer la stabilité, le ciblage de 
tumeurs, et le passage de la barrière hémato-encéphalique 69,70. 

Le contrôle de la taille, de la forme et de la chimie de surface est crucial car le 

phénomène de résonance plasmon en dépend. En jouant sur ces paramètres, il est 

possible de moduler les propriétés optiques des nanoparticules d’or et donc de les 

adapter aux applications visées en biodétection, imagerie et thérapie. 

Les propriétés optiques modulables des nanoparticules d’or (AuNPs) offrent un 

potentiel très prometteur comme agent de contraste notamment pour l’imagerie 

photoacoustique et pour la thérapie photothermique. 

 

1.4.2.2. Les applications biomédicales reposant sur l’imagerie 

photoacoustique et la thérapie photothermique 

L’utilisation de nanoparticules d’or à des fins thérapeutiques est décrite dans la 

littérature notamment dans les applications biomédicales reposant sur la thérapie 

photothermique guidée par l’imagerie photoacoustique. 

L'imagerie photoacoustique (IPA) est une modalité d'imagerie émergente qui fournit 

des images tridimensionnelles en temps réel, avec des profondeurs cliniquement 

pertinentes, une résolution spatiale relativement élevée et utilisant des rayonnements 

non ionisants 71–76. 

Pour générer une image, une série d’impulsions laser nanoseconde traverse les tissus 

biologiques d’intérêt. Chaque impulsion induit une élévation de température localisée 

dans un court intervalle de temps. En raison de l’échauffement périodique qu’elle 

produit la série d’impulsions laser génère des ondes acoustiques captées par des 

transducteurs à ultrasons qui convertissent les données en image 77,78. Malgré une 

bonne résolution spatiale, il est difficile d’imager les tumeurs profondes car les 

absorbeurs endogènes tel que l’hémoglobine interfèrent. Afin d’améliorer le contraste 

pour un meilleur suivi en imagerie photoacoustique, le développement d’agents 

exogènes est donc nécessaire. 

Etant donné que les signaux de l’imagerie photoacoustique sont principalement 

déterminés par la génération de chaleur après l’absorption de la lumière, des agents 

avec une forte absorption dans la région spectrale du proche infrarouge (NIR) seront 

adéquats pour améliorer le contraste. Dès lors, de nombreux nanomatériaux incluant 

des nanoparticules métallique, et en particulier les nanoparticules d’or dont la taille et 

la forme ont été adaptées pour absorber le rayonnement proche infrarouge ont été 

développées dans le but d’améliorer la profondeur de pénétration et donc le signal79,80. 

D’autre part, l’échauffement généré à la suite de l’absorption du rayonnement proche 

infrarouge par les nanostructures à base d’or peut être exploité pour la thérapie 

photothermique 81. La thérapie photothermique repose sur la conversion de l’énergie 

du rayonnement proche infrarouge en chaleur. Lorsque la température dépasse 42°C, 
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les cellules meurent. Pour atteindre des températures suffisamment élevées dans la 

zone à traiter, une accumulation suffisante des nanoparticules d’or conçues pour 

absorber le rayonnement proche infrarouge et l’utilisation laser continu sont requises. 

L’utilisation de nanoparticules d’or permet de combiner la thérapie photothermique à 

l’imagerie photoacoustique pour un meilleur traitement de tumeur. Malgré le 

potentiel d’une telle combinaison, révélé par de nombreux travaux cités dans la 

littérature 82–84, leur utilisation en clinique pose question. En effet, l’efficacité de l’IPA 

et de la thérapie photothermique repose sur des nanostructures en or dont les formes 

souvent complexes sont associées à des tailles trop importantes pour garantir une 

élimination par voie rénale qui est considérée comme un prérequis pour l’utilisation 

in vivo d’objets non biodégradables.  

Contrairement à l’imagerie photoacoustique et à la thérapie photothermique, 

l’influence de la taille et de la forme des nanoparticules d’or développées pour être 

employées comme agents de contraste pour l’imagerie X et comme agent 

radiosensibilisant pour la radiothérapie est moins prépondérante. Il est donc possible 

de développer pour ces applications reposant sur l’absorption de rayonnements 

ionisant des nanoparticules d’or dont la taille est compatible avec l’élimination rénale. 

1.4.2.3. Radiosensibilisation et imagerie X  

La forte valeur du numéro atomique de l’élément or (ZAu=79) confère aux 

nanoparticules la capacité d’absorber le rayonnement ionisant, et se présentent donc 

comme des agents de contraste pour l’imagerie X et comme agent radiosensibilisant 

pour la radiothérapie (voir paragraphe 1.3.1 et 1.2.3) 

Dans la gamme d’énergie utilisée par l’imagerie X clinique, l’élément Au présente un 

coefficient d’absorption d’énergie par unité de masse beaucoup plus élevé que celui 

de l’iode (Figure 7). 
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Figure 7. Coefficient d’absorption de l’or et de l’iode en fonction de l’énergie du rayonnement incident 85. 

 

Il en résulte que pour une même masse, l’or entraine une atténuation 2,7 fois plus 

importante que l’iode. Cette différence devrait se traduire par un meilleur contraste en 

imagerie X avec une faible dose de radiation. 

D’après les travaux de Kim et de ses collaborateurs, le coefficient d’absorption obtenu 

après modification de la surface des nanoparticules d’or par le PEG (polyéthylène 

glycol) est 5,7 fois plus élevé que dans le cas des agents de contraste à base d’iode 

utilisés couramment en clinique pour l’imagerie X 86. 

Cependant, les nanoparticules d’or développées par Kim et ses collègues bien qu’elles 

aient un coefficient d’absorption élevé après fonctionnalisation par le PEG qui permet 

également un temps de circulation long des particules pour un suivi en imagerie assez 

conséquent, ces dernières en raison de leur taille de 30 nm ne peuvent pas être 

éliminées par voie rénale. Leur utilisation clinique pose donc question. 

Dans ce contexte, des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) combinant imagerie X, IRM, 

imagerie nucléaire et radiosensibilisation ont été développées dans notre 

laboratoire87,88. Ces particules ont un diamètre hydrodynamique de 7-8 nm, 

permettant ainsi une élimination par voie rénale. Chaque cœur d’or qui confère aux 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA), en vertu du Z élevé de l’or, un comportement 

d’agent de contraste pour l’imagerie X et d’agent radiosensibilisant pour la 

radiothérapie est recouvert par une couche organique de chélateurs linéaires dithiolés 

(DTDTPA). Le dérivé dithiolé de l’acide diéthylènetriamine pentaacétique (DTDTPA) 

a été conçu pour jouer quatre rôles essentiels :  
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- Assurer le contrôle de la croissance des nanoparticules d’or par adsorption 

du DTDTPA (grâce aux fonctions thiol) sur les germes en croissance ; 

- Garantir une excellente stabilité colloïdale en milieu physiologique (force 

ionique élevée, pH =7,4 et présence de protéines) grâce au fort caractère 

hydrophile et à la charge négative de surface ; 

- Permettre l’immobilisation par complexation d’ions d’intérêts pour 

l’imagerie (l’ion gadolinium (Gd3+) pour l’IRM 89,90, l’indium (111In3+) et le 

technétium (99mTc4+) pour la TEMP 91 et l’ion galium (68Ga3+) pour la TEP) ; 

- Faciliter la post-fonctionnalisation par des fluorophores pour l’imagerie de 

fluorescence, ou par des molécules pour le ciblage actif. 

La combinaison de modalités d’imagerie (X, IRM, TEMP et TEP) permise par les 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA a fourni des informations cruciales sur leur 

comportement après injection intraveineuse qui ont été corroborées par l’analyse 

chimique post-mortem des nanoparticules d’or. Ces dernières circulent librement sans 

accumulation indésirable dans les tissus sains et sont essentiellement éliminées par 

voie rénale. Lorsque ces nanoparticules sont administrées par voie intraveineuse à des 

rats porteurs d’une tumeur cérébrale (gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit du 

cerveau), une accumulation est observée dans la zone tumorale. Elle a été exploitée 

pour améliorer la survie des rats porteurs de gliosarcome 9L par radiothérapie entre 5 

à 10 min après injection intraveineuse de nanoparticules d’or Au@DTDTPA 87,88,91. 

Cependant le potentiel de ces agents nanothéranostiques (Au@DTDTPA) est sous-

exploité en raison d’une élimination rénale trop rapide. Comme l’élimination rénale 

des nanoparticules d’or (non biodégradables) est incontournable, il n’est pas opportun 

de l’empêcher. En revanche, les stratégies permettant de retarder cette élimination 

devrait aboutir à un rapport de concentration de nanoparticules d’or dans la tumeur 

et dans les tissus sains environnants plus favorable. Il est attendu de cette optimisation 

de la biodistribution une meilleure efficacité thérapeutique (c’est-à-dire une meilleure 

exploitation de l’effet radiosensibilisant). Deux stratégies pour exploiter pleinement le 

potentiel des nanoparticules d’or Au@DTDTPA sont en cours d’étude dans l’équipe 

NCM. La première consiste à fonctionnaliser ces nanoparticules par des molécules 

possédant une forte affinité pour des récepteurs surexprimés dans l’environnement 

tumoral. Les travaux de thèse de Gloria Jimenez Sanchez 92 ont montré que le greffage 

du pentapeptide cyclique comportant le motif RGD avait un effet bénéfique sur 

l’amélioration de la survie des rats porteurs de gliosarcome après traitement 

combinant injection intraveineuse de nanoparticules d’or et radiothérapie. Cependant 

l’amélioration reste modeste probablement parce que ces nanoparticules demeurent 

très sensibles à l’élimination rénale du fait de leur taille réduite. 

La deuxième stratégie explorée par l’équipe NCM repose sur l’utilisation de 

transporteurs biodégradables suffisamment larges pour retarder l’élimination rénale. 

Deux voies différentes sont étudiées, la première consiste à encapsuler les 

nanoparticules d’or dans un polymère biodégradable (PLGA), alors que la seconde qui 

constitue l’essentiel de ce travail de thèse vise à accrocher les nanoparticules d’or 
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Au@DTDTPA sur des nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3 oxyde de fer 

superparamagnétiques). La taille du transporteur permettrait d’augmenter le temps 

de circulation et de mieux retenir les nanoparticules d’or Au@DTDTPA dans la tumeur 

afin de maximiser leur potentiel. Après biodégradation du transporteur, les 

nanoparticules d’or devraient être éliminées par voie rénale sans accumulation 

indésirable.   

1.4.3. Les nanofleurs de maghémite 

1.4.3.1. Les nanoparticules d’oxyde de fer et leurs propriétés magnétiques 

Il existe dans la nature plusieurs types d’oxyde de fer tels que l’hématite (α-Fe2O3), la 

maghémite (γ-Fe2O3) et la magnétite (Fe3O4). Ces composés peuvent également être 

préparés au laboratoire par différentes méthodes de synthèse comme la 

coprécipitation, la voie polyol et la décomposition thermique de complexes de fer 

(chapitre 2).  

Les différents types d’oxyde de fer se caractérisent par des structures 

cristallographiques différentes. L’hématite et la maghémite qui ont la même formule 

chimique (Fe2O3) possèdent des structures cristallines différentes. 

L’hématite est constituée d’une structure hexagonale de type corindon 93. Elle est 

paramagnétique à une température supérieure à sa température de Curie (956 K). A 

température ambiante, elle est faiblement ferromagnétique et subit une transition de 

phase à 260 K (température de Morin) vers un état antiferromagnétique 94. Les 

moments magnétiques de l’hématite sont organisés en deux groupes, au sein d’un 

même groupe les moments sont parallèles entre eux mais dans les deux groupes les 

moments se couplent antiparallèlement et dans ce cas l’aimantation résultante est 

nulle. 

La magnétite de formule (Fe3O4) et son produit d’oxydation, la maghémite (γ-Fe2O3), 

ont la même structure dite spinelle inverse. La magnétite présente une maille 

constituée d’ions oxygène (O2-) et d’ions métalliques (Fe2+ et Fe3+) qui forment un 

empilement cubique à face centrée. Ces ions sont repartis selon des sites tétraédriques 

et octaédriques partiellement occupées. La seule différence qui s’opère lors de 

l’oxydation c’est l’apparition de sites lacunaires cationiques où tous les ions 

métalliques sont dans un état trivalent (Fe3+) 95. 

La magnétite est ferromagnétique car tous les moments sont parallèles, alors que la 

maghémite est dite ferrimagnétique en raison de sites lacunaires et donc la valeur des 

moments magnétiques n’est pas la même pour chaque sous réseau. 

Cependant, les propriétés magnétiques des nanoparticules sont différentes des 

matériaux à l’état massif du fait de leurs dimensions. Dans les matériaux massifs, la 

matière est divisée en domaines magnétiques séparés par des parois magnétiques. 

Dans le cas des nanoparticules de petite taille la formation de domaine coûte de 

l’énergie et l’état monodomaine superparamagnétique devient l’état le plus stable. En 

l’absence de champ magnétique, les moments magnétiques des nanoparticules sont 
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orientés aléatoirement et l’aimantation globale des nanoparticules est nulle. En 

revanche lorsqu’on applique un champ magnétique H, les moments magnétiques de 

chaque particule s’orientent dans la même direction que le champ appliqué et la 

solution ferrofluide acquiert une aimantation non nulle. Dès que l’on arrête 

d’appliquer le champ magnétique, les moments magnétiques de ces particules 

s’orientent de nouveau aléatoirement. 

En raison de leurs propriétés magnétiques, les nanoparticules de magnétite et de 

maghémite sont utilisées dans diverses applications (supports d’enregistrement 

magnétiques 96, biodétection 97 etc…). De plus, les nanoparticules de magnétite et de 

maghémite présentent un comportement d’agent de contraste négatif pour l’IRM 19,98 

et une capacité de chauffage qui peut être exploitée pour l’hyperthermie 

magnétique99,100.  

1.4.3.2. Nanoparticules d’oxyde de fer : agent de contraste en IRM 

Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent être utilisées comme agent de contraste 

pour l’imagerie par résonance magnétique (IRM). Grâce à leurs propriétés 

superparamagnétiques, elles agissent sur le temps de relaxation transversale des 

protons (T2) pour induire un assombrissement du contraste de l’image (effet T2) 95,101. 

Les nanoparticules à base d’oxyde de fer (magnétite ou maghémite) sont stables en 

milieu biologique par modification de leur surface par des molécules organiques 

(dopamine 102, acides carboxyliques 103…) ou par des polymères (PEG 104, PLGA 105…). 

Leur utilisation comme agent de contraste en IRM est particulièrement avantageuse. 

En effet, le fer est un élément que contient naturellement notre organisme. L’injection 

intraveineuse de nanoparticules d’oxyde de fer ne présente aucune toxicité car celles-

ci sont métabolisées par l’organisme et l’excèdent est éliminé par voie rénale 106–108.  

De plus, les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent être utilisées comme agent de 

contraste T1 en les complexant par des chélates de gadolinium 109 ou en réduisant leur 

taille (pour des particules inférieures à 5 nm le moment magnétique est modifié) 110,111. 

Mise à part leur utilisation comme agent de contraste en IRM, les nanoparticules de 

magnétite et de maghémite présentent une capacité de chauffage pendant l’application 

d’un champ magnétique alternatif de haute fréquence qui peut être exploitée en 

hyperthermie magnétique. Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent être utilisées 

comme agents nanothéranostiques car leur capacité à localiser les tumeurs solides par 

IRM devrait permettre de déclencher le traitement thérapeutique par hyperthermie 

magnétique au moment le plus opportun (accumulation préférentielle dans la 

tumeur)112. 

1.4.3.3. L’application des nanoparticules d’oxyde de fer en hyperthermie 

magnétique 

L’hyperthermie désigne les traitements reposant sur une élévation de température 

circonscrite à la zone à traiter. Les cellules sont détruites lorsque la température excède 

42°C. Le développement des nanoparticules pour les applications médicales a mis en 
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avant deux méthodes pour produire un échauffement cytotoxique localisé. Il s’agit de 

la thérapie photothermique (1.4.2.2) et de l’hyperthermie magnétique. La thérapie 

photothermique repose sur l’absorption de l’énergie d’un rayon proche infrarouge par 

des nanoparticules plasmoniques alors que l’hyperthermie magnétique résulte de 

l’exposition de nanoparticules magnétiques à un champ magnétique alternatif de 

haute fréquence. 

L’élévation de la température peut conduire à l’apoptose (la mort cellulaire) suite à 

une altération du métabolisme des protéines des cellules cancéreuses. Les travaux 

pionniers de Jordan ont mis en évidence la grande efficacité d’une suspension de 

nanoparticules superparamagnétiques d’oxyde de fer pour absorber l’énergie d’un 

champ magnétique oscillant et la convertir en chaleur 113. Bien que très intéressante, 

l’utilisation de l’hyperthermie magnétique est toutefois limitée par la difficulté 

d’obtenir une augmentation appropriée de la température. Par conséquent, un objectif 

de longue date a été d’optimiser les capacités de chauffage intrinsèques des 

nanoparticules tout en évitant l’utilisation de champs magnétiques de très haute 

fréquence ou d’amplitude élevée pour le confort du patient. Depuis ces travaux, de 

nombreuses recherches ont porté sur le développement des nanoparticules à base de 

ferrite dans le but d’améliorer leur pouvoir chauffant. On peut citer quelques exemples 

de la littérature portant sur le développement de nanoparticules à base de ferrite et de 

cobalt de petite taille (5 - 16,5 nm), caractérisées par une bonne stabilité colloïdale et 

un pouvoir chauffant extrêmement élevé. Toutefois, l’utilisation in vivo de ces 

particules pose question à cause de la toxicité du cobalt 114,115. Les travaux de l’équipe 

d’Alphandéry ont également mené à l’obtention d’un pouvoir chauffant très élevé en 

exploitant des particules d’oxyde de fer produites par des bactéries 116. Ces travaux 

montrent donc qu’il est possible de produire des nanoparticules d’oxyde de fer 

caractérisées par un fort pouvoir chauffant.  

C’est dans ce contexte que les travaux de Rana Bazzi et de Florence Gazeau 117 ont 

conduit à la production de nanofleurs de maghémite superparamagnétiques originales 

dotées d’un pouvoir chauffant extrêmement élevé (Figure 8).  

 

 

 

Figure 8. Puissance spécifique de chauffe (SLP) enregistrée pour des nanoparticules sphériques (11 nm) et de 
nanofleurs de maghémite (28 nm) après l’application d’un champ magnétique alternatif (21,5 KA/m 

d’amplitude à une fréquence de 700 kHz) 117. 
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Ces particules sont constituées de grains monocristallins de 11 nm en taille qui 

s’assemblent de manière contrôlée pour former une structure en forme de fleur dont 

la taille dépend de nombreux paramètres expérimentaux. Après l’application d’un 

champ magnétique alternatif de haute fréquence, la puissance spécifique de chauffe 

(désignée par l’acronyme SLP) obtenue pour ces nanofleurs atteint des valeurs très 

élevées (1200 W/g) par rapport au pouvoir chauffant des nanoparticules d’oxyde de 

fer décrites dans la littérature (Figure 9).  

Comme le caractère superparamagnétique des nanofleurs leur confère un 

comportement d’agent de contraste négatif pour l’IRM, les nanofleurs rassemblent les 

caractéristiques fondamentales des agents théranostiques puisqu’elles combinent 

imagerie médicale (IRM) et thérapie (hyperthermie magnétique) 118.  

1.4.4. Nanostructures à base de nanoparticules d’oxyde de fer et de 

nanoparticules d’or 

1.4.4.1. Généralités 

Les nanoparticules d’or et les nanoparticules d’oxyde de fer ont tous deux des 

propriétés extrêmement intéressantes et complémentaires comme cela a été évoqué 

précédemment. De nombreux travaux portant sur l’assemblage des nanoparticules 

d’or et des nanoparticules d’oxyde de fer ont été décrits dans la littérature 119. Nous 

pouvons, par exemple, citer les travaux de Yong Hu qui en associant des 

nanoparticules d’or et des nanoparticules d’oxyde de fer a montré qu’il était possible 

de détecter des tumeurs par différentes techniques d’imagerie médicale (l’IRM, la 

tomodensitométrie X et l’imagerie photoacoustique) avant de traiter les tumeurs par 

photothermie 120. 

1.4.4.2 Nanostructures hybrides combinant nanoparticules d’or 

Au@DTDTPA et nanofleurs de maghémite 

En raison de leur taille, de leur caractère biodégradable et de leur potentiel 

théranostique 117,118, les nanofleurs de maghémite nous apparaissent comme les 

candidates les plus prometteuses pour servir de transporteur des nanoparticules d’or 

(Au@DTDTPA) afin de mieux exploiter leur potentiel radiosensibilisant en retardant 

leur élimination rénale 91. En outre, l’association des nanoparticules d’or Au@DTDTPA 

et des nanofleurs de maghémite est très avantageuse car elle devrait permettre de 

mieux traiter les tumeurs en combinant l’hyperthermie magnétique et la radiothérapie. 

L’objectif de cette thèse consiste donc à assembler les nanoparticules d’or et les 

nanofleurs de maghémite et de vérifier si cette stratégie est bénéfique pour le 

traitement de tumeurs solides (Figure 9). 

L’originalité de mes travaux de thèse repose sur la combinaison de deux types d’agents 

théranostiques : les nanoparticules d’or Au@DTDTPA qui ont fait leur preuve comme 

agent de contraste en IRM et comme agent radiosensibilisant en radiothérapie et les 

nanofleurs de maghémite qui sont caractérisées à la fois par un pouvoir chauffant 
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extrêmement élevé, une capacité à rehausser le contraste négatif en IRM et leur 

caractère biodégradable. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Schéma représentatif des principaux objectifs de la thèse : assemblage entre nanoparticules d’or et 
nanofleurs, étude de la biodistribution par imagerie médicale (IRM et imagerie nucléaire) et évaluation de 

l’activité thérapeutique dans le cadre d’expériences précliniques visant à combiner hyperthermie magnétique 
et radiothérapie après administration de nanofleurs dorées. 

A partir de la synthèse développée par Rana Bazzi et Pierre Hugounenq 117, des 

nanofleurs dorées ont été développées par Claire Wilhelm 121 et ses collaborateurs 

concomitamment à mes travaux de thèse mais en empruntant une voie différente qui 

a fourni des structures différentes de celles que nous visions. En effet, les particules 

développées par Claire Wilhelm et ses collègues sont composées de nanofleurs de 

maghémite sur lesquelles ont été greffés des amas de particules d’or qui ne sont pas 

recouvertes de ligands. Le devenir de ces nanoparticules d’or après biodégradation 

des nanofleurs est très incertain. En l’absence de fonctionnalisation, une accumulation 

indésirable de ces nanoparticules d’or dans les tissus riches en macrophages est très 

probable. Dans le cadre de mes travaux de thèse, les nanofleurs dorées seront élaborées 

à partir de nanoparticules d’or recouvertes par le ligand DTDTPA qui assure une 

biodistribution adaptée ( accumulation préférentielle dans la tumeur, élimination par 

voie rénale) comme nous l’avons montré dans nos travaux antérieurs 87,88,91. 

 

1.5. Plan de thèse 
Ce travail s’inscrit dans la continuité des travaux de Christophe Alric et de Pierre 

Hugounenq qui ont conduit respectivement à l’élaboration de nanoparticules d’or 

multifonctionnelles (Au@DTDTPA) et de nanofleurs de maghémite 

superparamagnétiques (γ-Fe2O3) originales. 

Le but de mes travaux de thèse comme décrit précédemment consiste à assembler les 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) et les nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3) pour en 

faire des objets originaux combinant les capacités théranostiques de chacun des deux 

types de nanoparticules.  

+ 
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• IRM 
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Nanoparticules d’or  Nanofleurs de maghémite  Objectif : Nanofleurs dorées  
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La première étape consiste à synthétiser, assembler et caractériser le nanohybride (NF-

Au@DTDTPA) avant de tester sa stabilité en milieu physiologique pour une utilisation 

in vivo. La capacité des nanofleurs dorées à se comporter comme agent de contraste en 

IRM mais aussi comme radiotraceur en  imagerie nucléaire (TEMP et scintigraphie) 

après complexation du gadolinium (Gd3+) et de radioéléments (111In, 99mTc) a 

également été étudiée. 

L’autre volet de cette thèse, a été ensuite d’étudier l’efficacité des nanofleurs dorées en 

tant qu’agent radiosensibilisant en radiothérapie en raison de la présence des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA), mais aussi en tant qu’agent chauffant en 

hyperthermie magnétique grâce aux nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3) utilisées 

comme transporteur des nanoparticules d’or. 

Les résultats de ces travaux de thèse seront présentés dans trois chapitres. Le chapitre 

2 décrit la synthèse et la caractérisation des nanofleurs dorées. Le chapitre 3 présente 

l’étude de la biodistribution et l’évaluation de l’effet radiosensibilisant des 

nanoparticules hybrides (gliosarcome 9L et mélanome A375 sc) et, pour finir, le 

chapitre 4 présente l’évaluation des nanofleurs dorées comme agent 

nanothéranostique combinant l’hyperthermie magnétique à la radiothérapie pour le 

traitement des tumeurs solides (mélanome A375 sc). 
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Chapitre 2. Synthèse et Caractérisation de 

nanostructures hybrides à cœur magnétique décorées 

par des nanoparticules d’or 

 

2.1. Introduction 
La biodistribution est un facteur important à prendre en compte pour développer des 

nanoparticules thérapeutiques. Ces dernières sont confrontées aux différentes 

barrières biologiques qui protègent l’organisme de l’accumulation indésirable de corps 

étrangers 1. Afin d’adresser convenablement les agents thérapeutiques, différentes 

stratégies ont été développées dans le but d’élaborer des nanomatériaux stables dont 

la biodistribution peut être finement contrôlée après injection intravasculaire 2,3. 

Lors de la conception de nanoparticules à activité thérapeutique contrôlée à distance, 

il est important de garder à l’esprit que l’efficacité thérapeutique n’est exploitable que 

si elle s’accompagne d’un comportement sain des nanoparticules. En effet, un 

traitement efficace de tumeurs solides cancéreuses ne se réduit pas à leur éradication 

mais requiert simultanément la préservation des tissus sains environnants. Afin de 

limiter les effets secondaires indésirables, les nanoparticules doivent être conçues pour 

à la fois circuler librement sans accumulation dans les tissus sains, s’accumuler 

préférentiellement dans la zone tumorale et être éliminées par la voie rénale qui 

constitue le mode d’élimination le mieux adapté pour les nanoparticules non 

biodégradables. Le respect d’un tel cahier des charges nécessite de contrôler la taille, 

la forme et la composition des nanoparticules qui jouent un rôle déterminant dans leur 

comportement après administration. 

C’est dans ce contexte que l’équipe NCM a développé des nanoparticules d’or 

radiosensibilisantes Au@DTDTPA pour la radiothérapie guidée par imagerie. Ces 

nanoparticules d’or sont constituées d’un cœur d’or de taille contrôlée et réduite (2,4 

nm) enrobée d’une couche organique constituée de chélateurs linéaires (DTDTPA). 

Cette couche organique joue plusieurs rôles essentiels. En s’adsorbant à la surface des 

germes au cours de la synthèse, ces chélateurs dithiolés assurent le contrôle de la 

croissance des nanoparticules d’or. Leur adsorption est garantie par la forte affinité 

entre les atomes d’or à la surface des particules et les atomes de soufre du DTDTPA. 

L’analyse par XPS et la titration colorimétrique couplés à l’analyse 

thermogravimétrique ont montré qu’une partie des molécules de DTDTPA étaient 

immobilisées à la surface par une de leurs deux fonctions thiols alors que la deuxième 

fonction thiol était impliquée dans la formation d’un pont disulfure avec une fonction 

thiol d’une autre molécule de DTDTPA. Au final la couche organique DTDTPA 

présente une structure multicouche qui a l’avantage d’immobiliser un plus grand 

nombre de DTDTPA que dans le cas de la formation d’une monocouche. Le caractère 

fortement hydrophile du DTDTPA et la présence de charges sur une large gamme de 

pH qui confère aux nanoparticules un potentiel zêta fortement négatif pour pH ≥ 4 
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sont à l’origine de l’excellente stabilité colloïdale de ces nanoparticules Au@DTDTPA 

dans l’eau et les milieux biologiques (force ionique élevée (300 mosmol) et pH 7,4). Les 

molécules de DTDTPA ont été développées parce qu’elles présentent la capacité de 

former des complexes stables avec les ions Gd3+ et certains ions radioactifs (111In et 
99mTc). Cette caractéristique constitue un atout dans l’utilisation in vivo de ces 

nanoparticules car leur biodistribution peut être suivi par IRM 4,5 ou par imagerie 

nucléaire 6. Enfin les fonctions acide carboxylique de la couche organique peuvent 

servir de site d’ancrage pour la post-fonctionnalisation de ces nanoparticules. 

Au final les nanoparticules Au@DTDTPA (Gd), après marquage avec Gd, se sont 

révélées comme des agents prometteurs pour la radiothérapie guidée par IRM grâce à 

l’effet radiosensibilisant de l’élément or (concentré dans les nanoparticules) et au 

caractère paramagnétique des chélates de gadolinium qui génèrent un comportement 

d’agent de contraste positif en IRM. Il a été montré que le traitement par radiothérapie 

en s’appuyant sur les données collectées par IRM conduisait à une meilleure survie 

des rats porteurs de gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit de leur cerveau (tumeur 

agressive dans un organe radiosensible) lorsque l’irradiation était effectuée 5-10 

minutes après l’injection intraveineuse. 

Cependant, le potentiel de ces particules est sous-exploité en raison d’une élimination 

rénale trop rapide.  

Dans ce contexte, une stratégie a été proposée permettant de coupler les 

nanoparticules d’or à un transporteur tel que les nanofleurs de maghémite. Ces 

dernières seront assez larges pour améliorer leur circulation dans le sang et assurer 

une accumulation et une rétention dans la tumeur. De plus ce transporteur présente 

un comportement sain c’est-à-dire une biocompatibilité et une biodégradabilité en 

milieu physiologique comme il a été montré dans les travaux de Florence Gazeau en 

collaboration avec Rana Bazzi 7,8. 

L’élaboration d’une telle nanostructure permet de combiner le potentiel de chacun de 

ces particules pour améliorer le traitement thérapeutique. 

En effet, les nanofleurs de maghémite ont un pouvoir chauffant très élevé quand ils 

sont soumis à un champ magnétique alternatif de haute fréquence et cette propriété 

peut être exploitée en hyperthermie magnétique. Les nanoparticules d’or ont quant-à-

elles un potentiel radiosensibilisant utilisé en radiothérapie.  

L’assemblage de ces nanoparticules permettrait de combiner l’effet radiosensibilisant 

des nanoparticules d’or au pouvoir chauffant des nanofleurs et ouvrirait la voie à la 

combinaison de l’hyperthermie magnétique et de la radiothérapie. 

Ce deuxième chapitre rassemble les protocoles mis en œuvre et les résultats obtenus 

dans le cadre de l’assemblage des nanoparticules d’or Au@DTDTPA et des nanofleurs 

de maghémites. 
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2.2. Synthèse de nanoparticules d’or et d’oxyde de fer 

2.2.1. Les principales voies de synthèse des nanoparticules d’or 
Michael Faraday fut le premier à étudier scientifiquement la formation des colloïdes 
d’or. La méthode qu’il utilisa était basée sur la réduction d’ions AuCl4- par un agent 
phosphoré. Depuis ces travaux, de nombreuses méthodes de synthèse de 
nanoparticules d’or (AuNPs) utilisant différents types de réducteurs et conduisant à 
des tailles et des morphologies différentes ont été décrites. Cette réduction aisée d’Au 
(III) ou Au (I) sous forme de sels en Au (O) par différents types de réducteurs est due 
au fait que l’or est le plus électronégatif des métaux de transition. Les différentes 
méthodes de synthèse de colloïdes d’or sont basées sur le contrôle de la réduction de 
l’Au (III) en Au (0). Ces méthodes utilisent généralement l’acide tétrachloroaurique 
(HAuCl4) mais varient considérablement dans la nature du réducteur, l’ordre 
d’addition des réactifs, les paramètres physiques (concentration, température et 
vitesse d’agitation). Ces variations exercent une forte influence sur la taille finale des 
nanoparticules. Le diamètre final est déterminé par le nombre de noyaux icosahédraux 
formés au début de la réaction.  
 
L’utilisation d’un réducteur rapide (phosphore blanc, acide tannique) permet 
d’obtenir un grand nombre de noyaux en consommant beaucoup de sel d’or (HAuCl4). 
De ce fait la quantité d’or disponible pour la croissance des nanoparticules est limitée. 
Les nanoparticules d’or sont composées d’un noyau d’or pur (0) entouré d’ions AuCl2- 
adsorbés en surface. Ce sont ces ions qui confèrent la charge négative aux colloïdes et 
protègent de l’agrégation par répulsion électrostatique. Toutes les synthèses de 
colloïdes d’or sont sensibles à l’anion (chlorure˃bromure˃iodure) qui compresse la 
double couche ionique et réduit donc la portée des répulsions électrostatiques. La 
déstabilisation du système aboutit à une agrégation qui s’accompagne d’un 
changement de couleur de la solution et éventuellement d’une sédimentation des 
nanoparticules d’or. 
 
Dans la majorité des articles publiés, les nanoparticules d’or sont produites à partir du 
sel d’or HAuCl4. D’autres précurseurs ont été employés (AuP(C6H5CH2NH2)3) mais 
leur utilisation est moins aisée. En revanche l’effet de la nature du réducteur 
(NaSCN+K2CO3, phosphore blanc, acide ascorbique+ K2CO3, PPh3, NaBH4, citrate de 
sodium) sur la synthèse des nanoparticules d’or a été abondamment étudiée. Parmi 
ces méthodes, nombreuses sont celles qui ont mené à des nanoparticules instables ou 
des protocoles complexes qui ont limité leurs développements et leurs applications. 
La méthode de Brust développée en 1994 marque un véritable tournant dans la 
synthèse de nanoparticules d’or avec l’obtention de nanoparticules stables et 
redispersables par un protocole simple de mise en œuvre. De telle sorte que, l’essentiel 
des articles publiés depuis sur les nanoparticules d’or sont consacrés à des 
nanoparticules d’or élaborées par cette méthode. Parmi les autres synthèses 
développées et utilisées de nos jours, la synthèse par réduction d’HAuCl4 en présence 
de citrate de sodium rencontre également un certain succès en raison de ses spécificités 
d’élaboration qui lui apportent pour certaines applications un avantage sur la méthode 
de Brust. Pour ces raisons, une description plus approfondie de ces deux méthodes 
sera développée dans les paragraphes suivants (2.2.1.1 et 2.2.1.2). 
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2.2.1.1. Synthèse par voie citrate 

Parmi les méthodes conventionnelles de synthèse, si l’on excepte la réduction en 
présence de NaBH4, la plus répandue est la réduction d’un dérivé d’or au degré 
d’oxydation III (HAuCl4) par le citrate de sodium dans l’eau 9. Ce procédé, mis au point 
par Turkevich en 1951, permet l’obtention d’AuNPs d’environ 20 nm. Le citrate et le 
produit de son oxydation (le dicarboxylate d’acétone) agissant comme des agents 
protecteurs, cette méthode ne recourt donc à aucun autre stabilisant pour assurer la 
stabilité colloïdale. 
 

 
Figure 1. Synthèse de nanoparticules d’or par la voie citrate/acide tannique. 

 

Frens reprendra en 1973 ce procédé et fera varier la taille de 16 à 147 nm en modifiant 
le rapport or/citrate de sodium 10. Ce procédé est aujourd’hui très souvent utilisé pour 
la préparation de matériaux AuNP-ligand exigeant une quantité contrôlée de ligands 
en surface. De plus récentes recherches dirigées par J.W.Slot 11 ont permis l’accès à des 
nanoparticules d’or (AuNPs) de taille inférieure à 10 nm en ajoutant de l’acide 
tannique (macromolécule) en plus du citrate de sodium lors de la synthèse des 
nanoparticules d’or (Figure 1). Le diamètre final de la particule est inversement 
proportionnel à la quantité d’acide tannique utilisée. Cette méthode permet donc la 
préparation de solutions monodisperses de nanoparticules de taille très variable par 
simple modification du rapport acide tannique (réducteur rapide) /citrate de sodium 
(réducteur lent). 
 
Cependant, les ions citrates possèdent des liaisons trop faibles avec l’or pour permettre 
l’isolement des nanoparticules d’or (AuNPs) en tant que matériau solide. Cependant, 
l’addition de phosphanes et de thiols, qui possèdent une affinité plus forte pour l’or, 
ont permis l’accès à des AuNPs isolables sous forme solide et redispersables dans les 
solvants appropriés comme le permet également la méthode de Brust, mais avec 
l’obtention de nanoparticules d’or de très petites dimensions et à forte concentration. 
 

2.2.1.2. Synthèse de Brust 

La littérature présente un grand nombre de synthèses dérivées de celle de Brust. Par 
cette méthode, il est possible de synthétiser des nanoparticules d’or fonctionnalisées 
par un type de dérivés thiolés. La synthèse de ces nanoparticules consiste en une 
réduction de Au(III) provenant de HAuCl4 par un réducteur puissant (NaBH4) en 
présence de molécules organiques comportant au moins une fonction thiol (Figure 2). 
La taille des nanoparticules dépend du rapport molaire Au/NaBH4 et Au/RSH. 
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Figure 2. Synthèse de nanoparticules d’or selon les méthodes proposées par Brust. 

 
Dans la synthèse de Brust, les thiols restent le type de stabilisant le plus employé pour 
les nanoparticules d’or du fait de la plus grande force de la liaison Au-S. La 
stabilisation des nanoparticules d’or (AuNPs) par des thiols fut pour la première fois 
publiée en 1993 par Mulvaney et Giersig qui démontraient la possibilité d’utiliser des 
thiols avec des chaînes carbonées de différentes longueurs 12. Les thiols sont liés de 
façon covalente par réaction avec la surface métallique. 
Le dérivé thiolé joue alors un double rôle : 
 

• Il assure une bonne homogénéité de taille de nanoparticules en jouant 
thermodynamiquement sur la croissance des particules ; 
 

• Il assure la dispersion en jouant le rôle d’espaceur entre les nanoparticules 
métalliques, empêchant ainsi les risques d’agglomération et de frittage. 

 
Le dérivé thiolé permet donc d’assurer un contrôle de la taille des nanoparticules. Les 
nanoparticules formées auront alors les caractéristiques suivantes : 
 

• Elles seront totalement recouvertes par un unique dérivé thiolé ; 

• La taille est imposée par les rapports molaires Au/NaBH4 et Au/RSH ; 
 

• Leur dispersion dans un solvant donné dépendra de la nature des thiols 
adsorbés ; 
 

• Elles sont isolables sous forme de poudre rendant ainsi leur caractérisation plus 
aisée. 
 

Cependant, il existe deux méthodes de synthèse de Brust, l’une étant biphasique et 
l’autre monophasique. 
 
 

a. Synthèse de Brust par la méthode biphasique 

La synthèse biphasique de Brust est une synthèse qui se déroule dans un milieu 
composé de deux phases non miscibles (eau/toluène ou chloroforme) 13. Une phase 
aqueuse contenant la solution d’HAuCl4, 3H2O et une phase organique contenant en 
plus des molécules thiolées le bromure de tétraoctylammonium (TOAB) qui va former 
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un complexe avec l’or pour le transférer dans la phase organique. Le diamètre de 
particules d’or dépend de la quantité de NaBH4 ajouté. Ainsi cette voie permet de 
synthétiser des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des ligands thiolés 
hydrophobes. Les nanoparticules résultant de cette synthèse ne sont en général pas 
stables dans les milieux aqueux. 

b. Synthèse de Brust par la méthode monophasique 

La synthèse monophasique de Brust est une synthèse qui a lieu dans une seule phase 
(en général une solution d’eau et de méthanol) 14. Elle permet de synthétiser par cette 
voie des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des ligands thiolés hydrophiles. La 
quantité de NaBH4 (le réducteur) a une influence sur le diamètre des nanoparticules 
d’or synthétisées par cette voie. 
Avec cette méthode de Brust, il est possible d’obtenir des nanoparticules de très petite 
taille qui peuvent être dispersées à forte concentration en milieu aqueux. C’est à partir 
de cette méthode qu’a été mise au point la synthèse des nanoparticules d’or 
(Au@DTDTPA) utilisées dans ce projet de thèse. 
 

2.2.2. Les principales voies de synthèse des nanoparticules d’oxyde de 

fer 

2.2.2.1. Synthèse par co-précipitation 

Le procédé de co-précipitation est la voie chimique la plus simple et la plus largement 

employée pour la synthèse des nanoparticules d’oxyde de fer. 

Brièvement, les nanoparticules sont préparées en agitant un mélange stœchiométrique 

de sels ferreux et ferrique dans un milieu aqueux dans des conditions basiques pour 

donner de la magnétite (Fe3O4) en l’absence d’oxygène. Cependant, l’état d’oxydation 

du fer (II) est instable et la magnétite peut rapidement se transformer en maghémite 

(γ-Fe2O3, oxyde de fer (III)) au contact de l’air, ou dans des conditions acides en 

l’absence d’oxygène. 

Les nanoparticules d’oxyde de fer (magnétite ou maghémite) peuvent être 

fonctionnalisées in situ en utilisant des additifs tels que des composés organiques 

(citrate de sodium) ou des polymères (le dextrane, l’alcool polyvinylique). 

Le principal avantage de cette approche est qu’on peut synthétiser une grande quantité 

de nanoparticules. Cependant, le contrôle de la distribution en taille des 

nanoparticules est limitée car seul les facteurs cinétiques contrôlent la croissance du 

cristal 15,16.  

2.2.2.2. Autres méthodes de synthèse 

Il existe d’autres méthodes de synthèse comme la synthèse par décomposition 

thermique ou encore par voie électrochimique. 

La première méthode de synthèse consiste à décomposer à haute température des 

précurseurs organométalliques dans des solvants organiques pour permettre un 

meilleur contrôle de la taille et de la forme des nanoparticules synthétisées 17. La taille 

ainsi que la forme des nanoparticules peuvent être réglées par le choix du précurseur 
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et de la température. Les nanoparticules d’oxyde de fer produites par décomposition 

thermique sont fonctionnalisées par des composés hydrophobes pour faciliter la 

stabilisation dans des solvants organiques, mais réduit considérablement leur stabilité 

colloïdale dans les milieux aqueux (tels que les fluides biologiques).  

Le principe de la méthode de synthèse par voie électrochimique est basé sur 

l’utilisation d’une électrode en fer plongée dans une solution composée de 

diméthylformamide (DMF) et de surfactants cationiques 18,19. L’ajustement de la 

densité de courant permet de contrôler la taille des particules synthétisées. Le dépôt 

électrochimique dans des conditions oxydantes a été utilisé pour préparer des 

nanoparticules de maghémite (Fe2O3) et de magnétite (Fe3O4) 20. Les nanoparticules 

d’oxyde de fer (magnétite ou maghémite) synthétisées par ces méthodes bien que très 

intéressantes ne sont pas stables en milieu aqueux. Cela constitue une contrainte pour 

l’utilisation de ces nanoparticules en milieu biologique.  

2.2.2.3. Synthèse par voie polyol 

La synthèse en milieu polyol est une voie chimique, elle repose sur l’utilisation de 

solvants à hauts points d’ébullitions comme les polyols qui sont des molécules 

possédant plusieurs fonctions alcools permettant entre autres d’obtenir des 

nanoparticules d’oxydes métalliques. Ce procédé de synthèse offre des opportunités 

intéressantes car les polyols servent à la fois de solvant, de réducteurs et de stabilisants 

pour contrôler la croissance des particules. 

La synthèse de nanoparticules d’oxyde de fer par la méthode polyol consiste à faire 

réagir des précurseurs de sels ferreux et ferrique avec NaOH dans un polyol liquide. 

Le mélange est agité et chauffé à une température donnée qui peut atteindre la 

température d’ébullition du polyol. Durant cette réaction, les molécules de polyol 

interagissent avec les précurseurs et s’adsorbent à la surface des germes en croissance 

pour finalement produire des nanoparticules d’oxyde de fer (magnétite ou 

maghémite) recouvertes d’une couche de polyol. 

Comparée aux autres méthodes, cette approche présente plusieurs avantages21. En 

premier lieu, la surface des nanoparticules de magnétite préparées est fonctionnalisée 

par des ligands polyols (des polyalcools tel que le diéthylène glycol) hydrophiles. Par 

conséquent, les nanoparticules peuvent être assez facilement dispersées dans un 

milieu aqueux ou dans un autre solvant polaire.  

Deuxièmement la température de réaction relativement élevée de ce système favorise 

la synthèse des particules ayant une haute cristallinité qui est essentiel pour préparer 

des matériaux magnétiques possédant une aimantation élevée. En raison de la 

viscosité du milieu réactionnel (les polyols sont caractérisés par une forte viscosité 

même à température élevé) et de l’adsorption de polyol à la surface des germes en 

croissance, ce mode de synthèse assure un contrôle efficace de la taille et garantit une 

distribution en taille des nanoparticules plus étroite que celle observée n empruntant 

d’autres voies de synthèse 22. Un meilleur contrôle de la forme est également constaté 

dans le cas de la synthèse en milieu polyol. 
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Les travaux de Pierre Hugounenq sous la direction de Valérie Cabuil et de Rana Bazzi 

ont montré que la méthode polyol pouvait être adaptée pour produire des assemblages 

nanostructurés en forme de fleurs (nanofleurs) avec un excellent contrôle de la taille et 

des propriétés magnétiques 23.  

En raison des nombreux avantages qu’elles offrent, la méthode polyol sera utilisée 

dans ce projet de thèse pour la synthèse des nanofleurs de maghémite.  

2.3. Partie expérimentale 

2.3.1. Généralités 
Les synthèses de suspensions colloïdales en phase aqueuse ont été réalisées dans des 

ballons préalablement lavés à l’eau régale et à l’eau distillée.  

Les suspensions colloïdales en phase aqueuse ont été également préparées avec de 

l’eau ultrapure (ρ = 18,2 MΩ.cm). 

2.3.2. Synthèse des nanofleurs de maghémite 

2.3.2.1. Principe 

La synthèse des nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3) nécessite trois étapes.  La première 

étape consiste à faire réagir des sels ferriques et des sels ferreux (ratio molaire 

Fe3+/Fe2+= 2) avec une solution d’hydroxyde de sodium dans un mélange 

équivolumique de deux solvants polyols, le diethylène glycol (DEG) et la N-

méthyldiéthanolamine (NMDEA), selon un protocole adapté des travaux de 

Caruntu24. 

Dans la deuxième étape, différents lavages sont effectués pour recueillir les nanofleurs 

de magnétite (Fe3O4). 

Lors de la troisième étape, les nanofleurs de magnétite sont traitées par le nitrate de 

fer et chauffé à haute température (80°C) pour obtenir les nanofleurs de maghémite 

(Figure 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Schéma de la réaction de synthèse des nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3). 

2.3.2.2. Protocole expérimental 

Dans un ballon de 250 mL FeCl2, 4H2O (0,67 g ; 3,37.10-3 mol) et FeCl3, 6H2O (1,82 g ; 
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NMDEA). Cette solution de coloration verdâtre est laissée sous agitation pendant une 

heure. 

Deux jours auparavant, une quantité d’hydroxyde de sodium (6,4 g) a été 

préalablement dissous dans du diethylène glycol (180 mL) dans un flacon de 250 mL. 

Ensuite, à cette solution d’hydroxyde de sodium (30 mL) et la solution de NMDEA (30 

mL) ont été ajoutées dans le ballon contenant le mélange (Fe3+/Fe2+ dans 

DEG/NMDEA) avant de laisser sous agitation pendant 3 heures. Après cet ajout, le 

mélange présente une coloration orange-brun.  

Le milieu réactionnel est ensuite chauffé à 220°C avec une montée en température 

continue et un palier de 4 heures. La montée en température et le palier de 4 heures à 

220°C permettent la formation et la coalescence de grains de magnétite monocristalline 

de 11 nm en taille pour former des nanofleurs. 

La solution colloïdale de magnétite formée est ensuite lavée successivement avec de 

l’éthanol, un mélange d’éthanol et d’acétate d’éthyle, de l’acétate d’éthyle, de l’acide 

nitrique, de l’eau distillée, de l’acétone et enfin de l’éther diéthylique. Après chaque 

lavage, le surnageant est éliminé tout en maintenant la poudre au fond du bécher à 

l’aide d’un aimant. 

La suspension de coloration noire de nanofleurs de magnétite (Fe3O4) recueillie après 

les différentes étapes de purification est transvasée dans un flacon dans lequel on 

ajoute également une solution de nitrate de fer (III) (Fe(NO3)3, 9H2O) préalablement 

préparée (1 g de nitrate de fer solubilisé dans 10 mL d’eau ultrapure). Le mélange est 

chauffé à 80°C pendant 45 minutes. L’oxydation forcée des nanofleurs de magnétite 

conduit à la formation d’une solution de coloration marron. Ce ferrofluide contient des 

nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3).  

Le ferrofluide subit ensuite un traitement avec 2 mL d’acide nitrique tout en ajoutant 

10 mL d’eau distillée, suivi de deux lavages avec d’abord de l’acétone puis avec de 

l’éther diéthylique. L’éther diéthylique étant volatil, un bain-marie à 50°C pendant une 

trentaine de minutes permet d’éliminer toute trace de ce dernier.  

Le ferrofluide est redispersé ensuite dans l’eau ultrapure à des concentrations en fer 

comprises entre 30 et 46 g.L-1. Le pH de la suspension colloïdale est compris entre 2 et 

3. Les nanofleurs floculent à pH 4. Pour assurer la stabilité colloïdale dans des gammes 

de pH supérieures à 4, une complexation avec le citrate de sodium a été réalisée. 

Typiquement, une solution de citrate de sodium est ajoutée à la suspension colloïdale 

de nanofleurs avec un rapport molaire citrate/fer = 0,2. Le mélange est mis sous 

agitation à 80°C pendant 30 minutes. Après le chauffage, on laisse décanter la 

suspension de nanofleurs pendant 10 min sur une plaque magnétique avant d’éliminer 

le surnageant. Ensuite l’échantillon est purifié par un lavage avec de l’acétone et de 

l’éther diéthylique avant de redisperser les nanoparticules dans l’eau ultrapure. 
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Les conditions d’injection doivent respecter le caractère isotonique des milieux 

biologiques (pH~7,4 et une osmolarité de 300 mosmol.L-1) et sont obtenues par ajout 

d’un volume adéquat d’une solution tampon constituée d’un mélange hepes (253 

mM)/citrate de sodium (1,8365 M) pour avoir des concentrations finales de 10 mM en 

hepes et 72,5 mM en citrate de sodium 

Le pH est ajusté à 7,4 par ajout d’une solution concentrée d’hydroxyde de sodium. La 

suspension colloïdale est ensuite stérilisée à l’aide d’une membrane stérile en nylon 

dont la taille des pores est de 0,2 µm. 

2.3.2.3. Greffage de la dopamine et du DTPA-BA sur les NF de maghémite. 

Les nanofleurs de maghémite préalablement synthétisées ont été post-fonctionnalisées 

par la dopamine afin de permettre le greffage du ligand DTPA-BA. L’immobilisation 

de la dopamine sur les nanofleurs est rendue possible grâce à l’affinité que présentent 

les fonctions catéchols avec les surfaces d’oxyde de fer. La présence de la fonction 

amine primaire permet le greffage covalent de la dopamine avec le ligand DTPA-BA 

grâce à la formation d’une liaison amide issue de la condensation de l’amine primaire 

avec la fonction acide carboxylique du DTPA-BA. 

Protocole expérimental 

Une solution aqueuse (500 µL) de dopamine (4,1 mg ; 2,16.10-5 mol) a été ajoutée à la 

suspension colloïdale de NF de maghémite (5 mL ; 40 g/L en fer). Le mélange a été 

chauffé à 50°C pendant 24 heures et sous agitation magnétique.  

Afin d’éliminer les molécules de dopamine qui n’ont pas été greffées sur les 

nanofleurs, une étape de purification a été effectuée. Après avoir éliminé le 

surnageant, un lavage à l’acétone et un lavage à l’éther diéthylique ont été réalisés 

avant de redisperser les nanofleurs dans l’eau ultrapure. Après chaque lavage, le 

surnageant est éliminé tout en maintenant la poudre au fond du bécher à l’aide d’un 

aimant 

La deuxième étape de la synthèse consistait à accrocher le ligand DTPA-BA sur les NF 

préalablement post-fonctionnalisées par la dopamine. Une quantité de DTPA-BA 

dissous dans 10 mL de DMSO a été ajoutée à la suspension de NF@dopamine dans un 

rapport molaire dopamine/DTPA-BA égal à 1. Le mélange a été mis sous agitation 

magnétique. L’échantillon de nanofleurs NF@dopamine-DTPA a ensuite été lavé 

successivement avec de l’eau ultrapure, de l’acétone et de l’éther diéthylique. Les 

nanofleurs NF@dopamine-DTPA ont ensuite été redispersées dans l’eau ultrapure. 

Pour rendre la suspension colloïdale de NF@dopamine-DTPA compatible avec les 

conditions d’injection, un volume adéquat d’une solution tampon constituée d’un 

mélange hepes (253 mM)/citrate de sodium (1,8365 M) a été ajouté pour obtenir des 

concentrations finales de 10 mM en hepes et 72,5 mM en citrate de sodium. 
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2.3.3. Synthèse des nanoparticules Au@DTDTPA 

2.3.3.1. Principe 
L’élaboration des nanoparticules d’or repose sur l’adaptation de la méthode 

monophasique établie par Brust et al 25.  

Le principe de cette synthèse consiste à réduire Au (III) de l’acide tétrachloroaurique 

(HAuCl4, 3H2O) par NaBH4 (un réducteur puissant) en présence de dérivés thiols. 

Dans notre cas, le dérivé dithiolé de l’acide diéthylènetriamine pentaacétique (appelé 

dans ce manuscrit DTDTPA) est ajouté au milieu réactionnel.  

Ce dernier, en s’adsorbant sur la surface des nanoparticules d’or en croissance assure 

une bonne homogénéité en taille et une bonne stabilité colloïdale (Figure 4). 

 

 

 

 

 

Figure 4. Schéma réactionnel de la synthèse des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA). 

 

2.3.3.2. Protocole expérimental 

Dans un ballon de 250 mL, HAuCl4, 3H2O (192 mg ; 4,90.10-4 mol) est dissous dans le 

méthanol (60 mL). Cette solution de coloration jaune est placée sous agitation et est 

protégée de la lumière. 

Dans un flacon, le DTDTPA (256 mg ; 5,90.10-4 mol) est dissous préalablement dans 

l’eau ultrapure (38 mL). La solution aqueuse de DTDTPA est ensuite ajoutée dans le 

ballon. Une coloration orangeâtre est observée au premier contact, puis celle-ci devient 

opaque.  

De l’acide acétique (1,92 mL) est ensuite ajouté au mélange pour acidifier et éviter 

l’agglomération des nanoparticules. 

Dans un autre flacon, NaBH4 (182 mg ; 4,80.10-3 mol) est dissous dans l’eau ultrapure 

(13,2 mL). Cette solution est introduite dans le ballon par petites fractions. Au premier 

point de contact une coloration marron-noir apparaît et s’étend rapidement dans tout 

le contenu du ballon. Cette coloration témoigne de la réduction de l’or (III) en or 

métallique. 

Le mélange est laissé sous agitation modérée pendant une heure sans mettre de 

bouchon sur le col du ballon pour faciliter ainsi l’évacuation du dihydrogène. 

Au

(DTDTPA) 
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Après une heure d’agitation, l’acide chlorhydrique (2 mL ; 1 mol.L-1) est introduit dans 

le mélange qui est laissé sous agitation pendant une minute avant de laisser 

sédimenter le mélange. 

La suspension colloïdale de nanoparticules (Au@DTDTPA) est ensuite filtrée avec une 

membrane Osmonic en nylon (taille des pores : 0,22 µm). Les nanoparticules sont 

ensuite lavées avec une solution d’acide chlorhydrique (HCl) à 10-1 M, de l’eau 

ultrapure, de l’acétone et enfin avec de l’éther diéthylique. 

La poudre noire obtenue après les différentes phases de purification est redispersée 

dans une solution aqueuse de NaOH à 10-2M à une concentration de 10 g.L-1. Le pH de 

la suspension colloïdale de nanoparticules est compris entre 5 et 6.  

Les conditions d’injection doivent respecter le caractère isotonique des milieux 

biologiques (pH~7,4 et une osmolarité de 300 mosmol.L-1) et sont obtenues par ajout 

d’un volume adéquat d’une solution tampon hepes (135 mM) et NaCl (4 M) pour avoir 

des concentrations finales de 150 mM en NaCl et 5 mM en hepes.  

Le pH est ajusté à 7,4 par ajout d’une solution concentrée d’hydroxyde de sodium. La 

suspension colloïdale est ensuite stérilisée à l’aide d’une membrane stérile en nylon 

dont la taille des pores est de 0,2 µm. 

2.3.4. Assemblage contrôlé des nanofleurs d’oxyde de fer et des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) 

2.3.4.1. Principe 

La stratégie que nous avons développée pour assembler les nanoparticules d’or aux 

nanofleurs repose sur l’utilisation de la dopamine. La présence de la fonction amine 

primaire permet le greffage covalent de la dopamine sur les nanoparticules grâce à la 

formation d’une liaison amide résultant de la condensation de l’amine primaire avec 

une des nombreuses fonctions acide carboxylique présentes dans la couche organique 

(environ 400-450 par nanoparticules). Le couplage entre dopamine et nanoparticules 

d’or (Au@DTDTPA) conduit à introduire dans la couche organique entourant les 

cœurs d’or des groupements catéchol qui sont connus pour leur forte affinité vis-à-vis 

des surfaces d’oxyde métallique (en particulier l’oxyde de fer) 26–29 (Figure 5). 

 



75 
 

 

Figure 5. Schéma décrivant le principe de greffage des fonctions amine primaires de la dopamine sur les 
nanoparticules d'or via les fonctions acides carboxyliques (–COOH) du ligand DTDTPA pour former des 

liaisons amides. 

 

Afin de valider cette stratégie, des nanofleurs de maghémite ont été mises en contact 

avec des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) avec et sans dopamine avec différents 

rapports Au@DTDTPA/NF (25, 50, 100 et 200 Au@DTDTPA par NF) et à différents 

pH (naturel, 5,5 et 8). 

2.3.4.2. Protocoles expérimentaux 
Protocole 1 : 

Nous avons testé l’assemblage des nanoparticules Au@DTDTPA avec les NF avec trois 

différents rapports Au@DTDTPA/NF (25, 50 et 100 Au@DTDTPA/NF). En outre, ces 

expériences d’assemblage ont été réalisées avec des nanoparticules d’orAu@DTDTPA-

dopa et Au@DTDTPA c’est-à-dire avec et sans dopamine. 

Fonctionnalisation des nanoparticules Au@DTDTPA par la dopamine 

Le pH de la suspension colloïdale de nanoparticules d’or (Au@DTDTPA ; 10 mL ;10 

g.L-1) est ajusté à pH=6. La suspension est agitée pendant 90 minutes, après avoir 

introduit dans l’échantillon une solution aqueuse (2 mL) d’EDC, HCl (138 mg ; 7,2.10-

4 mol) et de NHS (165 mg ; 1,44.10-3 mol). 

Ensuite la dopamine (2,3 mg ; 1,21.10-5 mol) est ajoutée au mélange pour pouvoir 

accrocher 10 molécules de dopamine par nanoparticule. Le pH de la suspension 

colloïdale est ajusté à 8 avant de laisser sous agitation modérée pendant au moins une 

nuit, et la solution est protégée de la lumière. 
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Afin d’éliminer les molécules de dopamine qui ne sont pas greffées sur les 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA), une étape de purification par dialyse a été 

appliquée aux nanoparticules. La suspension colloïdale est introduite dans une 

membrane perméable sous forme de boudin avec une taille de pore adaptée qui est 

assez large pour éliminer les molécules de dopamine libres et assez petite pour retenir 

les nanoparticules fonctionnalisées. 

Le boudin contenant la suspension colloïdale est à son tour introduit dans un bécher 

contenant de l’eau ultrapure. Les molécules de carbodiimide (EDC), de N-

hydroxysuccinimide (NHS) et de dopamine étant hydrosolubles, l’excès ainsi que les 

molécules de dopamine n’ayant pas été greffées sont éliminées par dialyse. 

La purification est réalisée en utilisant des boudins de dialyse composés de 

membranes semi-perméables de seuil de coupure (MWCO) compris entre 6 à 8 kDa. 

Accrochage des nanoparticules d’or sur les nanofleurs d’oxyde de fer 

Les nanoparticules d’or sans dopamine (Au@DTDTPA) ou préalablement post-

fonctionnalisées par la dopamine (Au@DTDTPA-dopa) sont mélangées à une 

suspension de nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3) de façon à avoir environ 25, 50 et 

100 nanoparticules d’or par nanofleurs d’oxyde de fer. 

Le mélange a été réalisé sans ajustement de pH. Ensuite, les suspensions colloïdales de 

nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA, NF-Au@DTDTPA-dopa) ont été purifiées par 

différents lavages avec de l’eau ultrapure, de l’acétone et de l’éther diéthylique jusqu’à 

l’obtention d’un surnageant transparent avant d’être redispersées dans l’eau. 

Afin d’évaluer l’influence du pH sur le greffage de nanoparticules d’or sur les 

nanofleurs, un deuxième protocole a été testé avec un rapport de 200 

Au@DTDTPA/NF avec et sans dopamine et à différents pH (5.5, 8 et au pH naturel).  

Protocole 2 : 

Les nanoparticules d’or avec et sans dopamine ont été mises en contact avec les 

nanofleurs de maghémite de façon à avoir 200 Au@DTDTPA/NF. Plusieurs 

échantillons avec et sans dopamine ont été préparées à différents pH (5.5, 8 et au pH 

naturel) (Tableau 1). 
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Conditions 

 

Echantillons 

 

Concentrations 

(g/L) 

 

Volumes 

(mL) 

 

pH 

1 Nanofleurs  

Au@DTDTPA-dopa 

38,4 (fer) 

2,85 (Au) 

1,25  

10 

5,47* 

2 Nanofleurs 

Au@DTDTPA 

H2O 

38,4 (fer) 

10 (Au) 

1,25 

2,85 

7,15 

6,24* 

3 Nanofleurs  

Au@DTDTPA-dopa 

38,4 (fer) 

2,85 (Au) 

1,25  

10 

5,5** 

4 Nanofleurs 

Au@DTDTPA 

H2O 

38,4 (fer) 

10 (Au) 

1,25 

2,85 

7,15 

5,5** 

5 Nanofleurs  

Au@DTDTPA-dopa 

38,4 (fer) 

2,85 (Au) 

1,25  

10 

8** 

6 Nanofleurs 

Au@DTDTPA 

H2O 

38,4 (fer) 

10 (Au) 

1,25 

2,85 

7,15 

8** 

Tableau 1. Récapitulatif des différentes conditions de synthèse des NF dorées (avec et sans dopamine) et à 
différents pH (*pH naturel, **pH ajusté) (Protocole 2). 

Après mélange, les suspensions colloïdales (NF-Au@DTDTPA, NF-Au@DTDTPA-

dopa) ont été purifiées avant d’être redispersées dans l’eau comme décrit au protocole 

1. 

Un troisième protocole a été étudié, avec un couplage théorique à 200 

Au@DTDTPA/NF avec dopamine, à pH acide (5,5) et en chauffant le milieu 

réactionnel. 

Protocole 3 : 

Nous sommes partis d’un couplage théorique à 200 Au@DTDTPA/NF avec 

dopamine, à pH 5,5 seulement et en chauffant le milieu réactionnel à 50°C (Tableau 2). 
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Conditions 

 

Echantillons 

 

Concentrations 

(g/L) 

 

Volumes 

(mL) 

 

pH 

 

T (°C) 

 

1 

Nanofleurs  

Au@DTDTPA-dopa 

36,7 (fer) 

4,64 (Au) 

9 

43,12 

5,5 

 

50 

 

2 

Nanofleurs 

Au@DTDTPA 

H2O 

36,7 (fer) 

10 (Au) 

9 

20 

      23,12 

5,5 

 

50 

Tableau 2. Récapitulatif des différentes conditions de synthèse des NF dorées (avec et sans dopamine), à pH 
acide (5,5) et chauffé à 50°C (Protocole 3). 

Les étapes de couplage des particules en présence de dopamine sont identiques que 

celles décrites dans le protocole 1 et 2. 

Après ajustements du pH, le mélange de nanoparticules d’or et de nanofleurs a été 

chauffé pendant 24h à 50°C et sous agitation. 

Avant redispersion, les suspensions colloïdales ont été purifiées par des lavages avec 

de l’eau ultrapure, de l’acétone et de l’éther diéthylique jusqu’à l’obtention d’un 

surnageant transparent. Par la suite, quelques ajustements sont effectués sur les 

suspensions fraîchement redispersées pour les rendre injectables en milieu biologique. 

2.3.5. Solution injectable 
Après l’élaboration des nanofleurs dorées, s’ensuit l’ajustement de la force ionique afin 

de les injecter dans l’organisme vivant comme agent nanothéranostique. 

Le pH de la suspension colloïdale doit être ajusté à 7,4 (pH physiologique) avec une 

osmolarité de 300 mosmol.L-1. 

Pour ce faire une solution tampon d’hepes/citrate (0,253 M/1,8365 M) est ajoutée à la 

suspension colloïdale de façon à obtenir une concentration en citrate de 72,5 mM et en 

hepes de 10 mM. 

Ensuite le pH est ajusté à 7,4 par ajout d’une solution de NaOH et d’HCl à 1M. 

Pour finir, afin de stériliser la suspension et pouvoir injecter dans un organisme vivant, 

les suspensions de nanofleurs dorées sont filtrées à l’aide d’une seringue et d’une 

membrane stérile de 0,2 µm de pores.  

2.3.6. Complexation de l’ion gadolinium sur les nanofleurs dorées 
L’accrochage des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) sur les nanofleurs devrait 

conférer à l’objet final un comportement d’agent de contraste positif en IRM car la 

couche organique garantit l’immobilisation par complexation des ions 

paramagnétiques Gd3+. 
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Protocole expérimental 

L’immobilisation des ions Gd3+ sur les nanofleurs dorées est réalisée par simple ajout 

d’une solution de chlorure de gadolinium (GdCl3). Ensuite la suspension est ajustée à 

pH 7,4 en ajoutant quelques gouttes de solution d’hydroxyde de sodium à 1 M. 

D’autres méthodes d’imagerie comme l’imagerie nucléaire sont également employées 

pour le suivi de la biodistribution des nanofleurs dorées. 

2.3.7. Radiomarquage des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA), des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) et des nanofleurs (NF@dopamine-

DTPA)  
Afin d’étudier la biodistribution in vivo des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA), ces 

dernières ont été marquées par un radiotraceur (99mTc) émetteur de photon γ grâce au 

ligand DTDTPA qui permettent de les complexer. 

L’immobilisation du technétium sur les nanofleurs dorées devrait permettre le suivi 

des nanoparticules par scintigraphie. Les nanoparticules Au@DTDTPA et les 

nanofleurs préalablement fonctionnalisées par le ligand (DTPA-BA) (NF@dopamine-

DTPA) ont également été radiomarquées par le technétium afin de suivre leur 

biodistribution et comparé aux nanofleurs dorées. 

2.3.7.1. Radiomarquage par le technétium (99mTc) 

Le technetium-99m est produit par un générateur 99Mo/99mTc. Les nanofleurs dorées 

(NF-Au@DTDTPA) ont été marquées par le 99mTc en réduisant 99mTcO4- par le 

dichlorure d’étain (SnCl2). 

Protocole expérimental 

Typiquement une suspension de nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA, 1mL) a été 

mélangée avec 400 µL de 99mTcO4- (qui correspond à 460 MBq) et 100 µl de SnCl2 à 0,01 

g.L-1 . Une agitation au vortex a ensuite été effectuée. 

Le 99mTc réduit est complexé par les chélateurs DTDTPA présents à la surface des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) qui sont greffées sur les nanofleurs d’oxyde de fer 

(γ-Fe2O3). Un protocole similaire a été utilisé pour le radiomarquage des 

nanoparticules Au@DTDTPA et pour les nanofleurs (NF@dopamine-DTPA). 

2.4. Caractérisations 

2.4.1. Spectrophotométrie d’absorption UV-Visible 
L’enregistrement des spectres UV-visible a été réalisé en utilisant un 

spectrophotomètre UV-visible specord 250 dans une gamme comprise entre 400 et 800 

nm. 

Les suspensions colloïdales ont été préalablement diluées à 0,2 g/L en or pour les 

nanoparticules Au@DTDTPA et à 0,2 g/L en fer pour les nanofleurs d’oxyde de fer (γ-

Fe2O3) et les nanohybrides NF-Au@DTDTPA. 
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2.4.2. Dosage de l’or, du fer et du gadolinium par ICP-OES  
La spectrométrie d’émission atomique a été utilisée pour le contrôle des rapports 

atomiques Au/Fer, et Au/Gd des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA). 

Les suspensions de nanoparticules hybrides (NF-Au@DTDTPA et NF-Au@DTDTPA-

Gd) ont été minéralisées préalablement par l’ajout d’eau régale composé d’acide 

chlorhydrique et d’acide nitrique (1/3 HNO3 (3 mL) et 2/3 HCl (6 mL)).  

2.4.3. Microscopie électronique à transmission 
Les mesures des diamètres et des tailles des cœurs des nanoparticules d’or et des 

nanofleurs ont été réalisées à l’aide d’un microscope électronique à transmission. 

Une goutte de suspension colloïdale est déposée sur une grille en cuivre pour être 

analysée après séchage à l’air. 

2.4.4. Mesure du potentiel zêta et du diamètre hydrodynamique 
Les mesures de potentiel zêta et du diamètre hydrodynamique ont été réalisées à l’aide 

d’un appareil Zetasiser Nano de Malvern Instrument utilisant un laser He-Ne à 633 

nm. 

Les suspensions aqueuses de nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3), de nanofleurs 

dopamine (NF@dopamine) et de nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) ont été 

préalablement diluées à 0,8 g/L en fer dans une solution aqueuse contenant 10-2 M de 

NaCl. 

2.4.5. Contrôle du radiomarquage des nanofleurs dorées, des 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA et des nanofleurs (NF@dopamine-

DTPA) 

2.4.5.1. Radiomarquage par le technétium (99mTc) 

La pureté radiochimique a été évaluée en utilisant une chromatographie sur couche 

mince instantanée ITLC-SG (Varian, US) avec une détection par un scanner radio-TLC 

(LabLogic, UK). La méthyléthylcétone a été utilisée comme phase mobile pour 

déterminer le pourcentage de pertechnétate libre (TcO4-). Dans ce système, les 

nanoparticules radiomarquées par le téchnetium (99mTc) (NF-Au@DTDTPA(Tc), 

NF@dopamine-DTPA(Tc) et Au@DTDTPA(Tc) et le technétium réduit non complexé 

(TcO2) sont restés à l'origine alors que le pertechnétate libre a migré avec le front de 

solvant. 

2.5. Résultats et discussion 
Les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) et les nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3) ont 

été synthétisées séparément avant de les assembler et procéder aux caractérisations 

physico-chimiques des nanoparticules. 

2.5.1. Nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) 
Après leur synthèse, les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) ont dans un premier 

temps été caractérisées en premier par spectrophotométrie UV visible.  
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La spectrophotométrie UV-visible est parfaitement adaptée pour l’étude des 

nanoparticules d’or qui sont caractérisées par des propriétés optiques modulables 

dans le domaine du visible. Le phénomène de résonance de plasmon qui repose sur 

l’oscillation collective des électrons de la bande de conduction est à l’origine des 

propriétés optiques qui dépendent de la taille, de la forme et de l’environnement des 

nanoparticules. Il en résulte que les suspensions de nanoparticules peuvent présenter 

une large palette de couleurs en fonction de ces différentes caractéristiques. En 

d’autres termes, ces suspensions absorbent fortement la lumière visible à certaines 

longueurs d’onde. La bande d’absorption est appelée bande plasmon. Pour les 

nanoparticules d’or les plus petites (< 3 nm), cette bande n’est plus visible et la 

suspension du fait d’une absorption sur tout le domaine est noire (Figure 6).  

 

 

Figure 6. Spectre UV-visible d’une suspension aqueuse de nanoparticules d’or (Au@DTDTPA). 

 

Comme le montre la figure 6, les suspensions de nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) 

sont caractérisées par un spectre UV-visible dépourvu de bande plasmon. Cette 

absence est confirmée par la coloration marron-noire de cette suspension. D’après ces 

informations (coloration noire, absence de bande plasmon), nous pouvons en déduire 

que le cœur d’or de ces nanoparticules présente une taille inférieure à 3 nm (Figure 7). 
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Figure 7. Image MET des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA). 

Afin de confirmer la taille des cœurs d’or, les nanoparticules ont été analysées par 

MET. Les clichés obtenus montrent une multitude de taches sombres distinctes et de 

dimension semblable. Chacune d’elles correspond au cœur d’or des nanoparticules 

(Au@DTDTPA). L’homogénéité dans la répartition sur la grille indique que ces 

nanoparticules sont bien dispersées en phase aqueuse.  

En outre, l’homogénéité dans la taille des taches indique une faible distribution en 

taille et donc un bon contrôle de la synthèse.  

2.5.2. Nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3) 
D’après les travaux récemment réalisés par Pierre Hugounenq et Rana Bazzi 23, nous 

avons fixé les conditions (décrites dans le paragraphe 2.3.2) qui permettent d’obtenir 

des nanofleurs de maghémite d’une taille comprise entre 25 et 30 nm (Figure 8).  

 

 

Figure 8. Image MET des nanofleurs de maghémite (γ-Fe2O3). 

Les clichés MET après synthèse montrent que la dimension de ces nanostructures est 

comprise dans cette gamme de taille. Le diamètre moyen calculé à partir de 100 

nanofleurs de maghémite sur différents clichés est égale à 28 ± 2 nm. 

L’observation des clichés révèle une structure granuleuse caractéristique des 

nanofleurs. Elle résulte de l’assemblage de plusieurs nanoparticules de maghémite.  

Les nanofleurs de maghémite sont stables à pH acide (2-3) mais floculent à partir de 

pH 4. Pour une utilisation en milieu biologique, les nanofleurs ont été fonctionnalisées 

par le citrate de sodium. La fonctionnalisation par le citrate permet d’établir un 

équilibre, et les nanofleurs sont dès lors stable à des pH supérieurs à 4 (Figure 9). 
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Figure 9. Spectre UV-visible d’une suspension de nanofleurs de maghémite citratées au cours du temps à pH 
7. 

 

On observe sur le spectre que les nanofleurs citratés sont stables à pH 7 pendant plus 

de deux semaines. Cette stabilité colloïdale peut s’expliquée par l’évolution du 

potentiel zêta des nanofleurs citratées en fonction du pH (Figure 10). 

 

Figure 10. Potentiel zêta des nanofleurs citratées en fonction du pH. 

Comme le montre la figure 10, les nanofleurs de maghémite fonctionnalisées par le 

citrate de sodium ont un potentiel zêta de -40 mV à pH 7. La présence des ions citrates 

assure la stabilité de la suspension colloïdale par répulsion électrostatique entre les 

nanoparticules chargées négativement. 
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2.5.2.1. Post-fonctionnalisation de la dopamine et du DTPA-BA sur les NF 

de maghémite 

Les NF de maghémite post-fonctionnalisées par la dopamine (NF@dopamine) ont 

dans un premier temps été caractérisées par le potentiel zêta pour valider la présence 

de la dopamine (Figure 11). 

 

Figure 11. Superposition des potentiels zêta des NF, NF@dopamine et NF@dopamine-DTPA à différents pH. 

Comme le montre la figure 11, la comparaison des potentiels zêta des nanofleurs et des 

nanofleurs@dopamine (en fonction du pH) permet de valider l’accrochage de la 

dopamine sur les NF. Nous constatons sur la courbe que le point de charge nulle pour 

les nanofleurs post-fonctionnalisées par la dopamine (nanofleurs@dopamine) est 

proche de pH autour de 8-9 alors que le point de charge nulle des nanofleurs « nues » 

est proche de 6-7. Cette différence entre les deux courbes peut s’expliquer par la 

présence de la dopamine car le pKa des fonctions amines primaires est autour de 8,9. 

L’accrochage de la dopamine sur les nanofleurs (NF@dopamine) permet de faciliter le 

couplage avec les fonctions COOH du ligand DTPA-BA via une réaction de 

condensation conduisant à la formation d’une fonction amide. La comparaison entre 

les différentes courbes de potentiel ζ met en évidence des changements entre les 

différentes situations. A faible pH, tous les échantillons présentent un potentiel ζ 

positif  mais les nanofleurs (NF@dopamine) qui ont été en contact avec DTPA-BA sont 

caractérisées par une plus faible valeur positive. La plus faible valeur de potentiel ζ 

indique une diminution des charges positives à la surface. En d’autres termes, il y 

aurait moins de fonctions amine parce qu’elles seraient impliquées dans l’accrochage 

avec le DTPA-BA. En outre, l’inversion du signe du potentiel ζ se produit à une plus 

faible valeur de pH que celle observée pour les NF nues et NF@dopamine (7-8 pour 

NF nues et 8-9 pour NF@dopamine contre 6-7 pour NF@dopamine-DTPA). Cette 

inversion à plus faible pH est le signe de l’immobilisation du DTPA à la surface des 
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nanofleurs car chaque DTPA apporte des groupements carboxylate (COO-) chargés 

négativement. De cette étude comparative de potentiel ζ, nous pouvons estimer que 

les nanofleurs post-fonctionnalisées par la dopamine (NF@dopamine) ont pu être 

modifiées par le ligand DTPA-BA qui est connu dans la littérature pour sa grande 

capacité à complexer les ions d’intérêts pour l’imagerie nucléaire 30,31.  

2.5.3. Nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) 

Afin de combiner les propriétés magnétiques des nanofleurs au pouvoir absorbant des 
nanoparticules d’or, différents essais d’assemblages des nanofleurs de maghémite et 
des nanoparticules d’or ont été effectués. 

Dans le premier protocole deux paramètres ont été étudiés pour réaliser le greffage. 

Le premier paramètre que nous avons testé est le rapport particules d’or/nanofleurs 

qui fait référence au nombre de nanoparticules d’or ajoutées par nanofleurs pour 

l’assemblage. L’influence de la dopamine a été également testée (Tableau 3). 

Nbre de nps 

d’or/NF 

25 50 100 

Avec et sans 

dopamine 

Sans Avec Sans Avec Sans Avec 

Clichés des 

échantillons 

après 

redispersion 

      

Tableau 3. Clichés photographiques après redispersion des échantillons préparés selon le Protocole 1. 

D’après ces clichés, nous constatons qu’en absence de dopamine les nanoparticules 

assemblées précipitent pour les quantités en nanoparticules d’or les plus faibles (25 et 

50 particules d’or/nanofleurs). Par contre, la fonctionnalisation des nanoparticules 

d’or par la dopamine exerce un effet bénéfique sur la redispersion car elle conduit à la 

formation d’assemblages NF-nanoparticules d’or (NF-Au@DTDTPA-dopa) plus 

faciles à rediperser. La redispersion des nanofleurs dorées dépend également du 

nombre de nanoparticules d’or. D’après le tableau 2, la facilité à redisperser les 

nanofleurs dorées augmente avec le nombre de nanoparticules d’or pour une même 

quantité de nanofleurs. Ce phénomène pourrait s’expliquer par le caractère hydrophile 

et par la charge négative que la couche organique confère aux nanoparticules d’or. Une 

fois les nanoparticules d’or greffées sur les nanofleurs, ces caractéristiques garantissent 

une meilleure redispersion des nanofleurs. Cependant elles ne suffisent pas à assurer 

une stabilité colloïdale durable. Dans le cas le plus favorable qui correspond à celui 

des nanofleurs dorées les plus faciles à rédisperser (mélange de 100 nanoparticules 
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d’or par nanofleurs), les nanoparticules précipitent 2 jours après redispersion. Pour 

conclure, on retient de cette expérience que pour mieux redisperser les nanoparticules 

assemblées on a besoin de la présence de dopamine et d’une quantité importante de 

nanoparticules d’or. C’est la raison pour laquelle nous avons testé le protocole 2. 

Le second protocole se distingue du premier par le fait que la quantité de particules 

d’or a été doublée par rapport aux conditions les plus favorables (100 particules 

d’or/nanofleurs). Un rapport de 200 Au@DTDTPA/NF a donc été testé pour réaliser 

l’assemblage. L’effet de la dopamine et l’influence du pH (5,5 ; 8 et pH naturel) ont été 

également étudiés (Tableau 4). 

200 NP 

Au@DTDTPA/NF 

Sans contrôle de pH pH 5,5 pH 8 

 

 

Clichés des 

échantillons 

après 

redispersion 

 

      

Contenu de 

chaque 

échantillon 

                    1                  2 

 

1 Au@DTDTPA + NF 
sans contrôle du pH  

2      (Au-dopa + nF) 

3         4 

 

3    Au-dopa + nF 

 et  

       4    Au + nF  

6         7 

 

6   Au-dopa + nF  

 et  

         7   Au + nF  

 

Tableau 4. Clichés photographiques après redispersion des échantillons préparés selon le Protocole 2. 

Nous pouvons remarquer sur ces clichés que les assemblages nanofleurs-

nanoparticules d’or précipitent lorsqu’ils ont été réalisés avec des nanoparticules d’or 

dépourvues de dopamine. Cette expérience confirme le rôle de la dopamine observé 

dans la mise en œuvre du protocole 1. En présence de dopamine on constate que la 

redispersion est meilleure et surtout aux pH acides (5,5 et pH naturel). L’ajout d’un 

nombre plus important de nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) permet d’augmenter le 

nombre de particules chargées à la surface des nanofleurs et assure par conséquent 

une meilleure stabilité. Afin de confirmer ces observations, des analyses de 

spectrophotométrie UV-visible ont été réalisées (Figure 12). 
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Figure 12. Spectre UV-visible des nanofleurs dorées à différents pH (5,5 ; 8 et au pH naturel). 

 

D’après les spectres UV-visible, les suspensions de nanoparticules assemblées en 

présence de dopamine présentent quel que soit le pH une absorbance plus importante 

que dans le cas des assemblages réalisés avec des nanoparticules d’or dépourvues de 

dopamine. Comme la quantité de nanofleurs est identique dans tous les échantillons 

analysés, l’augmentation de l’absorbance est attribuée à l’augmentation du nombre de 

nanoparticules d’or greffées sur les nanofleurs. La fonctionnalisation des 

nanoparticules d’or par la dopamine permet donc de greffer un nombre plus 

important de nanoparticules d’or sur les nanofleurs. De plus la comparaison des 

spectres UV-visible des suspensions de nanofleurs dorées (figure 12) montre que 
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l’absorbance est plus forte à pH acide (5,5 et naturel ~ 5) qu’à pH alcalin (8). 

L’assemblage des nanofleurs et des nanoparticules d’or est donc beaucoup plus 

efficace lorsqu’il est réalisé à pH acide. Cette analyse fondée sur les spectres UV-visible 

révèle donc que les conditions les plus favorables pour réaliser l’assemblage 

nanofleurs-nanoparticules d’or sont rencontrées lorsque les nanoparticules d’or sont 

fonctionnalisées par la dopamine et lorsque le pH du mélange est acide (environ 5). 

L’analyse de ces spectres révèle un autre point important à souligner. Aucune bande 

plasmon n’est visible. Cette absence indique que les nanoparticules d’or restent 

individualisées après leur greffage sir les nanofleurs. Afin d’évaluer la quantité d’or 

rapportée au fer dans chaque échantillon, nous avons effectué des analyses ICP 

(Tableau 5). 

Echantillons Dopamine Nombre de 

particules 

d’or/NF 

pH Rapport 

Au/Fer 

1- NF-Au@DTDTPA Avec 200 Naturel 94,74 

2- NF-Au@DTDTPA Sans 200 Naturel 18,65 

3- NF-Au@DTDTPA Avec 200 5,5 114,10 

4- NF-Au@DTDTPA Sans 200 5,5 20,66 

5- NF-Au@DTDTPA Avec 200 8 17,31 

6- NF-Au@DTDTPA Sans 200 8 7,13 

Tableau 5. Résultats des analyses ICP effectuées sur les échantillons de nanofleurs dorées après purification 
(200 Au@DTDTPA/NF, avec et sans dopamine) à différent pH (pH naturel ;  5,5 ; 8). 

Les résultats obtenus lors des analyses ICP montrent très clairement que le rapport 

Au/Fer est très important lorsqu’on utilise la dopamine et cela quel que soit le pH. On 

constate également que ce rapport est très élevé aux pH acides et surtout à pH 5,5. La 

présence de la dopamine permet donc l’augmentation du nombre de nanoparticules 

d’or/nanofleurs qui permet d’améliorer la stabilité colloïdale et donc ces données 

confortent nos hypothèses. Pour conclure, une quantité de 200 Au@DTDTPA/NF est 

une condition nécessaire pour pouvoir accrocher une centaine de nanoparticules d’or. 

De plus, pour réaliser le couplage l’utilisation de la dopamine est importante et le 

greffage doit être réalisé à pH acide (pH 5,5). Cependant, les nanofleurs dorées 

précipitent même dans les cas les plus favorables 10 jours seulement après synthèse. 

Ce manque de stabilité colloïdale nous a conduit à développer un troisième protocole. 

Ce troisième protocole, reprend les conditions les plus favorables du protocole 2, à 

savoir une quantité de 200 nanoparticules d’or/nanofleurs, un couplage réalisé en 

présence de dopamine et à pH acide (pH 5,5). Ces conditions étant fixées, nous avons 

choisi d’étudier l’influence de la température. Le mélange réactionnel a été chauffé à 

50°C pendant 24 heures (Tableau 6). 
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Echantillon Dopamine Nombre 

de 

particules 

d’or/NF 

pH Chauffage 

à 50°C 

Cliché  

de 

l’échantillon 

Rapport 

Au/Fer 

1- NF-Au@DTDTPA Avec 200 5,5 24 heures 

 

 

50 

Tableau 6. Conditions expérimentales du protocole 3 pour l’assemblage nanofleurs-nanoparticules d’or et 
résultats (cliché de l’échantillon et rapport Au/Fe par ICP). 

D’après ce cliché on constate que les suspensions colloïdales de nanofleurs dorées sont 

bien redispersées et cela est dû à la présence d’un grand nombre de nanoparticules 

d’or par nanofleurs comme le confirme les résultats ICP. Bien que le rapport Au/Fe 

soit moins important que celui obtenu dans les conditions les plus favorables du 

protocole 2, la quantité d’or est suffisante pour assurer une bonne redispersion. 

Puisque les nanofleurs dorées obtenues par assemblage à 50°C de nanofleurs et de 

nanoparticules d’or fonctionnalisées par la dopamine sont bien redispersées, nous 

avons cherché à vérifier la stabilité colloïdale de cette suspension et son évolution dans 

le temps. Pour ce faire des mesures de spectrophotométrie UV-visible ont été réalisées 

(Figure 13). 

 

 

Figure 13. Spectre UV-visible d’une suspension de nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA-dopa) obtenues à 
50°C. 
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Comme le montre la figure 13, les spectres UV-visible enregistrés à différents temps 

d’une suspension de nanofleurs dorées préparées selon les protocoles sont 

parfaitement superposées. Cela indique que la suspension ne subit pas de modification 

au cours du temps. Nous pouvons conclure que la stabilité colloïdale est garantie 

pendant plus de trois mois. La comparaison de l’évolution des potentiels zêta de 

nanofleurs et de nanofleurs dorées (en fonction du pH) permet d’expliquer ce regain 

de stabilité colloïdale des suspensions de nanofleurs dorées (Figure 14). 

 

Figure 14.  Superposition des potentiel zêta des nanofleurs et des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA-dopa) 
à différents pH. 

Quelle que soit le type de nanofleurs, le potentiel zêta est positif à pH acide puis négatif 
pour des valeurs plus élevées de pH. L’inversion de signe intervient à pH plus faible 
pour les nanofleurs dorées que pour les nanofleurs (sans nanoparticules d’or). Il en 
résulte que le potentiel zêta des nanofleurs dorées est fortement négatif à pH 
physiologique (pH = 7,4) alors que dans les mêmes conditions les nanofleurs sont 
caractérisées par une valeur proche de zéro. La forte valeur négative du potentiel zêta 
des nanofleurs dorées est à l’origine de l’amélioration de la stabilité colloïdale en raison 
des répulsions électrostatiques entre nanoparticules chargées négativement. Cette 
différence de potentiel zêta entre les nanofleurs dorées et les nanofleurs est attribuée 
au comportement des fonctions COOH de la couche organique des nanoparticules d’or 
accrochées aux nanofleurs. A pH basique, les fonctions COOH perdent leur proton 
pour donner la fonction carboxylate qui est chargée négativement. 

Les nanofleurs dorées préparées selon le protocole 3 présentent une stabilité colloïdale 

supérieure à celle des nanofleurs dorées préparées selon le protocole 2 bien que le 

nombre de nanoparticules d’or qui semblent pourtant jouer un rôle prépondérant dans 

la stabilité colloïdale des suspensions soit plus faible. La seule différence entre ces 2 

protocoles réside dans la température à laquelle a été effectué l’assemblage des 

nanofleurs et des nanoparticules d’or (20°C pour le protocole 2 contre 50°C pour le 

protocole 3). L’augmentation de la température conduit donc à une meilleure stabilité 

colloïdale. 

Pour conclure, la condition la plus intéressante que nous garderons pour la suite de la 
thèse est celle du protocole 3 qui permet la formation de nanofleurs dorées par 
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assemblage de nanofleurs et de nanoparticules d’or fonctionnalisées par la dopamine 

(200 Au@DTDTPA/NF) à pH acide (5,5) et chauffé à 50°C pendant 24 heures.  

2.5.4. Caractéristiques des nanofleurs dorées du protocole 3. 

2.5.4.1. Distribution en taille 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Image (Figure a) et diamètre hydrodynamique (Figure b) des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA-

dopa). 

L’observation des nanofleurs dorées en MET révèle qu’il est difficile de mettre en 
évidence la présence des nanoparticules d’or sur les nanofleurs. La différence de 
contraste entre les nanoparticules d’or extrêmement petites (< 3 nm) et des nanofleurs 
beaucoup plus larges est trop faible. Pour cette raison, ces échantillons ont été imagés 
par microscope électronique à champ sombre annulaire (HAADF, high-angle annular 
dark-field imaging). Ce mode d’imagerie électronique est très sensible aux variations 
de numéro atomique des atomes composant l’échantillon. La nette différence entre le 
numéro atomique du fer (Z = 26) et celui de l’or (Z = 79) a permis de mieux distinguer 
les nanoparticules d’or en HAADF qu’en MET classique (Figure 15a). Sur les clichés 
HAADF, des structures aux contours irréguliers sont visibles. Elles sont couvertes de 
taches brillantes de taille nettement inférieure à celle de la structure irrégulière qui les 
porte. Ces petites taches (~ 2,6 nm) sont identifiées aux nanoparticules d’or alors que 
les structures plus larges et aux contours irréguliers constituent les nanofleurs. Il est à 
souligner que les nanoparticules d’or conservent leur individualité (il n’y a pas 
d’agrégat visible sur les nanofleurs) et qu’il n’y a pas de nanoparticules d’or en dehors 
des nanofleurs. Ce dernier point indique que le greffage et la purification sont bien 
maîtrisés. Le diamètre moyen calculé à partir de 100 nanostructures hybrides est égale 
à 33 ± 2 nm. Le diamètre hydrodynamique des nanofleurs dorées qui a été également 
mesuré est quant à lui de 47 ± 1 nm (Figure 15b). 

D’après la littérature (voir chapitre 1), ces particules sont trop larges pour une 

élimination rénale. Notre objectif qui consiste à mieux exploiter les propriétés 

radiosensibilisantes des nanoparticules d’or Au@DTDTPA (Dh < 8 nm) en retardant 

l’élimination rénale est donc partiellement atteint. En ayant réussi à immobiliser les 

nanoparticules Au@DTDTPA sur des nanofleurs dont les dimensions ne permettent 

pas l’élimination par voie rénale, nous pouvons espérer un temps de résidence 

vasculaire plus important lorsque les nanoparticules d’or sont greffées sur les 

nanofleurs. Comme ces nanofleurs qui jouent le rôle de transporteur sont 

biodégradables 8, d’après les travaux de Florence Gazeau, cette large taille n’est pas 

a) b) 
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une contrainte à condition d’éviter l’opsonisation qui se traduit par une capture 

fulgurante dans le foie et rate des nanoparticules circulant dans le sang. D’autre part 

la dissolution des transporteurs devrait permettre l’élimination rénale des 

nanoparticules d’or qui serait alors seulement retardée. 

2.5.4.2. Complexation par l’ion gadolinium (Gd3+) 

Les travaux antérieurs de l’équipe NCM ont montré que les nanoparticules d’or 

(Au@DTDTPA) étaient parfaitement adaptées pour complexer le gadolinium. Il en 

résulte que ces nanoparticules ont pu être utilisées comme agents de contraste positif 

pour l’IRM. Malgré le greffage des nanoparticules Au@DTDTPA sur les nanofleurs, 

leur capacité à immobiliser les ions Gd3+ est préservée. Les analyses ICP montrent que 

les ions Gd3+ sont présents dans l’échantillon après ajout d’une solution de GdCl3 et 

purification (Tableau 7).  

Echantillons Dopamine Nombre de 

particules 

d’or/NF 

pH Chauffage 

à 

50°C 

Rapport 

Au/Gd 

NF-Au@DTDTPA-Gd Avec 200 5,5 24 heures 4 

Tableau 7. Données ICP des nanofleurs dorées après marquage par le gadolinium (NF-Au@DTDTPA-dopa 
(Gd)). 

En raison de cette capacité à complexer l’ion gadolinium (Gd3+), les nanofleurs dorées 

sont parfaitement adaptées pour une utilisation comme agent de contraste en IRM 

combinant imagerie pondérée T1 et T2. 

Comme les propriétés de la couche de ligands sont préservées, la complexation du 

technétium a été réalisée afin de suivre ces nanofleurs dorées par imagerie nucléaire 

(TEMP). 

2.5.4.3 Radiomarquage par le technétium 

Le radiomarquage par le technétium (99mTc) est souvent utilisé pour le diagnostic en 

clinique, en raison de sa facilité d’obtention à partir d’un générateur 99Mo/99mTc 

disponible dans le commerce. Cet émetteur de photons γ a une durée de vie courte (t1/2 

= 6,02 h) qui permet une administration de dose de rayonnement suffisante sans trop 

exposer le patient. 

La couche de ligands (DTDTPA) permet d’immobiliser des radioéléments tel que le 

technétium (99mTc) obtenu en réduisant (99mTcO4-) par SnCl2 6. Le radiomarquage des 

nanoparticules Au@DTDTPA par le technétium (99mTc) a permis d’étudier la 

biodistribution des nanoparticules d’or. Cette étude a clairement mis en évidence 

l’élimination rénale des nanoparticules d’or Au@DTDTPA6. 

La pureté radiochimique des nanofleurs dorées radiomarquées a été déterminée par 

sur CCM qui permet de quantifier la radioactivité de chacune des espèces en 

comparant les rapports frontaux des espèces technetiées. 
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Figure 16. Radiochromatogramme des nanofleurs dorées radiomarquées par le technétium (99mTc). 

Ce radiochromatogramme montre clairement l’absence de technétium libre. Les 

nanoparticules radiomarquées au 99mTc (NF-Au@DTDTPA(Tc)) et le technétium 

réduit non complexé (TcO2) sont restés à l'origine alors que le pertechnétate libre (TcO4-

) a migré avec le front du solvant. Nous avons cherché un système pour déterminer le 

pourcentage de technétium réduit mais aucune des conditions de CCM testées (11 

conditions) n'a permis de séparer le technétium réduit et les nanoparticules 

radiomarquées (NF-Au@DTDTPA(Tc)). La détermination du technétium réduit (TcO2) 

a été réalisée sur une petite partie de chaque radiomarquage par filtration à travers un 

filtre Millex-GV de 0,22 μm (Merck Millipore, Irlande). Le technétium réduit (TcO2)   

est retenu sur la membrane. La filtration des produits radiomarqués a montré la 

présence de 5% de technétium réduit pour les nanofleurs dorées radiomarquées (NF-

Au@DTDTPA(Tc)) et donc la pureté radiochimique est de 95% (Figure 16). 

La filtration des nanofleurs et des nanoparticules d’or Au@DTDTPA radiomarquées a 

montré la présence de 0,5% et 2,9% de technétium réduit et donc les puretés 

radiochimiques sont respectivement de 99,5% et de 97,1% (Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Radiochromatogrammes des nanofleurs (a) et des nanoparticules d’or (b) radiomarquées par le 
technétium (99mTc). 
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2.6. Conclusion partielle 
Différents protocoles et modes opératoires ont été développés afin de greffer les 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) sur les nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3) pour 

former des nanofleurs dorées. Les nanofleurs dorées préparées dans les conditions 

optimales (200 Au@DTDTP fonctionnalisées par la dopamine par NF, pH acides et 

assemblage à 50°C pendant 24h) présentent une taille globale de 35 nm, un diamètre 

hydrodynamique autour de 48 nm et un potentiel zêta fortement négatif à pH 

physiologique (7,4). 

Il en résulte une stabilité colloïdale considérablement améliorée contrairement aux 

nanofleurs. Les nanofleurs dorées forment des suspensions aqueuses stables pendant 

au moins trois mois. Cette caractéristique cruciale pour des applications en milieu 

biologique s’explique par la présence de la couche organique (DTDTPA) autour des 

nanoparticules d’or. Cette couche remplit une autre fonction qui permet d’élargir 

avantageusement la palette de propriétés et donc d’applications des nanofleurs dorées 

(NF-Au@DTDTPA). 

En raison de la capacité du ligand (DTDTPA) à former des complexes stables avec le 

gadolinium (Gd3+) et certains radioélements, il est possible d’immobiliser des ions 

gadolinium (Gd3+) et le technétium (99mTc4+) sur les nanofleurs dorées. Comme ses ions 

présentent un intérêt pour l’imagerie médicale (IRM avec Gd3+ et TEMP avec 99mTc4+), 

nous espérons pouvoir suivre ces nanofleurs dorées par IRM pondérée T1 et par TEMP 

en complément de l’IRM pondérée T2 rendue possible par les propriétés 

superparamagnétiques des NF de maghémite. 
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Chapitre 3. Amélioration de l’effet radiosensibilisant 

des nanoparticules d’or 
 

3.1. Introduction 
D’après les travaux réalisés par l’équipe NCM, les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) 

sont très efficaces pour la radiosensibilisation guidée par imagerie 1,2. Néanmoins leur 

potentiel est sous-exploité en raison d’une élimination rénale trop rapide qui limite 

leur accumulation dans la zone d’intérêt (tumeur solide) à traiter. 

Pour pallier cette limitation, plusieurs pistes sont en cours d’exploitation. Dans le cadre 

de mes travaux de thèse, nous avons opté pour le greffage de ces nanoparticules d’or 

sur des nanofleurs de maghémite qui en plus de jouer le rôle de transporteur devraient 

conférer à la nanostructure (NF-Au@DTDTPA) un comportement d’agent de contraste 

négatif pour l’IRM et d’agent chauffant pour l’hyperthermie magnétique 3. 

Après avoir montré dans le chapitre 2 qu’il était possible de contrôler l’assemblage 

entre nanofleurs et nanoparticules d’or pour former des nanostructures hybrides, des 

nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA), nous nous sommes consacrés à l’étude 

comparative de leur biodistribution et de leur potentiel radiosensibilisant après 

injection intratumorale à des souris porteuses de mélanome (A375) et injection 

intraveineuse à des rats porteurs de gliosarcome 9L. 
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3.2. Protocole expérimental 

3.2.1. Imagerie par résonance magnétique (IRM) 

L’IRM permet un suivi de la biodistribution et de l’accumulation des nanoparticules 

dans la tumeur. Cette dernière permet également de déterminer le moment opportun 

pour activer le traitement thérapeutique. 

3.2.1.1. Appareillage 

Les expériences d’imagerie par résonance magnétique nucléaire ont été réalisées au 

GIN de Grenoble 4 à l’aide d’un appareil de marque Bruker Biospec 70/20 USR AVIII. 

Ce dernier est doté d’un système horizontal à haut-champ (7 T), d’un aimant de 200 

mm de diamètre interne, ainsi qu’un fourreau de gradients de 120 mm et d’amplitude 

600 mT/m (Figure 1). 

 

Figure 1. Cliché photographique de l’appareil utilisé en IRM. 

3.2.1.2. Animaux et anesthésie 

L’implantation d’une tumeur de type gliosarcome 9L a été réalisée par injection de 

cellules de gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit du cerveau de rats mâles Fisher dix 

jours avant les expériences d’imagerie. 

Les animaux ont été anesthésiés par injection d’un mélange de xylazine/kétamine 

(64,5/5,4 mg. kg-1) par voie péritonéale. 

Une vérification de la présence et de l’emplacement de la tumeur a été réalisée en 

imagerie T2 avant l’injection des agents de contraste. 

Le suivi de la biodistribution a été réalisé sur les rats porteurs de gliosarcome 9L après 

injection de NF dorées (NF-Au@DTDTPA(Gd)), de NF et de nanoparticules d’or 

(Au@DTDTPA)(Gd) au niveau de la veine saphène. Les concentrations et volumes 

d’injection pour les NF dorées, les NF et les nanoparticules d’or étaient respectivement 

(1 mL ; 183 mM en fer ; 10 mM en Au ; 1 mM en Gd3+), (1 mL, 250 mM en fer) et (0,7 

mL ; 45 mM en Au ; 5 mM en Gd3+). 
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3.2.1.3. Nanoparticules et imagerie in vivo 

Les nanoparticules d’or ont été préalablement complexées par l’ion gadolinium 

(Au@DTDTPA(Gd)) afin de suivre leur biodistribution en imagerie pondérée T1 grâce 

à l’ion métallique (Gd3+) qui est un agent de contraste paramagnétique 5. 

Les nanofleurs d’oxyde de fer ont été suivies en imagerie pondérée T2 en raison de leur 

propriété superparamagnétique.  

Le suivi en IRM des nanofleurs dorées a été réalisé en imagerie T2 en raison de la 

présence des nanofleurs d’oxyde de fer qui sont magnétiques, mais aussi en imagerie 

pondérée T1 grâce aux nanoparticules d’or préalablement marquées par les ions 

gadolinium (Gd3+). 

Pour suivre l’évolution et le devenir des nanoparticules dans le corps (cerveau et 

reins), des acquisitions ont été réalisées à des temps différents après l’injection par voie 

intraveineuse. 

Le premier suivi a été réalisé entre 0 et 15 minutes après injection, puis 1h après 

injection pour imager le cerveau. Les reins ont été imagés 2h30-3h après l’injection des 

nanoparticules. 

Deux autres acquisitions ont été lancées à 5h et 6h après injection pour un suivi au 

niveau du cerveau et dans les reins. La dernière image du cerveau est obtenue 24h 

après injection des nanoparticules.   

3.2.2.  Imagerie nucléaire (TEMP/CT) et scintigraphie 

Afin de compléter les données collectées par IRM, la biodistribution des nanofleurs 

dorées (NF-Au@DTDTPA) a été suivie par imagerie nucléaire. 

3.2.2.1. Imagerie TEMP/CT 

3.2.2.1.1. Appareillages 

Les expériences d’imagerie TEMP/CT ont été réalisées sur la plateforme GAIA de 

Grenoble. Cette dernière est équipée d’un appareil de marque Mediso nanoscan 

combinant TEMP et CT et de collimateurs multi-pinholes permettant de réaliser des 

acquisitions rapides de corps entier avec une très haute résolution (0,5 mm). Pour le 

comptage γ de la radioactivité un appareil de marque WIZARD 2480 a été utilisé 

(Figures 2 et 3). 

 

Figure 2.  Cliché photographique de l’imageur TEMP/CT de la plateforme GAIA. 
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Figure 3.  Cliché photographique du compteur gamma de la plateforme GAIA. 

3.2.2.1.2. Animaux et anesthésie 

L’implantation d’une tumeur de type gliosarcome 9L a été réalisée par injection de 

cellules de gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit du cerveau de rats mâles Fisher dix 

jours avant les expériences d’imagerie. 

Les animaux ont été anesthésiés par injection d’un mélange de xylazine/kétamine 

(64,5/5,4 mg. kg-1) par voie péritonéale. 

Avant d’effectuer l’imagerie nucléaire, la présence de la tumeur a été vérifiée par IRM 

pondérée T1 après injection intraveineuse du DOTAREM (150 µL à 0,5 mM). 

3.2.2.1.3. Nanoparticules et imagerie in vivo 

Les nanofleurs dorées, les nanoparticules d’or et les nanofleurs de maghémite ont été 

préalablement radiomarquées par le technétium (99mTc) selon le protocole décrit dans 

le chapitre 2 paragraphe (2.3.7). 

Après l’injection des nanoparticules radiomarquées au niveau de la veine caudale, le 

suivi de la biodistribution a été réalisé par imagerie TEMP/CT à différents temps entre 

(t0 et t0+24h). 

Les acquisitions ont été réalisées au moment de l’injection des nanoparticules (à t0), 

trois heures (t0 + 3h) et vingt-quatre heures (t0+24h) après injection (Tableau 1). 
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 Paramètres d’acquisitions Durée 

TEMP/CT1 (t0) 

 

- 40 secondes /Projection (1er scan TEMP) 
- 40 secondes /Projection (2nd scan TEMP) 
- 30 secondes /Projection (3eme scan TEMP 

- 480 projections (scan CT) 

- 15 min (1er scan 
TEMP) 

- 15 min (2nd scan 
TEMP) 

- 10 min (3eme 
scan TEMP 

- 300 ms (scan 
CT) 

TEMP/CT2 (t0+3h) - 120 secondes /Projection (scan TEMP) 
- 480 projections (scan CT) 

 

- 40 min (scan 
TEMP) 

- 300 ms (scan 
CT) 

 

TEMP/CT3 

(t0+24h) 
- 60 secondes /Projection (scan TEMP) 

- 480 projections (scan CT) 
 

 

- 20 min (scan 
TEMP) 

- 300 ms (scan 
CT) 

Tableau 1. Les paramètres d’acquisition de l’imagerie TEMP/CT. 

 

3.2.2.1.4. Etude ex vivo de la biodistribution  

Après les expériences d’imagerie nucléaire, les animaux ont été euthanasiés par 

injection du pentobarbital. 

Différents organes (foie, rate, muscle, hémisphère gauche du cerveau (sans tumeur), 

hémisphère droit du cerveau (avec tumeur), rein, sang, poumon et intestin) ont été 

prélevés et mis dans des tubes pesés avant et après l’ajout des organes. 

Ces derniers ont été stockés dans un congélateur, après avoir effectué un comptage γ 

de leur radioactivité. 

3.2.2.1.5. Dosage post-mortem de l’or et du fer dans les organes 

Les organes ont été minéralisés afin de doser les quantités d’or et de fer contenus dans 

chaque organe. Un volume adéquat d’eau régale (1/3 HNO3 et 2/3 HCl) a été ajouté 

dans les tubes contenant les organes disséqués et le sang prélevé. Ensuite ces derniers 

ont été dosés par ICP. 

3.2.2.2. Imagerie scintigraphique  

3.2.2.2.1. Appareillage 

Les expériences d’imagerie nucléaire planaire ont été menées à Dijon en collaboration 

avec le CGFL (Centre George François Leclerc). 

3.2.2.2.2. Animaux et anesthésie 

Une tumeur de type mélanome a été implantée sur des souris par injection sous 

cutanée de cellules A375 sur la patte postérieure droite cinq semaines avant les 



106 
 

expériences d’imagerie nucléaire. Avant d’effectuer l’imagerie, les animaux ont été 

anesthésiés avec un mélange de xylamine/kétamine (64,5/5,4 mg. Kg-1) par voie 

péritonéale. 

3.2.2.2.3. Nanoparticules et imagerie in vivo 

Les nanoparticules d’or et les nanofleurs dorées ont été préalablement radiomarquées 

par l’indium (111In). Ces derniers ont été ensuite injectés aux animaux par voie 

intratumorale avant de réaliser les expériences d’imagerie. Une image a été enregistrée 

vingt-quatre heures (24h) après l’injection des nanoparticules (Au@DTDTPA(In)) et 

NF-Au@DTDTPA(In)). 

3.2.2.2.4. Etude ex vivo de la biodistribution 

Après les expériences d’imagerie, les animaux ont été sacrifiés par euthanasie.  

Les organes d’intérêt (foie, rate, muscle, hémisphère droit du cerveau (avec tumeur), 

hémisphère gauche du cerveau (cerveau sain), reins, poumons et intestins) ont été 

prélevés pour un comptage de la radioactivité γ. 

3.2.3. Etude du caractère radiosensibilisant des NF dorées 

3.2.3.1. Etude du caractère radiosensibilisant des NF dorées après injection 

intratumorale 

La première étape a été d’étudier le caractère radiosensibilisant des NF dorées en 

injectant les nanoparticules par voie intratumorale pour s’affranchir des problèmes de 

biodistribution. 

3.2.3.1.1. Appareillage 

Les expériences de radiothérapie par microfaisceau ont été réalisées sur la ligne 

biomédicale ID17 de l’ESRF de Grenoble. 

La radiothérapie par microfaisceau (MRT) utilise des rayons X émis tangentiellement 

à partir d’électrons de haute énergie circulant dans un anneau de stockage. Le spectre 

des rayonnement photoniques présente une gamme d’énergie assez large (10 keV – 

250 keV) avec un maximum à 90 keV. 

Les faisceaux issus de la source sont fractionnés en microfaisceaux grâce à un 

collimateur multi-taille réglable. Ces derniers prennent une allure en forme de 

« peigne » séparé d’une largeur de 200 µm entre les faisceaux et chaque faisceau 

mesure 50 µm. 

Ce collimateur est positionné à 33 m de la source de photons et 80 cm en amont de la 

tête des animaux6 (Figure 4). 
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Figure 4. Cliché photographique de la plateforme pour la radiothérapie par microfaisceau (MRT). 

 

3.2.3.1.2. Inoculation de la tumeur épidermique de type mélanome (A375 sc) et 

anesthésie des animaux 

Les cellules d’une tumeur de type mélanome (A375 sc) ont été implantées sur une des 

pattes postérieures de souris cinq semaines avant les expériences de thérapie. 

3.2.3.1.3. Nanoparticules et irradiation des animaux 

Après l’anesthésie des animaux par injection d’un mélange xylazine/kétamine 

(64,5/5,4 mg.kg-1), des NF dorées (50 µL, ~ 625 mM en fer et 30 mM en Au), des 

nanoparticules d’or (50 µL, ~ 30 mM en Au) et des nanofleurs (50 µL, ~ 625 mM en fer) 

ont été injectées par voie intratumorale. 

Les animaux ont été positionnés sur une plateforme motorisée qui permet de déplacer 

les souris par rapport au faisceau. Ces dernières ont été irradiées par deux faisceaux 

perpendiculaires (de l’avant vers l’arrière de la patte et de la droite vers la gauche de 

la patte) avec des doses de 2x400 Gray en pic et 2x20 Gray en vallée (Figure 5). 

 

Figure 5. Cliché photographique du positionnement des animaux lors de l’irradiation par MRT. 

 

Pour cette expérience, nous avions cinq groupes d’animaux dont deux groupes 

« contrôle ». Le premier groupe « contrôle » concerne des rats qui n’ont été soumis à 

Collimateur multi-
taille duquel sort le 

rayonnement ionisant 

Goniomètre sur lequel 
l’animal à irradier 

est déposé 
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aucun traitement (pas d’injection de nanoparticule, pas d’irradiation) et le second 

groupe rassemble les rats qui ont reçu une injection de nanoparticules mais qui n’ont 

pas été traités par irradiation. Les trois autres groupes d’animaux ont été traité par 

MRT. Le premier groupe a été traité sans injection de nanoparticules, le second groupe 

a été traité par MRT après injection de nanoparticules d’or et le dernier a été traité par 

MRT après injection de NF dorées (Tableau 2). 

 

Groupes Au@DTDTPA NF-Au@DTDTPA MRT 

           1    

           2    

           3    

           4    

           5    

Tableau 2. Le traitement des cinq groupes de rats porteurs de mélanome (A375 sc). 

            

3.2.3.2. Etude du caractère radiosensibilisant des NF dorées après injection 

intraveineuse 

L’effet radiosensibilisant des NF dorées a également été évalué après injection par voie 

intraveineuse. Ce mode d’administration permet d’atteindre les tumeurs profondes. 

3.2.3.2.1. Implantation de la tumeur cérébrale (gliosarcome 9L) et anesthésie des 

animaux 

Des cellules gliosarcome 9L ont été implantées dans l’hémisphère droit du cerveau de 

rats mâles Fisher 344 afin d’initier la croissance d’une tumeur. 

Brièvement, les animaux anesthésiés ont été placés sur un cadre stéréotaxique et 104 

cellules de gliosarcome 9L en suspension dans 1 µL de milieu de culture avec des 

antibiotiques ont été injectées dans l’hémisphère droit du cerveau 7. 

3.2.3.2.2. Nanoparticules et irradiation des animaux 

Des NF dorées (0,9 mL ; ~ 183 mM en fer et 10 mM en Au), des nanoparticules d’or (0,7 

mL ; ~ 15 mM en Au) et des nanofleurs (1 mL ; ~ 183 mM en fer) ont été injectées à des 

rats porteurs de gliosarcome 9L par voie intraveineuse et sous anesthésie. 

Dix jours après l’implantation de la tumeur, les animaux des groupes 2-5 sont soumis 

à un traitement (Tableau 3). Ils sont au préalable anesthésier avec 5% d’isoflurane puis 

par injection d’un mélange xylazine/kétamine (64,5/5,4 mg.kg-1) par voie péritonéale 

pour maintenir l’anesthésie. 
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Les animaux ont été répartis en cinq groupes, à savoir deux groupes « contrôle » avec 

et sans traitement par MRT, et trois autres groupes traités par MRT dix minutes après 

injection de NF dorées, de nanoparticules d’or et de nanofleurs. 

Groupes Au@DTDTPA NF NF-Au@DTDTPA MRT 

           1     

           2     

           3     

           4     

           5     

Tableau 3. Le traitement des cinq groupes de rats porteurs de gliosarcome 9L. 

Avant d’être irradiés, les rats porteurs de gliosarcome 9L ont été positionnés et 

immobilisés sur une plateforme motorisée qui permet de déplacer les animaux par 

rapport au faisceau. Il a ainsi été possible de traiter les animaux par deux irradiations 

perpendiculaires (de l’avant vers l’arrière du crâne et de la droite vers la gauche du 

crâne). Les doses de rayonnement étaient de 2x400 Gray en pic et 2x20 Gray en vallée. 

Un film radiochromique (Gafchromic, HD-810) a été placé entre le collimateur multi-

fente et le crâne des animaux pour s’assurer de la qualité de l’irradiation8. 

3.3. Résultats et discussions 

3.3.1. Rétention des nanofleurs dorées dans la tumeur 

Le greffage des nanoparticules d’or sur les nanofleurs a été réalisé dans le but de 

ralentir l’élimination rénale et de favoriser l’accumulation dans les tumeurs. Afin de 

vérifier que cette stratégie conduit à une meilleure rétention des nanoparticules, nous 

avons effectué en collaboration avec la plateforme d’imagerie nucléaire du CGFL une 

étude comparative du devenir des nanofleurs dorées et des nanoparticules d’or 24 h 

après injection intratumorale dans une tumeur sous cutanée (mélanome A375 sc). 

Après radiomarquage par l’indium (111In), des images de scintigraphie planaire ont été 

enregistrées 24h après l’injection IT puis la radioactivité de chaque organe a été 

mesurée par comptage gamma après sacrifice des animaux. Les clichés 

scintigraphiques montrent clairement que les nanofleurs dorées et les nanoparticules 

d’or se comportent différemment. Contrairement aux souris ayant reçu une dose de 

nanoparticules d’or, les souris dont la tumeur renferme des nanofleurs dorées 

présentent une radioactivité supérieure 24h après l’injection IT. La radioactivité est 

essentiellement localisée dans la tumeur et le foie lorsque les nanofleurs dorées ont été 

injectées alors que dans le cas des nanoparticules d’or radiomarquées, la radioactivité 

est plus faible au niveau de la tumeur et du foie (Figure 6). 
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Figure 6. Clichés scintigraphiques de petits animaux ayant reçu une injection de nanoparticules d’or (clichés 
de gauche) et des nanofleurs dorées (clichés de droite) préalablement radiomarquées par l’indium 111 (111In). 

La présence de la radioactivité dans la tumeur et le foie est confirmée par le comptage 

gamma post-mortem des organes. Ce comptage montre en outre que les 

nanoparticules sont également présentes dans les reins. En revanche la radioactivité 

mesurée dans la rate, les poumons, les muscles et le cerveau est au moins dix fois 

inférieures à celle mesurée dans la tumeur, les reins ou le foie. La comparaison des 

résultats du comptage gamma indique que la radioactivité est plus importante dans la 

tumeur, les reins et le foie lorsque les nanofleurs dorées ont été injectées (Figure 7). 

 

Figure 7. Biodistribution des nanoparticules d’or (rectangle bleu) et des nanofleurs dorées (rectangle rouge) 
préalablement radiomarqués par l’indium 24h après injection IT. 

De ces deux données nous pouvons déduire deux informations essentielles. La 

première concerne la fuite des nanoparticules d’or et des nanofleurs dorées. Ces 

particules ne restent pas cantonnées à la zone d’injection car une part non négligeable 
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de ces nanoparticules est retrouvée en dehors de la tumeur, dans les reins et le foie. 

C’est le signe que ces nanoparticules parviennent à s’échapper de la zone tumorale via 

la circulation sanguine. Il est intéressant de noter que les nanofleurs dorées plus 

volumineux que les nanoparticules d’or (Dh (NF-Au@DTDTPA) = 48 nm contre 7 nm 

pour Au@DTDTPA) sont plus retenues dans les reins et le foie. La deuxième 

information fournie par cette étude comparative concerne la rétention des nanofleurs 

dorées. Les clichés de scintigraphie et le comptage gamma de la tumeur montrent que 

les nanofleurs dorées sont plus retenues dans la tumeur que les nanoparticules d’or. 

Ce constat confirme l’intérêt de greffer les nanoparticules d’or sur les nanofleurs.  

Bien que les nanoparticules d’or soient moins retenues dans la tumeur, leur quantité 

dans les reins, le foie et le reste de la carcasse est plus faible que celle des nanofleurs 

dorées. Une grande quantité de nanoparticules d’or ont donc été éliminées de 

l’organisme comme le confirme la figure 8. 

 

Figure 8. Elimination des nanofleurs dorées (rectangle orange) et des nanoparticules d’or (rectangle bleu) 
préalablement radiomarquées par l’indium. 

 

Une telle différence s’explique par une plus grande efficacité d’élimination des 

nanoparticules d’or par la voie rénale. Cette expérience de scintigraphie planaire et de 

comptage gamma montre que les nanofleurs dorées sont mieux retenues dans la 

tumeur et semblent plus difficiles à éliminer par voie rénale. Ces résultats sont 

extrêmement encourageants car ils montrent que le greffage des nanoparticules d’or 

sur les nanofleurs constitue une stratégie pertinente pour mieux exploiter le potentiel 

radiosensibilisant des nanoparticules d’or. 

3.3.2. Etude de la croissance tumorale  

La meilleure rétention tumorale des nanofleurs dorées révélée par le suivi en imagerie 

nucléaire et le comptage gamma (3.3.1) devrait se traduire par un meilleur contrôle de 

la croissance tumorale lorsque les tumeurs sont irradiées 24h après l’injection IT. Afin 
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de le vérifier, l’évolution du volume tumoral a été comparée entre différents groupes 

ayant été soumis à des traitements.  

 

 

Figure 9. Suivi de la croissance de tumeur A375 implantée en sous-cutanée à des souris : non traité (en noire), 
traité seulement par injection IT de NF dorées (en rouge), traité uniquement par MRT (en bleu), traité par 

MRT après injection IT de NF dorées (en vert), traité par MRT après injection IT de nanoparticules d’or (en 
marron). 

La figure 9 qui rassemble les courbes de croissance tumorale pour chaque groupe met 

en évidence que les nanofleurs dorées n’ont ni d’effet toxique, ni d’effet 

chimiothérapeutique car l’évolution de la tumeur parmi les souris du groupe 2 

(injection IT de NF-Au@DTDTPA sans MRT) est très semblable à celle des animaux 

non traités (groupe 1). Pour ces deux groupes témoins (1 et 2), la croissance de la 

tumeur est très rapide, ce qui réduit la survie des animaux porteurs de mélanome dont 

la médiane de survie (MeST = 42 j et 38 j respectivement pour le groupe 1 et 2) ne 

dépasse pas 45 jours (Tableau 4). 
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Groupes Médiane de 

survie (j) 

ILS 

(%) 

Non traités 42 -- 

NF-Au@DTDTPA 38 -9.5 

MRT 88.5 111 

MRT+Au@DTDTPA 78 86 

MRT+NF-Au@DTDTPA 105 150 

   

Tableau 4. Médiane de survie et ILS pour les différents groupes d’animaux. 

 

La croissance tumorale est nettement ralentie lorsque les rats ont été traités par 

radiothérapie (MRT) (groupes 3, 4 et 5). Un décalage très net est observé entre les 

courbes des animaux n’ayant pas été traités par MRT et celles des animaux traités par 

MRT. Le décalage reflète un retard de la croissance des tumeurs et donc un meilleur 

contrôle du développement tumoral. L’effet bénéfique de la radiothérapie est plus 

marqué lorsque l’irradiation est réalisée 24h après l’injection IT des nanoparticules, et 

en particulier des nanofleurs dorées. Le ralentissement de la croissance tumorale est 

plus net pour les animaux traités par MRT après injection IT de nanofleurs dorées que 

pour les animaux traités par MRT après injection IT de nanoparticules Au@DTDTPA 

bien que la quantité en or injectée soit identique. Cette différence entre les nanofleurs 

dorées et les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) trouve probablement son origine 

dans la meilleure rétention tumorale des nanofleurs dorées qui a été révélée par les 

expériences de scintigraphie planaire et de comptage gamma réalisées 24h après 

injection IT des nanoparticules (voir 3.3.1). Le ralentissement de la croissance tumorale 

observée lorsque la MRT est mise en œuvre 24h après l’injection IT des nanoparticules 

s’accompagne d’une augmentation de la survie des rats porteurs de mélanome. Les 

médianes de survie (MeST = 78 j et 105 j respectivement pour les animaux traités par 

MRT après IT de nanoparticules d’or et de NF dorées) des animaux traités par MRT 

24h après l’injection IT des nanoparticules sont presque deux fois supérieures à celles 

calculées pour les animaux non traités par radiothérapie (groupe 1 et 2). En outre, 

l’injection IT des nanofleurs dorées avant l’irradiation ne conduit pas seulement à un 

meilleur contrôle de la croissance tumorale mais également à une meilleure survie car 

les animaux ainsi traités présentent la médiane de survie (MeST = 105 j) la plus élevée 

parmi les 5 groupes. Les résultats collectés lors de l’étude de la croissance tumorale et 

de suivi des nanoparticules par imagerie nucléaire après injection intratumorale sont 

très encourageants. 

Cependant, si l’injection IT permet de s’affranchir des effets de la biodistribution et 

donc de se concentrer sur les propriétés intrinsèques des nanoparticules, elle ne 
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constitue pas un mode d’injection courant car l’injection IT est limitée aux tumeurs 

superficielles ou facilement accessibles. En outre, l’injection IT peut favoriser la 

dissémination des cellules cancéreuses dans des tissus sains. Au contraire, l’injection 

intraveineuse (IV) garantit une meilleure accessibilité avec une meilleure sécurité car 

le réseau vasculaire irrigue tous les tissus. 

3.3.3. La biodistribution des nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) 

après injection intraveineuse 

En raison du caractère superparamagnétique des nanofleurs et de la possibilité 

d’immobiliser des radioisotopes dans la couche organique DTDTPA des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA), la biodistribution des nanofleurs dorées a pu être 

suivie par IRM pondérée T2 et par imagerie nucléaire, en l’occurrence TEMP après 

radiomarquage au technétium (99mTc). Le comportement des nanofleurs dorées après 

injection intraveineuse a été comparé à celui des nanofleurs et des nanoparticules d’or. 

Pour les suivre par TEMP, les nanofleurs ont été fonctionnalisées par le DTPA-BA qui 

a permis l’immobilisation du technétium. Les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) ont 

été marquées par le gadolinium (Gd3+) et par le technétium (99mTc) pour étudier leur 

biodistribution par IRM pondérée T1 et par TEMP. Le comptage gamma des organes a 

également été réalisé après le sacrifice des animaux (soit 22h après l’injection IV). 

L’étude de la biodistribution après injection IV a été réalisée sur des rats porteurs de 

gliosarcome 9L implanté dans l’hémisphère droit de leur cerveau. 

Les images acquises par IRM pondérée T2 montrent que la zone tumorale visible avant 

l’injection IV des nanofleurs et nanofleurs dorées (zone gris clair dans l’hémisphère 

droit du cerveau) s’assombrit après l’injection (Figure 10). 
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Figure 10. Images acquises par IRM pondérée T2 avant (t0-5min), 1h, 5h et 24h après l’injection intraveineuse 
de nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) et de NF. 
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Le rehaussement du contraste négatif dans la zone tumorale est associé à la présence 

des nanofleurs et nanofleurs dorées. Durant les cinq heures qui suivent l’injection le 

rehaussement de contraste négatif est important et diminue entre 5h et 24h. En effet, 

nous constatons que 24h après l’injection IV le contraste des images est semblable à 

celui observé avant l’injection. Les images acquises 1h, 5h et 24h après l’injection des 

nanofleurs et nanofleurs dorées permettent de retracer le parcours des nanoparticules. 

Les NF et NF-Au@DTDTPA présentent un comportement similaire comme le montre 

l’évolution temporale du contraste négatif qui est quasiment le même pour ces deux 

types de nanoparticules. La présence de nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) n’affecte 

pas le comportement des nanofleurs en tant qu’agent de contraste négatif pour l’IRM. 

D’après les images (Figure 10), les nanofleurs et les nanofleurs dorées sont présentes 

dans la tumeur durant au moins 5 heures après l’injection IV. Malheureusement il n’a 

pas été possible de suivre les nanoparticules d’or non supportées (Au@DTDTPA) sur 

une aussi longue durée (Figure 11). 
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Figure 11. Images acquises par IRM pondérée T1 avant (t0-5min) et 5 min après l’injection intraveineuse de 
nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) (Gd). 

En effet, le rehaussement de contraste positif que les nanoparticules d’or 

Au@DTDTPA (Gd) induisent passe par un maximum entre 5 et 10 minutes et n’est 

plus visible 1h après l’injection IV. La disparition du contraste positif n’indique pas 

nécessairement l’absence de nanoparticules d’or mais la quantité présente dans la zone 

tumorale est trop faible pour induire un contraste suffisamment prononcé pour être 

visible. En outre, les nanoparticules Au@DTDTPA sont éliminées plus rapidement car 

les images IRM centrées sur les reins montrent un rehaussement positif dans la zone 

corticale des reins qui est plus prononcé 2h que 5h après l’injection intraveineuse des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) (Gd) (Figure 12). 
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 Cliché IRM dans les reins 
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Figure 12. Images des reins acquises par IRM pondérée T2 après injection IV des NF, des NF-Au@DTDTPA et 
par IRM pondérées T1 après injection IV des nanoparticules d’or Au@DTDTPA (Gd). 

Les nanofleurs dorées se distinguent des nanoparticules d’or Au@DTDTPA non 

supportées car le contraste négatif induit par les nanofleurs superparamagnétiques 

dans les reins évolue peu entre 2h et 24h après l’injection IV des nanofleurs.  

D’après l’IRM, les nanofleurs, les nanofleurs dorées et les nanoparticules d’or sont 

donc présentes dans le cerveau après injection intraveineuse. En outre, les 

nanoparticules d’or semblent être éliminées par voie rénale plus rapidement que les 

nanofleurs. Cependant la comparaison du comportement des nanofleurs dorées (NF-

Au@DTDTPA) et des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA), bien qu’elles possèdent en 

commun les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) de même taille et de même 

composition, n’est pas pertinente car le mode d’acquisition de ces images (IRM 

pondérée T2 et pondérée T1, respectivement) diffère selon le caractère magnétique 

(superparamagnétique pour les nanofleurs dorées et paramagnétique pour les 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA marquées par le gadolinium Gd3+). Afin de 

surmonter cette difficulté, nous avons marqué un échantillon de nanofleurs dorées 

avec des ions gadolinium (Gd3+). Malheureusement, aucun rehaussement de contraste 

positif n’est visible sur les images acquises par IRM pondérée T1 après injection des 

nanofleurs dorées NF-Au@DTDTPA (Gd) contrairement à ce qui a été observée avec 

les nanoparticules Au@DTDTPA. Deux raisons peuvent être avancées pour expliquer 

cette différence. La première repose sur le fait que la concentration en nanoparticules 
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d’or dans les échantillons injectés est trois fois plus faible dans la suspension de 

nanofleurs dorées que dans celle de nanoparticules Au@DTDTPA. En effet, la forte 

viscosité des nanofleurs dorées ne permet pas d’injecter des suspensions avec une 

concentration en or aussi élevée que les suspensions de nanoparticules Au@DTDTPA. 

Or la concentration en gadolinium (Gd3+) dans les suspensions de nanoparticules 

Au@DTDTPA est tout juste suffisante pour rehausser le contraste positif des images 

acquises par IRM. La dilution des nanofleurs dorées NF-Au@DTDTPA n’est donc pas 

favorable pour suivre leur biodistribution par IRM pondérée T1. De plus, à cette 

limitation s’est ajouté une erreur de dilution de la solution de marquage révélée après 

les expériences d’imagerie. La solution de marquage était trop diluée pour conférer 

aux nanofleurs dorées NF-Au@DTDTPA (Gd) un comportement d’agent de contraste 

positif pour l’IRM. 

En revanche, l’imagerie TEMP et le comptage gamma post-mortem des organes ont 

été réalisés de la même façon pour les nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) et les 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) avec la même concentration en nanoparticules 

d’or. En effet, l’imagerie nucléaire étant beaucoup plus sensible que l’IRM il a été 

possible de suivre les nanofleurs dorées et les nanoparticules d’or Au@DTDTPA après 

injection d’une suspension diluée. Comme la quantité d’isotope est proportionnelle au 

nombre de nanoparticules d’or Au@DTDTPA (identique dans les suspensions 

injectées de NF-Au@DTDTPA et Au@DTDTPA), il est possible de comparer 

l’accumulation des nanoparticules d’or non supportées (Au@DTDTPA) et supportées 

par les nanofleurs (NF-Au@DTDTPA). Il est à noter que cette concentration en 

nanoparticules d’or est celle qui a été utilisée pour l’IRM des nanofleurs dorées (NF-

Au@DTDTPA) et qui sera utilisée pour les expériences de radiothérapie. 

La comparaison du comportement des nanofleurs et des nanofleurs dorées ne sera pas 

par contre aussi fiable que dans le cas de l’IRM. Même si la quantité de nanofleurs 

injectée et la nature du chélateur sont les mêmes, la procédure de radiomarquage 

diffère par la quantité des chélateurs présents sur les nanofleurs et les nanofleurs 

dorées. 

La présence des nanofleurs, nanofleurs dorées et nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) 

est confirmée par la quantification in vivo de la radioactivité au cours des expériences 

TEMP. D’après cette quantification, il ressort que la proportion de dose injectée par 

gramme de tumeur (% ID/g) après injection IV des nanofleurs dorées est entre 1,5 et 

2 fois supérieure à celle mesurée après injection IV des nanoparticules d’or 

Au@DTDTPA durant les 45 premières minutes qui suivent l’injection. En outre, le 

rapport de radioactivité mesuré dans la tumeur et dans la zone contralatérale saine 

après injection des nanofleurs dorées est également supérieure à celui des 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA (Figure 13). 
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Figure 13. Rapport de radioactivité contenue dans la tumeur et dans la zone contralatérale saine équivalente 
après injection IT de nanoparticules d’or (bleu), de NF dorées (rouge), et NF (vert). 

Quel que soit le type de nanoparticules, nous constatons que ce rapport est supérieur 

à 1. Il y a donc plus de nanoparticules dans la tumeur que dans les tissus sains 

environnants. Ce point est extrêmement positif dans le cadre d’une application 

thérapeutique. Ces données qui montrent que la proportion de dose injectée par 

gramme de tumeur et le rapport de radioactivité entre tumeur et tissus sain sont plus 

élevés pour les nanofleurs dorées (NF-Au@DTDTPA) que dans le cas des 

nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) nous amènent à conclure qu’il y a plus d’or dans 

la tumeur quand les nanoparticules d’or sont greffées sur les nanofleurs. Les 

nanofleurs dorées assurent donc un transport efficace des nanoparticules d’or. 

3.3.4. Etude comparative de l’effet radiosensibilisant des nanofleurs 

dorées après injection IV 

L’effet radiosensibilisant des nanofleurs dorées a été révélée par l’expérience de 

radiothérapie réalisée après injection IT (voir 3.3.2). Le contrôle de la croissance 

tumorale est mieux assuré quand la radiothérapie est effectuée avec des nanofleurs 

dorées localisées dans la tumeur. Si l’injection intratumorale est très utile pour mettre 

en évidence l’effet radiosensibilisant des nanofleurs dorées, elle est cependant 

rarement mise en œuvre en clinique car elle est limitée aux tumeurs facilement 

accessibles (essentiellement en surface du corps du patient). D’autre part, la pratique 

de l’IT est restreinte car il existe un risque de dissémination de cellules cancéreuses 

dans les parties saines de l’organisme lors du retrait de l’aiguille. Parmi les différents 

modes d’administration, l’injection IV présente l’intérêt de faire circuler les 

nanoparticules dans le réseau sanguin qui irrigue toutes les parties de l’organisme. Les 

nanoparticules peuvent alors avoir accès à tout l’organisme. En outre, l’accumulation 

dans les zones tumorales peut exploiter l’effet EPR 9–11 (voir chapitre 1). Afin de valider 

l’effet thérapeutique de ces nanofleurs dorées dans les conditions d’administration les 
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plus proches de la réalité, les nanofleurs dorées ont été injectées par voie intraveineuse 

à des rats porteurs de gliosarcome 9L. L’étude de la biodistribution reposant sur l’IRM 

et la TEMP (3.3.3), a montré que les nanofleurs se comportent comme des transporteurs 

efficaces de nanoparticules d’or puisque la quantité de nanoparticules d’or présentes 

dans les tumeurs et le rapport tumeur/tissu sain après injection IV à des rats porteurs 

de gliosarcome 9L étaient plus élevés quand les nanoparticules d’or étaient au 

préalable greffées sur les nanofleurs. Ces caractéristiques sont probablement à 

l’origine de l’amélioration de la survie des animaux traités par radiothérapie après 

injection IV des nanofleurs dorées à des rats porteurs de gliosarcome 9L (Figure 14). 

 

Figure 14. Courbes de survie de rats porteurs de gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit de leur cerveau- 
CTRL : groupe contrôle non traité (pas d’injection, pas d’irradiation) ; MRT : groupe traité uniquement par 
radiothérapie ; NF+MRT 10’pi ; NF-Au + MRT10’pi ; Au + MRT 10’pi : groupes traités par radiothérapie 10 

min après injection IV de NF, de NF dorées et de nanoparticules d’or non supportées, respectivement. 

 

La figure 14 rassemble les courbes de survie de chacun des cinq groupes de rats 

porteurs de gliosarcome 9L implanté dans l’hémisphère droit du cerveau 10 jours 

avant l’irradiation. Les animaux non traités (pas d’injection, pas d’irradiation) meurent 

rapidement (en moins de 32 jours) en raison de l’agressivité de ce type de tumeur (la 

médiane de survie MeST=27 jours). Le traitement de ces animaux par radiothérapie 

(MRT) conduit à une nette amélioration de la survie car la médiane de survie passe de 

27 jours (pour les animaux non traités) à 55 jours (pour les animaux traités uniquement 

par MRT) soit une augmentation de la durée de vie de 104% (Tableau 5).  
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Groupes Médiane de 

survie (j) 

ILS 

(%) 

Nbre de jours durant lesquels 

le taux de survie est supérieur 

à 67% 

Non traités 27  26 

MRT 55 104 46 

MRT+NF >81 >200 40 

MRT+Au@DTDTPA >83 >207 43 

MRT+NF-Au@DTDTPA   >121 

Tableau 5. Médiane de survie et ILS pour les différents groupes d’animaux. 

ILS = 
𝑀𝑒𝑆𝑇 (𝑖)−𝑀𝑒𝑆𝑇 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒)

𝑀𝑒𝑆𝑇 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒)
 * 100 

(Avec MeST qui correspond à la médiane de survie et l’ILS (Increase in lifespan) 

correspond à l’augmentation de la durée de vie en pourcentage). 

L’effet bénéfique de la radiothérapie est renforcé lorsque l’irradiation a lieu 10 min 

après l’injection IV des nanoparticules d’or Au@DTDTPA, des nanofleurs et des 

nanofleurs dorées. Comme cela a déjà été montré dans le cadre de nos travaux 

antérieurs2, les nanoparticules Au@DTDTPA exercent un effet radiosensibilisant qui 

améliore la survie des animaux. Au bout de 121 jours après l’implantation de la tumeur 

(et donc 110 j après l’irradiation et l’injection) 50% des animaux porteurs de 

gliosarcome 9L sont toujours vivant contre 30% pour les animaux traités uniquement 

par MRT (et 0% pour les animaux non traités). La médiane de survie est supérieure à 

83 jours soit une augmentation de la durée de vie (ILS) supérieure à 207% par rapport 

aux animaux non traités et 51% par rapport aux animaux traités uniquement par MRT. 

Ces valeurs qui confirment le potentiel radiosensibilisant des nanoparticules d’or sont 

quasiment identiques à celles déterminées pour les animaux traités par radiothérapie 

après injection IV des NF puisque 50% des animaux sont toujours vivants 121 jours 

après l’implantation de la tumeur (MeST>81 jours et ILS > 200% par rapport aux 

animaux non traités et ILS > 47% par rapport aux animaux traités uniquement par 

MRT). Ces résultats indiquent que les nanofleurs exercent un effet radiosensibilisant. 

L’effet radiosensibilisant des nanoparticules à base de fer a déjà été rapporté12–14, bien 

que le numéro atomique du fer (ZFer = 26) soit nettement inférieur à celui de l’or (ZAu 

= 79), les nanoparticules à base de fer sont capables de rehausser l’effet de dose délivré 

en radiothérapie. Dans le cas de notre étude, les nanofleurs exercent un effet 

radiosensibilisant aussi efficace que celui des nanoparticules d’or mais avec une 

concentration en fer de la suspension injectée de NF 6 fois supérieure à celle de l’or. La 

faiblesse de l’effet radiosensibilisant résultant de la faible valeur du numéro atomique 

du fer est donc compensée par le nombre d’atomes de fer. Avec la même concentration 

en fer que celle des suspensions injectables de NF et la même concentration en or des 

suspensions injectables de nanoparticules d’or Au@DTDTPA, les nanofleurs dorées 
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exercent un effet thérapeutique nettement plus efficace que les NF et les nanoparticules 

d’or Au@DTDTPA comme le révèle le décalage de la courbe de survie vers les durées 

plus longues. Le pourcentage de rats porteurs de gliosarcome 9L vivants 121 jours 

après l’implantation de la tumeur est le plus élevé de tous les groupes de cette 

expérience. Il s’élève à 67% contre 50% pour les animaux traités par radiothérapie 

après injection IV de NF, de nanoparticules d’or, 30% pour les animaux traités 

uniquement par radiothérapie. Un tel taux de survie n’est observé que pendant les 26 

premiers jours pour les animaux non traités, les 46 premiers jours pour les animaux 

traités uniquement par MRT et les 40 premiers jours pour les animaux traités par 

radiothérapie après injection de nanoparticules Au@DTDTPA et les NF. Les animaux 

traités par radiothérapie après injection IV de nanofleurs dorées bénéficient de la plus 

forte amélioration de survie dans les 120 jours qui suivent l’implantation de la tumeur. 

Le greffage des nanoparticules d’or Au@DTDTPA sur les NF permet donc de mieux 

exploiter le potentiel radiosensibilisant. Ces résultats confirment l’intérêt des 

nanofleurs dorées pour augmenter l’efficacité de la radiothérapie. 
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3.4. Conclusion partielle 
Cette étude qui consistait à comparer le comportement de biodistribution et l’effet 

radiosensibilisant des nanofleurs dorées à celui des nanofleurs et des nanoparticules 

d’or après administration a fourni des résultats extrêmement intéressants. 

Premièrement, il est possible de suivre la biodistribution de ces nanofleurs dorées par 

IRM pondérée T2 et par TEMP. Sur la base de données collectées par l’imagerie, nous 

pouvons conclure que les nanofleurs dorées sont mieux retenues dans les tumeurs 

après injection IT que les nanoparticules d’or Au@DTDTPA. Ce constat extrêmement 

prometteur pour des applications médicales peut s’expliquer par la taille des 

nanofleurs dorées qui étant plus large ralentit l’évasion des nanofleurs dorées de la 

zone tumorale. Cette meilleure rétention permet de mieux exploiter l’effet 

radiosensibilisant des nanoparticules d’or greffées sur les nanofleurs. L’étude montre 

effectivement que les nanofleurs dorées exercent un effet radiosensibilisant conduisant 

à ralentir la croissance tumorale. Ce contrôle de la croissance tumorale exercée par la 

combinaison MRT – injection IT de nanofleurs dorées est meilleure que celui observé 

lorsque les nanoparticules d’or Au@DTDTPA sont utilisées comme agent 

radiosensibilisant. 

Cette conclusion est corroborée par les résultats du traitement des rats porteurs de 

gliosarcome 9L. Les nanofleurs dorées sont les particules les plus efficaces dans le 

cadre du traitement par radiothérapie. Les effets de la radiothérapie sont nettement 

améliorés lorsque l’irradiation est effectuée après l’injection IV des nanofleurs dorées. 

Ce résultat prometteur repose sur une conjonction de plusieurs facteurs comme une 

biodistribution plus adaptée pour le ciblage de la tumeur et la combinaison des effets 

radiosensibilisants du fer et de l’or. Les nanofleurs dorées apparaissent donc comme 

des candidates prometteuses pour la radiothérapie guidée par imagerie. Ce potentiel 

pourrait être renforcé par la possibilité que possèdent les NF à chauffer 

l’environnement local lorsqu’elles sont soumises à un champ magnétique alternatif de 

haute fréquence. 
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Chapitre 4. Les Nanofleurs dorées : Agents combinant 

hyperthermie et radiothérapie 
 

4.1. Introduction 
Les nanofleurs dorées exercent un effet radiosensibilisant qui permet comme l’ont 

montré les expériences du chapitre précédent d’améliorer la survie des animaux 

porteurs de tumeurs cérébrales. Cet effet est principalement attribué à la présence des 

nanoparticules d’or greffées sur les nanofleurs de maghémite. Or, les propriétés 

superparamagnétiques des nanofleurs de maghémite qui confèrent à ces nano-objets 

un comportement d’agents de contraste négatif en IRM pourraient également être 

exploitées pour générer un échauffement local (hyperthermie magnétique). 

Les travaux antérieurs sur les nanofleurs ont montré qu’elles étaient caractérisées par 

un fort pouvoir chauffant induit par l’exposition des nanofleurs à un champ 

magnétique alternatif de haute fréquence 1,2. 

Les nanofleurs dorées possèdent donc la capacité d’associer l’hyperthermie 

magnétique à la radiosensibilisation. Afin de le vérifier, nous avons réalisé une série 

d’expériences de chauffage en solution et après injection intratumorale et un suivi 

comparatif de croissance tumorale. 
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4.2. Protocoles expérimentaux 

4.2.1. Evaluation du pouvoir chauffant des NF dorées (in vitro) 

4.2.1.1. Appareillage 

Les expériences d’hyperthermie magnétique in vitro ont été réalisées par l’équipe de 

Florence Gazeau (MSC- Paris Diderot).  

Un appareil nommé « nanothérics » constitué d’une bobine a été utilisé. Le 

« nanothérics » possède un compartiment qui sert à chauffer les échantillons mais qui 

est également dédié au traitement par hyperthermie magnétique de petits animaux. 

Lors du chauffage, la température est mesurée à l’aide d’un thermomètre à fibre 

optique et par la suite la bobine est refroidie à 37°C.  La bobine est reliée à deux 

générateurs. Le premier est un générateur électrique qui permet de régler l’intensité 

du courant électrique, le second est un générateur de fréquence. 

La fréquence imposée est visualisée sur un oscilloscope permettant de vérifier la 

résonance, une caméra infrarouge qui permet de cibler les zones qui sont chauffées et 

le tout est connecté à un pilote qui recueille les données (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Montage utilisé en hyperthermie magnétique. 

4.2.1.2. Milieu physiologique simulé et hyperthermie magnétique 

Le pH des suspensions de nanofleurs dorées a été préalablement ajusté à pH 7,4 (pH 

physiologique) après ajout d’une solution tampon composée d’un mélange citrate 

(72,5 mM) /hepes (10 mM). La suspension colloïdale avait une osmolarité de 300 

mosmol.L-1. Nous avons utilisé le même tampon citrate/hepes pour ajuster le pH des 

suspensions de nanofleurs de maghémite à 7,4. 

Les suspensions ont été introduites dans des tubes Eppendorf avant d’être 

positionnées dans le tunnel du nanothérics. Un champ d’amplitude de 20 mT a été 

appliqué aux suspensions colloïdales à une fréquence de 335 kHz.  

Par la suite les données ont été enregistrées sur un pilote relié à l’appareillage comme 

décrit précédemment. 

Nanotherics
s 

Générateur électrique Générateur de fréquence Oscilloscope 

Caméra infrarouge 
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4.2.2. Combinaison hyperthermie magnétique et radiothérapie 

4.2.2.1. Appareillages 

Les expériences d’hyperthermie magnétique in vivo ont été réalisées cette fois-ci à 

l’ESRF de Grenoble. L’appareillage décrit au paragraphe 4.2.1.1 a été utilisé.  

4.2.2.2. Inoculation de la tumeur épidermique de type mélanome (A375 sc) et 

anesthésie des animaux 

Nous avons commandé auprès de la plateforme OPTIMAL (Grenoble) des souris 

nudes porteuses de tumeurs sous-cutanées A375 (mélanome). L’implantation a été 

réalisée par l’équipe de Véronique Josserand cinq semaines avant les expériences 

d’hyperthermie. 

4.2.2.3. Evaluation du pouvoir chauffant 

Des nanofleurs dorées (50 µL, ~ 625 mM en fer et 30 mM en Au) et des nanofleurs (50 

µL, ~ 625 mM en fer) ont été injecté par voie intratumorale sur les animaux après 

anesthésie puis placé dans le « nanothérics » afin de chauffer la tumeur par 

hyperthermie magnétique (Figure 2). Un champ magnétique alternatif de 20 mT a été 

appliqué à une fréquence de 521,9 kHz. 

 

 

 

 

Figure 2. Cliché photographique de la souris dans le tunnel. 

Pour cette expérience, nous avions trois groupes d’animaux composés d’un groupe 

« contrôle » et de deux autres groupes. Les animaux du groupe « contrôle » n’ont subi 

aucune injection de nanoparticules et aucun traitement alors que les animaux du 

groupe 2 et du groupe 3 ont subi respectivement un traitement par hyperthermie 

magnétique après injection de nanofleurs et de nanofleurs dorées (Tableau 1). 

 

Groupes NF NF-Au@DTDTPA HM 

           1    

           2    

           3    

Tableau 1. Traitement par hyperthermie magnétique de groupe de petits animaux après implantation de 
mélanome (A375 sc). 

 

 

Souris dans le tunnel 
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4.2.2.4. Hyperthermie magnétique et radiothérapie 

Les expériences d’hyperthermie magnétique et de radiothérapie ont été réalisées à 

l’ESRF de Grenoble. Le « nanothérics » a été utilisé pour l’hyperthermie magnétique et 

la ligne ID17 pour les expériences de radiothérapie par microfaisceau (MRT). 

Des nanofleurs dorées (50µL ; 625 mM en fer et 30 mM en Au), des nanoparticules d’or 

isolées (50 µL ; 30 mM en Au), et des NF (50µL ; 625 mM en fer) ont été injectées par 

voie intratumorale sur des souris porteuses de tumeur sous-cutanée (mélanome A375 

sc) comme décrit précédemment (4.2.2.2). 

Les animaux ont été traités en premier lieu par l’hyperthermie magnétique en 

appliquant un champ magnétique alternatif de 20 mT à une fréquence de 521,9 kHz, 

avant de subir un traitement radiothérapeutique avec des doses de 2x400 Gray en pic 

et 2x20 Gray en vallée (Figure 3). 

Pour les expériences de radiothérapie, les animaux ont été positionnés et immobilisés 

sur une plateforme motorisée qui permet de déplacer les animaux par rapport au 

faisceau. Ces derniers ont été irradiés par deux faisceaux perpendiculaires (de l’avant 

vers l’arrière de la patte et de la droite vers la gauche).  

 Hyperthermie magnétique Radiothérapie 

Clichés photographiques des 

expériences 
 

 

 

 

Figure 3.  Clichés photographiques des expériences d’hyperthermie magnétique et de radiothérapie combinée. 

 

Ces expériences d’hyperthermie magnétique combinée à la radiothérapie regroupaient 

neuf groupes d’animaux. Cinq groupes « contrôle » dont le premier n’ayant subi 

aucune injection de nanoparticules ni aucun traitement. Le second groupe « contrôle » 

rassemble des animaux ayant reçu seulement une injection IT de nanofleurs dorées. 

Les animaux du troisième et quatrième groupe « contrôle » ont été traité uniquement 

et respectivement par HM et par MRT sans injection de nanoparticules. Le cinquième 

et dernier groupe « contrôle » a été traité par HM et MRT combiné sans injection de 

nanoparticules. Ensuite quatre autres groupes dont le premier a été traité uniquement 

par hyperthermie magnétique 24h après injection IT de nanofleurs dorées, le second 

groupe rassemblait des animaux traités par MRT 24h après injection IT de 

nanoparticules d’or non supportées (Au@DTDTPA). Le troisième groupe a été traité 

par MRT 24h après injection de nanofleurs dorées et le dernier groupe rassemblait des 
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animaux traités par la combinaison HM et MRT 24h après injection de nanofleurs 

dorées (Tableau 2). 

 

Groupes Au@DTDTPA NF-Au@DTDTPA HM MRT 

         1     

         2     

         3     

         4     

         5     

         6     

         7     

         8     

         9     

     

Tableau 2. Tableau récapitulatif des différents groupes d’animaux et des différents traitements dans le cadre 
de l’évaluation de la combinaison HM/MRT/NF dorées. 

 

4.3. Résultats et discussion 

4.3.1. Evaluation du pouvoir chauffant des NF dorées  
Le pouvoir chauffant des nanofleurs dorées a été évalué et comparé à celui des 

nanofleurs recouvertes de citrate à partir d’expériences réalisées sur des suspensions 

aqueuses (Figure 4). 

 

Figure 4. Courbes de température en fonction du temps d’exposition au champ magnétique de suspensions de 
nanofleurs à différentes concentrations. 
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Les échantillons ont été soumis à un champ magnétique de 20 mT à une fréquence de 

335 kHz. Trois concentrations différentes de nanofleurs « citratées » ont été soumises 

au champ magnétique alternatif. Cette exposition induit dans chacun des cas une 

augmentation de température durant les 200 premières secondes. Les NF possèdent 

donc un pouvoir chauffant. Au-delà de 200 secondes, l’accroissement de température 

est plus faible : l’évolution de la température atteint un plateau. Plus la concentration 

est élevée et plus la pente de la courbe est raide. La montée en température est donc 

plus rapide lorsque pour les mêmes conditions de champ magnétique la concentration 

augmente. Comme le palier de température est atteint après une durée similaire quelle 

que soit la concentration, il en résulte que la valeur du palier est plus élevée lorsque la 

montée en température est plus rapide. En d’autres termes la valeur du palier dépend 

de la concentration en NF : elle augmente avec la concentration d’agents chauffants. 

La différence de température (ΔT) entre l’instant initial (t = 0 s) et le palier est comprise 

entre 20°C (pour la concentration la plus faible (200 mM)) et 50°C (pour la 

concentration la plus élevée). Bien que ces résultats ne puissent pas être directement 

transposés au cas de l’échauffement produit in vivo du fait des différences de viscosité 

entre l’eau et les tissus biologiques, ils sont de bon augure pour les expériences 

d’hyperthermie magnétique après injection intratumorale. Cette expérience révèle une 

seconde caractéristique très intéressante dans la perspective de l’application des 

nanofleurs dorées pour l’hyperthermie magnétique. La courbe de température des 

nanofleurs dorées est superposée à celle des nanofleurs pour une même concentration. 

La présence des nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) n’altère donc pas les propriétés 

magnétiques et les propriétés de chauffage des nanofleurs. Ce constat est très 

intéressant pour exploiter le pouvoir chauffant des nanofleurs dans le cadre du 

contrôle de la croissance tumorale par hyperthermie magnétique. 

4.3.2. Le chauffage de tumeurs 
Le pouvoir chauffant des nanofleurs (avec et sans nanoparticules d’or) a également été 

évalué après injection par voie intratumorale à des souris porteuses de mélanome 

(A375 sc). Ce mode d’administration présente l’avantage de se focaliser sur le potentiel 

des nanofleurs et nanofleurs dorées en s’affranchissant de la biodistribution. Grâce à 

la caméra thermique, il est possible d’enregistrer des images de l’animal soumis au 

champ magnétique alternatif (Figure 5). 
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Figure 5. Images extraites des films enregistrés par la caméra thermique à deux temps différents à t0 (rangée 
supérieure) et à t0 + 4 min après l’application du champ magnétique (rangée inférieure). 

L’échauffement se traduit par l’apparition de la couleur rouge. En l’absence de NF 

dans la tumeur, aucune tache de couleur rouge n’apparaît alors qu’après injection 

intratumorale de NF et de NF dorées une tache virant au rouge apparaît dans la zone 

tumorale. Elle reflète l’échauffement qui est circonscrit à la zone tumorale. De la 

comparaison de ces images, nous pouvons en déduire que l’application d’un champ 

magnétique alternatif produit un échauffement uniquement si les NF (avec ou sans 

nanoparticules d’or) sont présentes. 

La comparaison des courbes de température de la figure 6 confirme l’impression 

donnée par les images de la caméra thermique. 

 

Figure 6. Evolution temporale de la température au cours de l’application du champ magnétique alternatif 
sans injection (courbe bleue) après injection IT de NF (courbe en pointillé) e de NF dorées (courbe orange). 
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Le chauffage n’est effectif qu’en présence de nanofleurs et NF dorées. L’application du 

champ magnétique en l’absence d’injection IT de NF n’induit aucune augmentation de 

température. Cette dernière reste comprise entre 32 – 34°C durant l’expérience (entre 

0 et 1600 s). La différence est très nette lorsque le champ magnétique alternatif est 

appliqué après injection IT de NF avec ou sans nanoparticules d’or greffées (courbes 

orange et courbe en pointillé). Dès l’application du champ magnétique (24h après 

l’injection IT), la température s’élève rapidement pour atteindre un palier au bout 

d’environ 400 s. Toutefois, les nanofleurs et nanofleurs dorées chauffent moins bien 

dans l’organisme que dans l’eau car la montée en température est beaucoup plus 

rapide lorsque le chauffage est réalisé dans l’eau avec un plateau dès les premières 200 

secondes comparé au micro-environnement tumoral où le palier est perceptible à 

partir de 400 secondes seulement (Figure 4 et 6). De plus, pour atteindre un plateau 

autour de  45°C, il est nécessaire d’injecter par voie IT des suspensions colloïdales de 

NF dorées et NF de concentrations en fer 3 fois supérieure à celles des suspensions 

utilisées lors des expériences in vitro (~ 625 mM en fer au lieu de 200 mM). Quel que 

soit le type de NF, la température du palier est comprise entre 43 – 45°C par ajustement 

des paramètres du champ. En l’absence d’intervention sur ces paramètres des 

températures supérieures à 50°C peuvent être atteintes. Une telle élévation de 

température ne nous paraît pas acceptable en raison de la souffrance que pourrait 

induire la brûlure générée par des températures trop élevées. Cette expérience de suivi 

de température au sein de la tumeur confirme d’une part le potentiel des NF à induire 

un échauffement suffisant pour détruire les cellules et d’autre part la préservation des 

capacités de chauffage des NF dorées malgré la présence des nanoparticules d’or. Les 

nanofleurs dorées sont aussi efficaces que les NF pour générer un accroissement de 

température dans la zone où elles sont accumulées. 

4.3.3. Le contrôle de la croissance tumorale par combinaison de 

l’hyperthermie magnétique et de la radiothérapie par microfaisceau 

(MRT) 
Le pouvoir chauffant des nanofleurs et des nanofleurs dorées permet d’envisager leur 

utilisation pour les traitements de tumeurs solides par hyperthermie magnétique. 

Dans le cas des NF dorées, ce traitement peut être combiné à la radiothérapie car il a 

été montré que les NF dorées exercent un effet radiosensibilisant (chapitre 3). Le 

traitement de rats porteurs de gliosarcome 9L dans le cerveau par radiothérapie après 

injection intraveineuse de NF dorées a conduit à une augmentation du nombre de rats 

survivants pendant 120 jours au cours de l’expérience. Afin de valider le potentiel 

thérapeutique des nanofleurs dorées en hyperthermie magnétique et dans le cadre 

d’un traitement combinant hyperthermie magnétique et radiothérapie, nous avons 

réalisé un suivi de l’évolution du volume tumoral auprès de souris porteuses d’une 

tumeur sous-cutanée A375 (mélanome) implantée sur le flanc droit (Figure 7). Les 

animaux ont été répartis dans neuf groupes différents : 

1- Groupe « contrôle » non traité ; 

2- Groupe « contrôle » ayant reçu seulement une injection IT de NF dorées ; 
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3- Groupe « contrôle » ayant été traité uniquement par hyperthermie magnétique 

(HM) ; 

4- Groupe « contrôle » ayant été traité uniquement par MRT ; 

5- Groupe « contrôle » ayant été traité par combinaison HM et MRT ; 

6- Groupe ayant été traité par HM 24h après injection IT de NF dorées (Vinj = 50 µL, 

[Fe] = 625 mM) ; 

7- Groupe ayant été traité par MRT 24h après injection de nanoparticules d’or non 

supportées (Au@DTDTPA) (Vinj = 50 µL, [Au]= 28 mM) ; 

8- Groupe ayant été traité par MRT 24h après injection IT de NF dorées (Vinj = 50 

µL, [Fe] = 625 mM) ; 

9- Groupe ayant été traité par la combinaison HM et MRT 24h après injection IT de 

NF dorées (Vinj = 50 µL, [Fe] = 625 mM et [Au] = 28 mM). 

 

 

 

 

 

Figure 7.  Suivi de la croissance de tumeur A375 implantée en sous-cutanée à des souris : non traité (en  noire), 
traité seulement par injection IT de NF dorées (en rouge), traité uniquement par HM (en vert), traité 

uniquement par MRT (en  vert avec pointillé noire), traité par combinaison HM+MRT (en violet), traité par 
HM 24h après injection IT de NF dorées (en bleue ciel), traité par MRT 24h après injection IT de 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA (en marron), traité par MRT 24h après injection IT de NF dorées (en vert), 
traité par HM+MRT+NF-Au@DTDTPA (en bleue foncé). 

Comme attendu, le volume tumoral du groupe 1 (aucun traitement) croît rapidement 

de manière exponentielle. De même, les courbes correspondant à la croissance 

tumorale des groupes 2 (injection IT de NF dorées) et des groupes 3 (hyperthermie 

seule) croissent rapidement de manière exponentielle à un rythme semblable à la 

courbe du groupe 1. Nous en déduisons que les NF dorées n’exercent aucun effet 
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délétère ni bénéfique en l’absence de stimulus physique extérieure. L’hyperthermie 

magnétique n’influence pas non plus la croissance tumorale. Ce résultat n’est pas 

surprenant car l’échauffement induit par l’hyperthermie magnétique nécessite la 

présence d’agents superparamagnétiques qui convertissent l’énergie magnétique en 

chaleur (Figures 5 et 6). L’évolution de la courbe 6 (HM 24h après injection IT de NF 

dorées) est en revanche beaucoup plus surprenante et décevante. L’allure de la courbe 

et le rythme de croissance sont quasiment les mêmes que ceux observés pour la courbe 

du groupe 3 (HM seule). Contrairement à ce que nous pouvions attendre d’après les 

expériences précédentes et les données de la littérature3–6, l’échauffement généré par 

les NF dorées sous l’action du champ magnétique alternatif (Figures 5 et 6) n’a pas 

d’influence bénéfique sur la croissance tumorale. En d’autres termes, la croissance 

tumorale n’est pas ralentie lorsque les souris porteuses d’une tumeur A375 sous-

cutanée sont traitées par HM 24h après injection IT de NF dorées. En revanche, comme 

cela a été montré dans le chapitre 3, ces nanostructures exercent un effet 

radiosensibilisant qui conduit à un meilleur contrôle de la croissance tumorale. Ce 

ralentissement de la croissance est nettement visible quand la courbe du groupe 8 

(MRT 24h après injection IT de NF dorées) est comparée à celle du groupe témoin 1 

(aucun traitement), du groupe 2 (injection IT de NF dorées) et du groupe 4 (traitement 

par MRT 24h sans injection de nanoparticules). La courbe du groupe 4 se distingue des 

courbes des groupes 1 et 2 : le décalage observé dans la croissance reflète l’effet 

bénéfique du traitement par radiothérapie. Cet effet bénéfique est renforcé lorsque 

l’irradiation est effectuée 24h après injection de nanofleurs dorées puisque le décalage 

observé dans la croissance tumorale est encore plus important. Sous l’effet du 

traitement (MRT après injection IT de NF dorées), la croissance de la tumeur démarre 

plus tardivement. Les NF dorées exercent donc un effet radiosensibilisant qui permet 

un meilleur contrôle de la croissance tumorale. Ce retard de croissance est même plus 

important que celui observé pour le groupe 7 (MRT 24h après l’injection IT des 

nanoparticules d’or Au@DTDTPA). Avec la même quantité d’or injectée (l’élément 

radiosensibilisant commun à ces deux types de nanoparticules), la croissance tumorale 

est plus retardée lorsque l’irradiation est effectuée après l’injection IT de NF dorées. 

Cette différence entre NF dorées et nanoparticules d’or Au@DTDTPA pourrait 

s’expliquer par une meilleure rétention des nanofleurs dorées mis en évidence par 

imagerie nucléaire (chapitre 3) et par la présence de l’élément fer qui pourrait 

contribuer à l’effet radiosensibilisant comme il a été montré dans des nombreux 

exemples de la littérature7–9. Même si l’effet radiosensibilisant du fer est moins 

important que celui de l’or, du fait d’un numéro atomique nettement plus faible (ZFe = 

26 et ZAu = 79), le grand nombre d’atomes de fer dans les nanofleurs dorées (6 fois plus 

de fer que d’Au) permet de compenser la faiblesse de l’effet radiosensibilisant du fer. 

La combinaison MRT et NF dorées est donc très intéressante pour ralentir la croissance 

tumorale mais elle procure des résultats moins prometteurs que ceux observés lorsque 

les animaux sont d’abord traités par HM puis par MRT 24h après injection IT de NF 

dorées. En l’absence des nanofleurs dorées, le traitement par HM 30min avant la MRT 

n'améliore pas le contrôle de la croissance tumorale car les courbes des groupe 5 
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(HM+MRT) et du groupe 4 (MRT) sont quasiment superposées. Comme évoqué 

précédemment, l’hyperthermie magnétique n’exerce aucun effet en l’absence d’agents 

superparamagnétiques. Bien que nous ayons constaté que la dissipation de l’énergie 

magnétique sous forme de chaleur observée dans la zone tumorale lors de l’application 

du champ magnétique alternatif après injection IT de nanofleurs dorées ne permettait 

pas le contrôle de la croissance tumorale (comparaison des groupes 3 et 6), son 

association avec le traitement par radiothérapie après injection IT des NF dorées limite 

considérablement la croissance tumorale. En effet la courbe correspondant au groupe 

9 (HM+MRT+ NF-Au@DTDTPA) tend rapidement vers zéro. Un tel traitement inhibe 

la croissance de la tumeur qui pour la plupart des animaux a disparu. 

Ce résultat paraît complétement inattendu au regard de l’évolution du volume 

tumoral du groupe 6 (HM + NF-Au@DTDTPA). Il semble indiquer que le traitement 

thermique ne peut à lui seul exercer un contrôle efficace de la croissance tumoral mais 

que la fragilisation qu’il induit offre une situation propice pour que l’effet 

radiosensibilisant des NF dorées s’exerce encore plus efficacement. Afin de 

comprendre, les raisons de l’efficacité du traitement combinant hyperthermie 

magnétique et radiothérapie (MRT) 24h après injection IT de NF dorées, des études à 

l’échelle sub-cellulaire sont nécessaires. 
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4.4. Conclusion  
L’étude consacrée au pouvoir chauffant des NF dorées a mis en évidence leur capacité 

à chauffer leur environnement lorsqu’elles sont soumises à un champ magnétique 

alternatif de haute fréquence (20 mT, 335-521,9 kHz). Le pouvoir chauffant des NF 

n’est pas modifié par le greffage de nanoparticules d’or Au@DTDTPA. 

Cependant l’élévation de température induite par les NF dorées sous l’effet d’un 

champ magnétique alternatif de haute fréquence ne permet pas de contrôler la 

croissance tumorale. Comparé aux travaux menés par l’équipe d’Alphandéry sur les 

nanoparticules d’oxyde de fer d’origine bactérienne6, ce constat est surprenant. Même 

s’il n’engendre pas d’inhibition de la croissance tumorale, le chauffage du 

microenvironnement tumoral induit par l’exposition des NF dorées à un champ 

magnétique n’est pas sans effet comme le montre le suivi de la croissance tumorale 

après un traitement combinant HM, MRT et injection IT de NF dorées. Un tel 

traitement assure une plus forte inhibition de la croissance tumorale que dans le cas 

de la MRT après injection IT de NF dorées. Le chauffage de la tumeur réalisé avant la 

radiothérapie semble exercer un effet bénéfique.  

D’après cette étude comparative, les NF dorées présentent un potentiel prometteur 

pour le traitement de tumeurs solide car elles permettent de combiner 

avantageusement HM et MRT. 
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Conclusion et perspectives 
 

L’objectif de ces travaux de thèse consistait à développer des nanostructures hybrides 

pour mieux exploiter le potentiel radiosensibilisant des nanoparticules d’or 

Au@DTDTPA. Comme l’ont montré les travaux antérieurs de l’équipe NCM 

d’UTINAM, les nanoparticules Au@DTDTPA permettent de guider la radiothérapie 

par IRM. Il en résulte une amélioration de la survie de rats porteurs de gliosarcome 9L 

(tumeur cérébrale) dans l’hémisphère droit de leur cerveau lorsqu’ils sont traités par 

radiothérapie après injection IV. Bien que les résultats soient très prometteurs, leur 

potentiel semble sous-exploité en raison d’une élimination rénale trop rapide qui 

limite l’accumulation dans la tumeur par effet EPR. C’est la raison pour laquelle, nous 

avons développé des NF dorées constituées de NF de maghémite et de nanoparticules 

d’or Au@DTDTPA. Les NF ont été choisies pour jouer le rôle de transporteur 

biodégradable des nanoparticules d’or mais également pour conférer à la 

nanostructure hybride un comportement d’agents de contraste négatif pour l’IRM et 

d’agents chauffants pour l’hyperthermie magnétique.  

Nous avons montré dans le cadre de ces travaux de thèse qu’il était possible de greffer 

les nanoparticules d’or sur les nanofleurs. Les conditions optimales pour réaliser un 

tel assemblage sont réunies lorsque : 

- (i) les nanoparticules d’or Au@DTDTPA ont été au préalable fonctionnalisées 

par la dopamine (~ 10 dopamine/nanoparticules) ; 

- (ii) le rapport nanoparticules d’or/nanofleurs dans le milieu réactionnel est de 

200 ; 

- (iii) le pH est de l’ordre de 5,5 ; 

- (iv) et la température de 50°C pendant 24 heures. 

En respectant ces conditions expérimentales, les NF dorées résultant du greffage des 

nanoparticules d’or sur les nanofleurs présentent une stabilité colloidale à pH 

physiologique très supérieure à celle des NF sans nanoparticules d’or. L’amélioration 

s’explique par la présence de la couche organique DTDTPA très hydrophile qui 

adsorbée sur les nanoparticules d’or. En outre les charges négatives des groupements 

carboxylates présents dans cette couche de DTDTPA à pH physiologique sont à 

l’origine de forte répulsion électrostatique entre NF chargées négativement, comme le 

reflète la valeur du potentiel zêta (~ -40 mV à pH 7,4). Grâce au caractère 

superparamagnétique des NF de maghémite et à la présence de DTDTPA qui forme 

des complexes stables avec les radioélements (111In et 99mTc), la biodistribution des NF 

dorées a pu être suivie par IRM et TEMP après injection IT et IV. L’étude comparative 

de la biodistribution des NF dorées après injection IT à des souris porteuses de 

mélanomes A375 sc a montré que leur rétention dans la tumeur était supérieure à celle 
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des nanoparticules d’or Au@DTDTPA non supportées. De plus, le suivi par IRM et par 

TEMP associé au comptage post-mortem a montré que les NF dorées s’accumulaient 

en plus grande quantité dans la tumeur après injection intraveineuse à des rats 

porteurs de gliosarcome 9L dans l’hémisphère droit de leur cerveau. Cette étude a 

également révélé que le rapport de nanoparticule d’or entre la tumeur et les tissus sains 

était supérieur dans le cas des NF dorées. Les données collectées par l’imagerie 

montrent que l’utilisation de NF comme transporteur de nanoparticules d’or est très 

prometteuse car elle conduit à une accumulation plus importante et sur une rétention 

plus longue des nanoparticules d’or que dans le cas des nanoparticules d’or non 

supportées. 

L’accumulation des NF dorées (après injection IT et IV) a été exploitée dans le cadre 

de traitement par radiation ionisante (radiothérapie). Dans tous les cas étudiés dans le 

cadre de cette thèse, les animaux traités par radiothérapie après administration de NF 

dorées présentent un retard de croissance des tumeurs, un accroissement de la durée 

de vie supérieure à celui des animaux traités par radiothérapie après administration 

de nanoparticules d’or Au@DTDTPA avec la même quantité en élément or. Ces 

expériences in vivo de radiothérapie confirment que le transport des nanoparticules 

d’or par les nanofleurs permet une meilleure exploitation du potentiel 

radiosensibilisant des nanoparticules d’or. Le rôle bénéfique des NF ne se limite pas 

au transport des nanoparticules d’or. Comme nous l’avons évoqué précédemment, le 

caractère superparamagnétique des NF a permis le suivi des NF dorées par IRM 

pondérée T2. Ce caractère superparamagnétique en conférant un pouvoir chauffant 

aux nanofleurs lorsqu’elles sont exposées à un champ magnétique alternatif de haute 

fréquence, est également à l’origine d’un résultat extrêmement prometteur. Bien que 

le pouvoir chauffant des NF dorées exercent une influence très limitée sur le contrôle 

de la croissance, la combinaison de l’hyperthermie magnétique et de la radiothérapie 

a conduit à l’inhibition de la croissance tumorale après injection IT à des souris 

porteuses de mélanome. En d’autres termes, l’association des propriétés 

superparamagnétiques des NF de maghémite et du caractère radiosensibilisant des 

nanoparticules d’or procure un contrôle de la croissance tumorale très efficace.  

L’utilisation de NF de maghémite comme transporteurs des nanoparticules d’or 

Au@DTDTPA est donc très prometteuse car elle permet à la fois une meilleure 

exploitation de l’effet radiosensibilisant des nanoparticules d’or et la combinaison de 

l’hyperthermie magnétique et de la radiothérapie pour un meilleur contrôle de la 

croissance tumorale. Ces résultats très encourageants ne sont cependant pas suffisants 

pour conclure définitivement sur l’intérêt de cet assemblage NF-Au@DTDTPA pour le 

traitement du cancer. 

Parmi les différentes questions apparues au cours de la thèse et les points qui n’ont 

pas pu être abordés, la biodégradation des NF devra être étudiée de manière 
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approfondie afin de vérifier si la dissolution des NF s’accompagne du relargage des 

nanoparticules d’or. Une telle étude menée par l’équipe de Florence Gazeau (MSC, 

Paris 7) est au cœur du projet CARGOLD qui vise à exploiter les caractéristiques des 

NF dorées pour la détection de plaques d’athérosclérose vulnérables par imagerie 

simultanée IRM/TEP. 

Une deuxième piste à explorer concerne l’optimisation du délai entre l’injection IV des 

NF dorées et le traitement par radiothérapie. Les expériences de radiosensibilisation 

effectuées au cours de la thèse ont été réalisées avec un délai de 10 minutes entre 

l’injection IV des nanoparticules radiosensibilisantes et l’irradiation. Ce délai avait été 

choisi car nous avions montré au cours de travaux précédents que ce délai procurait le 

plus grand accroissement de survie lorsque les nanoparticules Au@DTDTPA étaient 

utilisées comme nanoparticules radiosensibilisantes. Cela permettait ainsi de 

comparer l’effet des NF dorées avec celui des nanoparticules d’or dans les conditions 

optimales pour les nanoparticules d’or. Mais ce délai de 10 minutes n’est probablement 

pas optimal dans le cas des NF dorées. Des études complémentaires sont donc 

nécessaires pour déterminer le délai qui garantirait un plus fort accroissement de la 

survie.  

En outre, il serait pertinent de vérifier que les effets prometteurs observés en 

appliquant un rayonnement synchrotron le soient également en utilisant un mode 

d’irradiation plus conventionnel.  

Si ces NF dorées présentent un réel intérêt pour le traitement du cancer par 

radiothérapie guidée par IRM et éventuellement combinée à l’hyperthermie 

magnétique, elles peuvent également se comporter comme sondes pour l’imagerie 

simultanée IRM/TEMP. Ces différents points seront abordés dans les projets NanoRX, 

CARGOLD et BIONANOCAR. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



Résumé 

Mots-Clés : Nanoparticules d’or, Nanoparticules d’oxyde de fer, Hyperthermie magnétique, Radiothérapie. 
 

Dans les domaines de l’imagerie médicale et la thérapie, l’utilisation des nanoparticules est spécialement attrayante et 

prometteuse. Il est possible de concentrer dans une même particule plusieurs fonctions complémentaires comme la détection, le 

ciblage mais aussi la thérapie. Cette multifonctionnalité présente de nombreux avantages, et favorise le développement de 

nanoparticules pour une thérapie ciblée et guidée par l’imagerie.   

C’est dans ce contexte d’intense activité centrée sur le développement des nanoparticules pour les applications médicales 

(imagerie et/ou thérapie) que s’est déroulé mon travail de thèse qui s’inscrit dans la continuité des travaux de Christophe Alric 

et de Pierre Hugounenq. Ils ont développé respectivement des nanoparticules d’or multifonctionnelles (Au@DTDTPA) et des 

nanofleurs d’oxyde de fer (γ-Fe2O3).  

Les nanoparticules d’or (Au@DTDTPA) présentent un effet radiosensibilisant et se comportent comme agent de contraste pour 

l’IRM (après marquage par Gd3+ rendu possible par les propriétés chélatantes de la couche organique DTDTPA) ou comme 

radiotraceurs après radiomarquage (le DTDTPA forme des complexes stables avec 99mTc et 111In). Le caractère 

superparamagnétique des nanofleurs d’oxyde de fer confèrent à ces objets la capacité à rehausser le contraste négatif des images 

et à induire un échauffement sous l’action d’un champ magnétique alternatif de haute fréquence. 

L’objectif principal de ma thèse consistait à assembler ces deux types de nanoparticules afin de créer un objet nanométrique 

combinant les propriétés complémentaires des nanoparticules d’or et des nanofleurs d’oxyde de fer. Dans un premier temps, les 

conditions optimales de greffage des nanoparticules d’or sur les nanofleurs ont été déterminées. Nous avons montré que de tels 

agents présentaient après injection intraveineuse une biodistribution adaptée comme le révèlent les images acquises en IRM (grâce 

aux propriétés magnétiques des nanofleurs) et en TEMP (grâce au radiomarquage de la couche des nanoparticules d’or). En outre 

ces objets présentent un caractère radiosensibilisant qui est mieux exploité que celui des nanoparticules d’or entrant dans la 

composition de ces nanofleurs dorées. Associé au pouvoir chauffant des nanofleurs, le pouvoir radiosensibilisant des nanofleurs 

dorées a conduit à une forte inhibition de la croissance tumorale quand le traitement de rats portant un mélanome combine 

hyperthermie magnétique et radiothérapie après injection intratumorale des nanofleurs dorées. 

En conclusion, le travail réalisé au cours de cette thèse a mis en évidence l’intérêt de combiner les nanoparticules d’or et les 

nanofleurs d’oxyde de fer pour traiter des tumeurs solides par thérapie guidée par imagerie. 

 

Abstract 

Keywords: Gold nanoparticles, Iron oxide nanoparticles, Magnetic Hyperthermia, Radiotherapy 

In the fields of medical imaging and therapy, the use of nanoparticles is especially attractive and promising. It is possible to 

concentrate in the same particle several complementary functions such as detection, targeting but also therapy. This 

multifunctionality has many advantages and promotes the development of nanoparticles for targeted therapy and guided by 

medical imaging. 

It is in this context of intense activity focused on the development of nanoparticles for medical applications (imaging and/or 

therapy) that my thesis work was carried out which is in continuity with the work of Christophe Alric and Pierre Hugounenq. 

They developed multifunctional gold nanoparticles (Au@DTDTPA) and iron oxide nanoflowers (γ-Fe2O3), respectively. 

The gold nanoparticles (Au @ DTDTPA) exhibit a radiosensitizing effect and behave as a contrast agent for MRI (after labeling 

with Gd3 +, made possible by the chelating properties of the organic layer DTDTPA) or radiotracers after radiolabelling (DTDTPA 

forms stable complexes with 99mTc and 111In). The superparamagnetic nature of the iron oxide nanoflowers gives these objects the 

ability to enhance the negative contrast of the images and to induce heating under the action of an alternating magnetic field of 

high frequency. 

The main objective of my thesis was to assemble these two types of nanoparticles in order to create a nanometric object combining 

the complementary properties of gold nanoparticles and iron oxide nanoflowers. In a first step, the optimal conditions for grafting 

gold nanoparticles on the nanoflower were determined. We have shown that, after intravenous injection, these agents exhibit a 

suitable biodistribution, as revealed by MRI images (thanks to the magnetic properties of nanoflowers) and SPECT (thanks to the 

radiolabeling of the gold nanoparticle layer). Moreover, these objects have a radiosensitizing character which is better exploited 

than that of the gold nanoparticles in the golden nanoflowers. Associated with the heating power of nanoflower, the 

radiosensitizing potential of golden nanoflowers has led to a strong inhibition of tumor growth when the treatment of rats 

carrying melanoma combines magnetic hyperthermia and radiotherapy after injection of golden nanoflower. 

In conclusion, the work carried out during this thesis has highlighted the value of combining gold nanoparticles and iron oxide 

nanoflowers to treat solid tumors by imaging-guided therapy. 


